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Résumé

Résumé

La broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une maladie inflammatoire
chronique des voies aériennes dont le facteur de risque principal est I’exposition chronique a la
fumée de cigarette. L’évolution de la maladie est fréquemment associée & une colonisation
bactérienne des voies aériennes et ponctuée d’épisodes aigus d’exacerbation de la maladie
associés a une morbi-mortalit¢ importante. Ces exacerbations sont principalement d’origine
infectieuses et plus particuliérement, associées a une bactérie dans 50 % des cas, majoritairement
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae et Moraxella catarrhalis. Le controle de ces
infections bactériennes implique en particulier une réponse immunitaire efficace de type Thl7.
Cette immunité Th17 médiée principalement par les cytokines IL-17A et IL-22 est impliquée
dans la physiopathologie de la BPCO mais n’a ét¢ que peu étudiée dans le contexte des
exacerbations. Notre hypothése est que la réponse Thl7 aux pathogeénes est altérée dans la
BPCO, mécanisme qui serait impliqué dans la susceptibilité aux infections respiratoires observée

chez les patients.

Différentes approches ont été utilisées pour tester cette hypothese. Tout d’abord, une approche
ex vivo, a partir de cellules mononucléées circulantes (PBMC) de patients atteints de BPCO
comparées a celles issues de sujets sains non fumeurs et de sujets fumeurs sans obstruction
bronchique, montrant un défaut de production par les PBMC en réponse a une activation par S.
pneumoniae des cytokines IL-17A et IL-22, mais également des cytokines IL-6 et IL-23
produites par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) et impliquées dans 1’activation de
cette immunité Th17. Ensuite, une approche in vitro, avec un modéle de cellules dendritiques
dérivées de monocytes (MDDC) exposées a la fumée de cigarette. Ces MDDC présentaient un
défaut de maturation, de production de cytokines pro-Th17 et de leur capacité a activer une
réponse lymphocytaire Th17 en réponse a S. pneumoniae. Enfin, une approche in vivo, utilisant
un modele murin de souris exposées de facon chronique a la fumée de cigarette confirmant ces
résultats avec un défaut de réponse IL-17A et IL-22, mais également un défaut de production en
réponse a S. pneumoniae des cytokines pro-Th17, I'IL-1f et 1'IL-23 par les CPA. Dans ce modele,
I’apport d’IL-22 permettait d’améliorer la clairance bactérienne et de réduire les lésions
pulmonaires, suggérant des possibilités thérapeutiques pour améliorer la prise en charge de ces

exacerbations infectieuses.
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Résumé

Ces trois approches permettent d’apporter des arguments forts en faveur d’un défaut de
réponse Th17 au cours des exacerbations bactériennes de la BPCO, hypothése confortée par
d’autres travaux de notre équipe montrant dans le modele murin d’exposition chronique a la
fumée de cigarette la présence d’un défaut de production d’IL-22 dans la réponse a Haemophilus
influenzae. Ces travaux doivent maintenant étre confirmés par une étude clinique incluant des
patients atteints de BPCO en exacerbation mais ouvrent déja la voie a des perspectives

thérapeutiques dans la prise en charge de ces exacerbations bactériennes.

Mots-clés :  broncho-pneumopathie chronique obstructive, exacerbation, fumée de cigarette,

interleukine 17, interleukine 22, Streptococcus pneumoniae



Abstract

IL-17/IL-22 pathway involvement in infectious chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) exacerbation susceptibility

Abstract

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a chronic inflammatory disease of the
airways mainly due to chronic exposure to cigarette smoke. Evolution of the disease is often
associated with bacterial colonization of the airways and punctuated by acute exacerbation of the
disease with a frequent related morbi-mortality. These exacerbations are mainly due to infection
and almost 50 % are associated with bacteria, often Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae and Moraxella catarrhalis. Th17 immune response is particularly involved in the
control of bacterial infection and is principally mediated by IL-17A and IL-22 cytokines. This
Th17 inflammation is involved in COPD physiopathology but there is paucity of data focusing on
this immune response during COPD exacerbations. Our hypothesis is that Th17 immune response

to pathogens is defective in COPD leading to airways infection susceptibility.

We have tested our hypothesis by different approaches. First, the ex vivo responses to
Streptococcus pneumoniae of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from COPD patients,
healthy non smokers and healthy smokers were compared showing decreased production of IL-
17A and IL-22 but also of pro-Th17 cytokines IL-6 and IL-23 which are produced by antigen
presenting cells (APC). Second, we used an in vitro model of monocyte-derived dendritic cells
(MDDC) exposed to cigarette smoke showing a defective MDDC maturation, pro-Thl7
cytokines production and ability to promote T-cells Th17 response, in response to S. pneumoniae.
Finally, an in vivo murine model of mice chronically exposed to cigarette smoke showing
defective production of IL-17A and IL-22 but also of pro-Thl7 cytokines IL-1B and IL-23
produced by APC, in response to S. pneumoniae. In this model, supplementation with 1L-22
restored bacterial clearance and limited lung alterations suggesting therapeutic opportunities to

improve the management of infectious COPD exacerbation.

Altogether, these results strengthen our hypothesis of a defective Th17 immune response
during bacterial COPD exacerbations. They are comforted by other studies in our team showing a
defective IL-22 production in response to Haemophilus influenzae in our in vivo model of mice

chronically exposed to cigarette smoke. Now we have to confirm these results in a clinical trial
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Abstract

including COPD patients in exacerbation and to further explore mechanisms involved in order to

develop new infectious COPD exacerbation therapeutics.

Keywords : chronic obstructive pulmonary disease, exacerbation, cigarette smoke, interleukin

17, interleukin 22, Streptococcus pneumoniae
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1. La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO)

1.1. Définition et épidémiologie

La broncho-pneumopathie chronique obstructive, ou BPCO, est une maladie inflammatoire
chronique des voies aériennes définie par le comité international GOLD (Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease) comme une maladie que I’on peut prévenir et traiter et qui est
caractérisée par une limitation persistante des débits aériens, c’est-a-dire une obstruction des
voies aériennes qui ne ceéde pas complétement apres prise d’un traitement bronchodilatateur (1).
Elle est associée a une réponse inflammatoire chronique accrue des voies aériennes et des

poumons secondaire a I’exposition a des particules ou des gaz nocifs.

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, 65 millions de personnes dans le monde seraient
atteintes d’une forme modérée a séveére de la BPCO et 3,1 millions de personnes en seraient
mortes en 2012, ce qui représente 5,6 % de I’ensemble des morts cette année 1a soit la 3° cause de
mortalité (2). Selon les estimations, elle sera également la 5° cause de handicap dans le monde
d’ici 2020 (3). En France, on estime que sa prévalence est comprise entre 5 et 10 % des adultes
de plus de 45 ans avec des taux plus ¢élevés d’hospitalisation et de mortalit¢ par BPCO dans les
régions du Nord, de I’Est et de la Bretagne (4). En 2006, la BPCO était mentionnée dans 16 495
certificats de décés dont 7 391 la mentionnant comme cause initiale de déces. Selon les chiffres
de I’ Assurance Maladie, en 2013, 370 980 personnes étaient prises en charge dans le cadre d’une
insuffisance respiratoire chronique grave dont 72 670 sous le code J42 de la CIM-10 (Bronchite

chronique, sans précision) (5). Il s’agit donc d’un probléme de Santé Publique majeur dans notre

pays.
1.2. Histoire naturelle de l1a maladie

1.2.1. Facteurs de risque de la BPCO

Les facteurs de risques de développer une BPCO sont multiples comprenant des facteurs
endogenes, notamment des prédispositions génétiques, et des facteurs exogénes. Ces derniers

peuvent étre précoces comme 1’exposition in-utero au tabagisme de la mére, I’exposition pendant
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I’enfance au tabagisme passif ou a la pollution, ou encore la survenue d’infections respiratoires
séveres dans I’enfance, mais ils peuvent aussi étre présents a 1’age adulte comme le tabagisme
actif ou les expositions professionnelles (6). Le facteur de risque principal dans nos pays
occidentaux est le tabagisme actif. Néanmoins, I’implication de ces autres facteurs qui peuvent
s’associer et interagir entre eux pour éventuellement conduire au développement d’une BPCO
pourrait expliquer 1I’hétérogénéité des phénotypes de patients observée en clinique, un phénotype
étant défini par une caractéristique ou un ensemble de caractéristiques permettant de décrire des
sous-groupes de patients cliniquement pertinents c’est-a-dire avec un pronostic et/ou une réponse

thérapeutique différents (7,8).

1.2.2. Histoire de 1a maladie

La description de I’histoire de la maladie a longtemps ¢été basée sur les travaux de Fletcher et
Peto décrivant, chez les patients fumeurs prédisposés a développer une BPCO, un déclin de la
fonction respiratoire en accélération continue conduisant inexorablement les patients a
I’insuffisance respiratoire chronique puis au déces (9). La sévérité de la BPCO était donc
historiquement définie sur la sévérité de [’obstruction bronchique mesurée par le volume
expiratoire maximum pendant la premiere seconde (VEMS) apres prise de bronchodilatateur chez

des patients présentant une obstruction bronchique non complétement réversible avec :

* un stade 1éger ou stade I quand le VEMS est supérieur a 80 %,

* un stade modéré ou stade II quand le VEMS est compris entre 50 et 80 %,

* un stade sévere ou stade III quand le VEMS est compris entre 30 et 50 %,

* un stade trés sévere ou stade IV quand le VEMS est inférieur a 30 % ou entre 30 et 50

% si le patient présente en plus une insuffisance respiratoire chronique.

Cette classification reste vraie aujourd’hui avec un réel intérét pronostique mais 1’évaluation
de la sévérité de la maladie prend maintenant en compte d’autres parametres notamment la
fréquence des exacerbations, les symptomes dont principalement la dyspnée et 1’altération de la
qualité¢ de vie. De plus, des travaux récents ont démontré que ce schéma ne recouvrait pas
I’ensemble des trajectoires conduisant a la BPCO. En effet, si une majorité des patients présente
effectivement un déclin accéléré de la fonction respiratoire, une autre partie des patients présente
un déclin similaire aux sujets sains et ne développe une BPCO que parce qu’ils n’ont pas eu un

développement pulmonaire optimal au cours de I’enfance quelle qu’en soit la raison (prématurité,
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infections  séveéres, expositions environnementales...) suggérant des mécanismes
physiopathologiques associés a la maladie pouvant étre différents (10). De méme, il est
maintenant démontré que le déclin de la fonction respiratoire est le plus important dans les stades
IT et III avec un ralentissement de ce déclin au stade IV suggérant la présence de mécanismes

physiopathologiques conduisant a I’obstruction sévere des les stades précoces de la maladie (11).

1.2.3. Place des exacerbations dans I’histoire de 1a maladie

L’¢évolution de la maladie est ponctuée d’épisodes d’exacerbations de la BPCO définies
comme une aggravation de I’état respiratoire de base du malade plus importante que les
variations quotidiennes habituelles, d’apparition aigu€ et persistant au moins 24 heures, et
nécessitant un changement thérapeutique par rapport au traitement habituel (12). Elles se
manifestent notamment par une majoration de la dyspnée, de la toux et/ou du volume et de la
purulence des expectorations. Ces exacerbations sont un événement déterminant dans 1’histoire
de la maladie. En effet, chaque exacerbation s’associe dans ses suites a un déclin plus important
de la fonction respiratoire et a un risque augmenté de refaire une exacerbation dans les semaines
qui suivent (13,14). Elles sont associé¢es a une altération de la qualité de vie des patients et sont
responsables de cofits importants pour la société (15,16). De plus, elles sont associées a une
mortalité significative puisque la moitié¢ des patients présentant une exacerbation sévere, c’est-a-
dire ayant nécessité une hospitalisation, seront décédés dans les 4 années qui la suivent (17). La
fréquence des exacerbations est corrélée a la sévérité de 1’obstruction bronchique mais des les
stades modérés, plus de 20 % des patients présentent des exacerbations fréquentes, ¢’est-a-dire au
moins 2 exacerbations par an, suggérant encore une fois une prédisposition chez certains patients

a présenter ces événements des les stades précoces de la maladie (18).

1.3. Atteinte des voies aériennes

La BPCO est avant tout une maladie des petites voies aériennes qui ont rapidement été
identifiées comme le site principal de I’obstruction bronchique associée a cette maladie, c’est-a-
dire au niveau des bronchioles de moins de 2 mm de diamétre interne (soit a partir de la 8°
génération bronchique) (19). L’épaississement de la paroi bronchique de ces bronchioles est
d’ailleurs négativement corrélé a la fonction respiratoire (20). Dans la BPCO, ces petites voies

aériennes sont le site d’une fibrose péri-bronchiolaire, d’un épaississement de la paroi
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bronchiolaire et d’une occlusion de la lumiére par un exsudat riche en mucus (21). Enfin, ce

remodelage comprend également une hypertrophie du muscle lisse bronchique (22).

1.3.1. Remodelage de I’épithélium bronchique

L’¢épithélium bronchique normal est un épithélium pseudo-stratifi¢ principalement composé de
nombreuses cellules ciliées, de cellules caliciformes sécrétant le mucus et de cellules sécrétrices
non-muqueuses (c/ub cells) (23). Il comprend également des cellules basales qui n’ont pas de
contact avec la lumiére de la bronche et sont des cellules progénitrices pouvant proliférer et se
différencier en un des autres types cellulaires de I’épithélium bronchique pour le régénérer. Chez
I’adulte sain, la régénération de 1’épithélium bronchique se fait a partir de ces cellules basales et
implique des voies de signalisation essentielles dans le développement telles que les voies de
signalisation Wnt et Notch (24). Ces voies de signalisation sont ainsi particuliérement

importantes dans la régénération d’un épithélium bronchique « sain » aprés une agression.

La voie Wnt est activée par les protéines solubles Wnt qui activent classiquement un récepteur
a 7 domaines transmembranaires couplé aux protéines G de la famille Frizzled associ¢ a un
récepteur de la famille LRP conduisant a I’inhibition de la phosphorylation de la B-caténine par la
GSK3-B. Cette B-caténine n’étant alors plus détruite peut se rendre dans le noyau et induire la
transcription des genes cibles impliqués notamment dans 1’auto-renouvellement des cellules
basales (25). Cette voie est en particulier suractivée dans les cancers broncho-pulmonaires non a
petites cellules conférant une résistance a 1’apoptose des cellules tumorales ou encore dans

I’activation des fibroblastes au cours de la fibrose pulmonaire idiopathique.

La voie Notch est quant a elle impliquée dans la différenciation des différents types
cellulaires présents dans 1’épithélium bronchique et peu dans le renouvellement du stock de
cellules basales (26). Le récepteur transmembranaire Notch est activé par la fixation des protéines
transmembranaires Delta-like ou JAG induisant le clivage de Notch et la libération du domaine
intracellulaire de Notch qui agit alors comme facteur de transcription (27). La suractivation de
cette voie est notamment impliquée dans les phénomenes de transition épithélio-

mésenchymateuse et de métastases des cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules.

Ces deux voies jouent donc un role important dans la réparation et la régénération de
I’épithélium chez le sujet sain et sont directement impliquées dans le remodelage observé dans

d’autres pathologies pulmonaires.
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1.3.1.1. Cellules basales de I’épithélium bronchique

De nombreuses anomalies de 1’épithélium sont observées dans la BPCO associant a divers
degrés une hyperplasie des cellules basales et des cellules caliciformes, une métaplasie
malpighienne, une réduction du nombre de cellules ciliées et de la longueur de leurs cils, une
perte des club cells, une altération de la fonction de barriére de I’épithélium bronchique avec
augmentation de sa perméabilité, I’apparition d’une transition épithélio-mésenchymateuse et une
fibrose sous-muqueuse (23). La présence d’une hyperplasie des cellules basales dés les stades les
plus précoces de la maladie laisse a penser que I’initiation de la BPCO commence par une
atteinte de ces cellules (23). Cette hypothése est appuyée par I’observation d’un retard de
cicatrisation des cultures d’épithélium bronchiques issus de patients BPCO, y compris aux stades
léger et modéré de la maladie (28). Chez les fumeurs actifs, il a ét¢é montré une diminution
d’expression des geénes liés a la voie de signalisation Notch dans I’épithélium des petites voies
aériennes, diminution plus importante si les sujets présentaient également une BPCO suggérant
une atteinte de cette voie (29). Cette atteinte pourrait participer a la limitation des capacités des
cellules basales des petites voies aériennes a régénérer un épithélium totalement différencié

observée dans les cultures de cellules issues de patients BPCO (30).

1.3.1.2. Cellules épithéliales et sécrétoires

Le développement d’une métaplasie épithéliale survient des les stades 1égers et modérés de la
BPCO (31). Cette métaplasie malpighienne s’associe a une augmentation de la production
d’interleukine (IL)-1P responsable de I’induction d’une réponse pro-fibrotique des fibroblastes
adjacents via une activation par le TGF-f3 dépendante des intégrines a, g (32). L’expression de s
sur les fibroblastes des petites voies aériennes de patients BPCO est d’ailleurs corrélée a la
sévérité de la BPCO et a I’épaisseur de la paroi bronchique. De plus, le TGF-f entretien cette
différenciation vers une métaplasie malpighienne par une activation autocrine des cellules
épithéliales dépendantes des intégrines o,fs confortant le role central de cette cytokine dans le

remodelage des petites voies aériennes.

L’exposition a la fumée de cigarette participe activement a la progression du remodelage des
voies aériennes dans la BPCO. Il a ainsi ét¢ montré que 1’exposition de cellules épithéliales
bronchiques a la fumée de cigarette augmente I’expression de la protéine WNT-5B uniquement

lorsque les cellules proviennent de patient BPCO (33). Cette augmentation est associée a une
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augmentation de 1’expression des genes impliqués dans le remodelage bronchique médiée par la
voie de signalisation TGF-B / Smad3, comme notamment I’expression des geénes de la
fibronectine, la métalloprotéase de la matrice (MMP)-2 et la MMP-9. La composition de
I’épithélium change ainsi au cours de la maladie avec une hyperplasie des cellules caliciformes
participant a I’hypersécrétion de mucus (34). La part du tabagisme dans I’entretien et la
progression de ce remodelage peut indirectement étre évaluée chez les patients atteints de BPCO
et sevrés de leur tabagisme chez qui 1’on observe une régression partielle de la métaplasie
malpighienne et du nombre de cellules a mucus, un effet qui n’est observé qu’aprés un sevrage

d’au moins 3,5 années (35).

1.3.2. Remodelage du muscle lisse

Le remodelage du muscle lisse bronchique a été bien plus étudié dans 1’asthme que dans la
BPCO ou les données sont relativement éparses. L hypertrophie du muscle lisse bronchique au
niveau des petites voies aériennes est bien décrite (22). Par contre, les mécanismes qui sous-
tendent ce remodelage restent méconnus. Chez les patients présentant un emphyséme centro-
lobulaire, il a été montré un augmentation du nombre de mastocytes dans la paroi alvéolaire et au
niveau du muscle lisse bronchique (36). La présence de ces mastocytes était associée a la
présence d’une hyperréactivité bronchique pouvant suggérer chez ces patients particuliers, des
mécanismes physiopathologiques communs avec I’asthme méme si aucun de ces patients n’avait
d’antériorit¢ d’asthme. Cependant, contrairement a I’asthme, 1’hypertrophie musculaire dans la
BPCO n’est pas associée a une modification de la biogéneése mitochondriale ni a une
augmentation de la consommation d’oxygene suggérant que ce remodelage est associ¢ a des

capacités fonctionnelles différentes de celles observées dans 1’asthme (37).

1.3.3. Remodelage vasculaire

Il existe encore peu de données sur le remodelage vasculaire au cours de la BPCO. II a été
observé une augmentation de la néo-vascularisation dans la muqueuse des bronches proximales
en lien avec le tabagisme (38). Plus particuli¢rement, chez les BPCO il est noté dans les voies
aériennes proximales une fragmentation de la membrane basale qui comprend plus de vaisseaux
sanguins alors qu’ils sont moins fréquent dans la lamina propria témoignant de la présence d’une
redistribution vasculaire (39). Pour autant, ce remodelage vasculaire ne semble pas étendu a tout

I’arbre bronchique, 1’hyper-vascularisation n’étant pas retrouvée dans les petites voies aériennes
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(40). 11 s’associe notamment & un épaississement de l’intima et de la media des vaisseaux
diminuant leur calibre et a une muscularisation des artérioles (41). Les mécanismes impliqués
sont encore peu définis mais ces variations semblent associ¢es au VEGF et au TGF-$1 (42).
Certains auteurs ayant observé une augmentation d’expression de S100A4 au niveau des
vaisseaux bronchiques dans la BPCO, molécule aux propriétés pro-fibrotiques, il est suggéré
I’implication d’une transition endothélio-mésenchymateuse, mécanisme qui participerait
¢galement a la fibrose de la paroi bronchique (43,44). Dans une étude, les mastocytes, cellules
comprenant des facteurs angiogéniques dans leurs granules, ont été retrouvés en densité plus
importante dans la zone péri-vasculaire des petites voies aériennes, répartition qui n’était pas
retrouvée au niveau du parenchyme pulmonaire, suggérant que ces cellules pourraient également
étre impliqués dans le remodelage vasculaire péri-bronchique ; mais cela reste a démontrer (45).
Le remodelage vasculaire dans la BPCO reste donc un champ encore peu exploré avec un faible
niveau de preuve malgré les nombreuses analyses qui pourraient étre réalisées sur les coupes

histologiques issues de patients BPCO dans le cadre d’autres études sur biopsies bronchiques.

2. Inflammation chronique dans la BPCO

La BPCO est associée a une inflammation chronique des voies aériennes et systémique
(46,47). Cette inflammation est déclenchée par I’exposition répétée et chronique a la fumée de
cigarette et/ou a des particules nocives. La fumée de cigarette est composée de plusieurs milliers
de composants dont beaucoup sont toxiques voire cancérigénes (48). Les mécanismes impliqués
dans la genese de I’inflammation bronchique lors de 1’exposition a la fumée de cigarette sont par

conséquent multiples et probablement pour beaucoup encore méconnus.

2.1. Activation de la réponse inflammatoire par la fumée de cigarette

Au niveau des cellules épithéliales, la fumée de cigarette induit la production de cytokines
inflammatoires par des mécanismes multiples. Tout d’abord, I’exposition directe des cellules
épithéliales bronchiques a la fumée de cigarette induit la sécrétion d’IL-1p et de CXCLS via
I’activation de I’inflammasome et des récepteurs toll-like (TLR) 4 et 9 (49,50). Le stress oxydant
associé a cette exposition induit également la sécrétion de CXCLS via I’activation successive de
la NADPH oxidase, de I’AMP-activated protein kinase (AMPK), de la voie des protéines kinases

activées par les mitogenes (MAPKSs), du facteur nucléaire kB (NF-«B) et finalement du signal de
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transduction et activateur de la transcription 3 (STAT3), une réaction en chaine significativement
inhibée par différents antioxydants (51,52). Enfin, un autre mécanisme directement impliqué est
I’augmentation de la stabilité de I’ARN messager du CXCLS par la fumée de cigarette et I'un de
ses composants, I’acroléine, via la voie p38 MAPKs (53).

Tableau 1 : Détection des composants de la fumée de cigarette et des signaux de

danger (DAMPS) par les récepteurs de reconnaissance des motifs moléculaires
et les autres récepteurs de 'immunité innée d’apres (54).

Récepteurs (cellulaire [soluble])
Composants de la fumée de cigarette

Endotoxine (LPS) TLR-4, CD14 [protéine de fixation du LPS]
Nicotine nAChR, TRPA1

Espéces réactives de I'oxygene, radicaux libres NLRP3

Acroléine TRPA1

Hydrocarbure aromatique polycyclique AhR

DAMPS libérés par les cellules stressées, apoptotiques et nécrotiques

ATP P2XR, P2YR

Acide urique NLRP3

HMGB1 TLR-2, TLR-4, TLR-9, RAGE, CD24
Molécules S100 TLR-9, RAGE

Protéines de choc thermique TLR-2, TLR-4, CD91, CD24, CD14, CD40
B-défensines TLR-4, CCR6
Interleukine-1a Interleukine-1R

ADN (mitochondrial) TLR-9

Peptides formiques FPR1

Acide hyaluronique TLR-2, TLR-4, CD44
Fibronectine TLR-4, intégrine asP4, intégrine ayPs
Héparane sulfate TLR-4

Versican TLR-2

Biglycan TLR-2, TLR-4, P2XR
N-acétyl-proline-glycine-proline CXCR1, CXCR2

LPS: lipopolysaccharide TLR: récepteur de type toll, CD: cluster de
différenciation, nAChR : récepteur nicotinique de 1’acétylcholine, TRPA1 : canal du
potentiel récepteur transitoire Al, AhR: récepteur de I’aryl-hydrocarbone, ATP :
adénosine triphosphate, P2XR : récepteur purinergique P2XR, P2YR : récepteur
purinergique P2YR, NLRP3: famille de récepteur de type NOD contenant le
domaine pyrin 3, HMGBI : high mobility group box 1, RAGE : récepteur des
produits de fin de glycation des protéines, CCR6 : récepteur de chimiokine de type
CC 6, ADN : acide désoxyribonucléique, FPR1 : récepteur des peptides formiques 1,
CXCR : récepteur de chimiokine de type C-X-C.
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Cette exposition s’accompagne également d’une perte de I’intégrité épithéliale par interruption
des jonctions cellulaires associées aux molécules ZO-1 et occludines dépendamment de la voie de
I’EGFR rendant la barriere épithéliale plus perméable et pouvant potentiellement permettre aux
agents agresseurs présents dans les voies aériennes d’activer d’autres cellules sous-épithéliales
(55,56). De plus, les cellules épithéliales sont activées indirectement par les signaux de dangers
(damage-associated molecular patterns ou DAMPs) générés par 1’exposition de leur
environnement proche a la fumée de cigarette (Tableau 1). Cette exposition induit notamment la
nécrose des polynucléaires neutrophiles qui sécrétent alors des DAMPs comme de ’HMGBI
(high mobility group box 1), de I’ADN double brin et de ’ADN mitochondrial, capables
d’induire la production de CXCLS par les cellules épithéliales bronchiques amplifiant la réponse
inflammatoire (57). Enfin, la production de cytokines inflammatoires sera d’autant plus
importante que la fumée de cigarette inhibe différents systemes de contrdle. Ainsi, le peroxysome
proliferator-activated receptor-gamma (PPARY) qui réprime I’inflammation dépendante du TLR-
4, a son expression diminuée par I’exposition a la fumée de cigarette (58). De méme, I’expression
de I’enzyme CYP2CS8 impliquée dans la production des acides époxyeicosatriénoiques aux

propriétés anti-inflammatoires est diminuée (52).

Le nombre des macrophages alvéolaires est augmenté dans les poumons des patients atteints
de BPCO (59). Ces cellules jouent un role majeur dans la production de facteurs chimiotactiques
dans la BPCO, fonction exacerbée aprés exposition a la fumée de cigarette (60). A I’instar des
cellules épithéliales bronchiques, 1’exposition de ces macrophages alvéolaires a la fumée de
cigarette augmente la stabilit¢ de I’ARN messager de CXCLS8 et induit une augmentation de
sécrétion de cette cytokine (53,61). Cette production de CXCLS8 est associée a une augmentation
de la production intracellulaire d’especes réactives de I’oxygene et d’une diminution des taux de
glutathion (62). Cet effet est dépendant de la voie p38 MAPKSs qui est fortement activée dans la
BPCO et est inhibé par 1’adjonction d’un antioxydant puissant, la N-acétyl cystéine. Ces données
démontrent encore une fois I’importance de la balance oxydants-antioxydants dans les effets de la
fumée de cigarette sur les cellules épithéliales bronchiques et les macrophages alvéolaires

(63,64).

Par conséquent, certains des composants de la fumée de cigarette repris dans le Tableau 1
peuvent activer directement les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs) dont

font partie les TLR et autres récepteurs de I’'immunité innée dont I’inflammasome pour induire la
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production de cytokines inflammatoires comme le CXCL8 (54). Ces récepteurs pourront
¢galement étre indirectement activés par ’augmentation des DAMPs endogénes produits en
réponse a I’agression pulmonaire par la fumée de cigarette. A 1’activation de ces récepteurs
s’ajoute 1’augmentation du stress oxydant et I’inhibition de différents mécanismes régulateurs de
I’inflammation confirmant le puissant role pro-inflammatoire de la fumée de cigarette. Cette
réaction inflammatoire semble pouvoir étre facilement résolutive initialement, cependant la
répétition de I'exposition conduit a une réaction chronique qui devient pérenne et délétere pour le
poumon. Ces mécanismes multiples conduisant a la production chronique de cytokines
inflammatoires expliquent probablement pourquoi les traitements anti-inflammatoires actuels
sont inefficaces pour résoudre définitivement cette inflammation. Par conséquent, le traitement le
plus efficace pour améliorer I’inflammation et les symptomes cliniques qui y sont associés

comme la bronchite chronique reste 1’obtention d’un sevrage tabagique complet et définitif.
2.2. Réponse inflammatoire innée

2.2.1. Les macrophages

Les macrophages sont fortement impliqués dans la BPCO et sont les chefs d’orchestre de la
réponse inflammatoire (46). Ils sont quantitativement augmentés dans tous les compartiments
pulmonaires et leur nombre dans les voies aériennes est corrélé a la sévérité de la BPCO (20,59).
Ces macrophages présentent des particularités les distinguant des macrophages isolés chez les
sujets sains fumeurs ou non avec une diminution d’expression de certains de leurs récepteurs
comme CD14, CD16, CD40, CD163 ou encore CD206, et une augmentation de sécrétion de
MMP-9 et de GM-CSF (65,66). L’augmentation de sécrétion de ces deux molécules est inhibée
par les corticostéroides mais ce traitement n’a pas d’effet sur la sécrétion du CXCL8 ni sur
I’activité de la MMP-9 expliquant en partie la corticorésistance observée au niveau clinique dans
la BPCO (66,67). Les macrophages sont également une source importante de MMP-12, protéase
impliquée tant dans les mécanismes conduisant a [I’inflammation neutrophilique qu’au

développement d’un emphyséme et au remodelage des voies aériennes (68).

Cette hypersécrétion de molécules pro-inflammatoires et de protéases est associée a une
altération de leur capacité a phagocyter des germes comme Haemophilus influenzae ou
Streptococcus pneumoniae, deux germes fréquemment associés aux exacerbations de la BPCO,

alors qu’ils conservent leur capacité a endocyter des billes de latex (69,70). Les mécanismes de
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ce défaut spécifique de phagocytose évoqués sont multiples. Certains récepteurs impliqués dans
I’endocytose comme CD31, CD44, CD71 et CD91 ont une expression diminuée sur les
macrophages de patients atteints de BPCO en lien avec la poursuite du tabagisme (71). La
contamination fréquente par des virus respiratoires peut étre évoquée, les rhinovirus ayant la
capacité d’inhiber la phagocytose des bactéries par les macrophages alvéolaires (72). Enfin, cette
altération pourrait aussi étre liée a une altération de la balance oxydant-antioxydant. En effet, une
diminution de I’expression de Nrf2, un facteur de transcription impliqué dans la réponse
antioxydante et controlant l'activation de NF-kB, est observé chez les patients BPCO fumeurs
(73). Or la restauration de D’activité de ce facteur de transcription dans des macrophages
alvéolaires de sujets BPCO améliore la phagocytose des bactéries Haemophilus influenzae et
Pseudomonas aeruginosa (74). Pour finir, ces macrophages alvéolaires présentent aussi une
capacité altérée a phagocyter les cellules épithéliales bronchiques apoptotiques démontrant une

altération de certains mécanismes de la clairance (75).

Toutes ces altérations participent d’une part a [Dinitiation comme a [’entretien de
I’inflammation chronique et d’autre part, au remodelage bronchique et la destruction du
parenchyme pulmonaire conduisant a I’emphyséme via la production de protéases (76). Ces
altérations favorisent aussi les colonisations et infections bactériennes et peut-étre aussi par
d'autres pathogénes comme les champignons. Sur un plan thérapeutique, si les corticostéroides
sont peu efficaces sur ces effets négatifs, il a ét¢ montré une amélioration de la phagocytose
bactérienne par les macrophages lors d’un traitement par un macrolide, I’azithromycine, pouvant
expliquer en partie les bénéfices de ce traitement chez les patients atteints de BPCO et présentant

des exacerbations fréquentes (66,77,78).

2.2.2. Les polynucléaires neutrophiles

L’inflammation associée a la BPCO est marquée par la présence importante des polynucléaires
neutrophiles (79). Cette accumulation est liée a 1’augmentation de production de CXCL8 qui
induit le recrutement des polynucléaires neutrophiles via I’activation de leurs récepteurs CXCR1
et CXCR2 (80). L’importance de cette voie a été confirmée dans un modéle murin par
’utilisation d’un antagoniste du CXCR2 qui y inhibe le recrutement des polynucléaires
neutrophiles dans le poumon apreés exposition a la fumée de cigarette (81). Dans la BPCO, la

migration des polynucléaires neutrophiles est altérée et ce malgré une expression comparable des
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récepteurs CXCR1 et CXCR2 (82). Ils se déplacent de fait plus rapidement mais avec une
précision moindre dans leur migration responsable d’un trajet plus long. Il est ainsi suggéré que
ces cellules produisant des métalloprotéases comme la MMP-9, protéase impliquée dans le
développement de I’emphyseme, et présentant 1’¢lastase neutrophilique et des cathepsines a leur
surface, peuvent par 1a méme engendrer plus de 1ésions collatérales liées a ces trajets erratiques
(68,83). De plus, dans les petites voies aériennes, leur nombre est corrélé au remodelage
¢épithélial et a [D’obstruction bronchique (84). Leur réle dans la BPCO semble donc
essentiellement délétére probablement du fait de la chronicité de la réaction. En effet, leur
participation a la sévérité de 1’obstruction bronchique et de I’emphyséme n’est pas
contrebalancée par une amélioration de la clairance bactérienne (85). Les polynucléaires

neutrophiles sont donc autant des marqueurs que des acteurs de la sévérité de la BPCO.

2.2.3. Les cellules lymphoides innées

Longtemps ignorées, les cellules lymphoides innées sont impliquées dans la physiopathologie

de 1la BPCO.

Chez I’homme, il est observé une augmentation de la fréquence des cellules tueuses naturelles
(NK) et NKT activées circulantes avec une corrélation négative entre la fréquence des cellules
NK CD158b" et la fonction respiratoire (86,87). Ces cellules sont également retrouvées dans les
expectorations avec toujours un lien avec le stade de la maladie (88). De plus, chez la souris, le
développement secondaire a I’exposition chronique a la fumée de cigarette d’un phénotype
proche de la BPCO, est dépendant des cellules NKT innées apportant un argument pour un role

de ces cellules dans la physiopathologie de la BPCO (86).

Les lymphocytes T yd sont une autre population de cellules lymphoides innées jouant un role
important tant dans la réponse innée immédiate que dans la modulation de la réponse adaptative
(89). Elles sont notamment impliquées dans la réponse aux infections et la réponse anti-tumorale
et sont une source importante d’IL-17 (90,91). Chez la souris, il a été montré que ces cellules sont
essentielles dans la réponse immune a Streptococcus pneumoniae (92). De plus, elles sont
impliquées dans le développement des follicules lymphoides secondaires formant le tissu
lymphoide associé aux bronches (BALT) (93). Ces caractéristiques qui recouvrent des points

névralgiques de la physiopathologie de la BPCO et de ses exacerbations les désignent comme des
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cellules potentiellement cruciales dans la BPCO malgré le peu d’études réalisées a ce jour sur

leur role dans cette maladie.

Les lymphocytes innés (ILC) représentent une population rare de cellules présente notamment
au niveau des muqueuses et répondant trés rapidement a tout signal de danger (94). Par analogie

avec I’immunité adaptative, on les classe en trois groupes (Figure 1) :

* les ILC de type 1 (ILC1) qui expriment le facteur de transcription T-bet et sécretent
notamment de I’IFN-y en réponse a I’[L-12,

* les ILC de type 2 (ILC2) qui expriment GATA3 et sécretent notamment de I’'IL-4, de
I’IL-5 et de I’'IL-13 en réponse a I’'[L-25 et I'IL-33,

e les ILC de type 3 (ILC3) qui expriment ROR-yt et sécretent de I'[L-17A et de I’L-22
en réponse a I’IL-23 et I'IL-1B. Ce dernier groupe est divisé en deux en fonction de

I’expression ou non du récepteur NCR.

Cette différenciation n’est pas figée puisqu’en fonction du contexte cytokinique, une ILC peut
changer de phénotype et passer par exemple d’un phénotype ILC2 a un phénotype ILC1 (95). Ces

trois groupes sont retrouvés dans les poumons de sujets sains (96).

ILC1 ILC2 ILC3
T-bet NCR- @ ‘ @ NCR+
IL-25 IL-23
I-12 IL-33 IL-1B8
IFN-y IL-4 IL-17A
IL-5 IL-22
IL-13

Figure 1: Principales caractéristiques des 3 groupes de lymphocytes innés d’apres (94).
ILC : lymphocytes innés, NCR : récepteur cytotoxique naturel, IL : interleukine, IFN : interféron.
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Peu de données existent encore dans la BPCO, mais une petite étude a montré que
contrairement aux sujets sains ou les ILC prédominantes étaient les ILC2 et les ILC3 n’exprimant
pas le NCR (NCR), les patients BPCO présentaient une proportion plus importante d’ILC du
sous-groupe ILC3 NCR(96). Ceci était associé a une tendance a une augmentation de sécrétion
des cytokines IL-17A et IL-22. Une autre étude a également montré une diminution de la
fréquence des ILC2 dans la BPCO avec une augmentation de la fréquence des ILCI liée a une
surexpression de 1'IL-1B (97). Enfin, alors que I’'IL-33 active normalement les ILC2 chez les
sujets sains par le récepteur ST2, I’exposition a la fumée de cigarette est responsable d’une
inhibition de I’expression de ce récepteur sur ces ILC2 et d’une induction de son expression sur
les macrophages et les cellules NK (97,98). Ces données encore peu nombreuses suggerent donc
une altération de la fonction des ILC dans la BPCO participant a une inflammation chronique de
type Thl et Th17 dans la maladie. De plus, les ILC1 et les ILC3 étant impliqués dans la réponse
anti-infectieuse, il est vraisemblable que ces altérations participent & une altération de cette

réponse au cours de la BPCO.

2.3. Cellules présentatrices d’antigénes pulmonaires et BPCO

La dénomination cellule présentatrice d’antigéne recouvre toutes les cellules capables
d’internaliser un antigéne et de ’appréter pour ensuite le présenter par le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ de classe II (CMH) aux lymphocytes conventionnels afin de les activer.
Dans le poumon, il a ét¢é montré depuis de nombreuses années que ces cellules présentatrices
d’antigeéne sont composées des cellules dendritiques, des macrophages, des monocytes et des
lymphocytes B (99). Ce chapitre se concentrera principalement sur la description et le role des
cellules dendritiques (DC) qui ont été le plus étudiées et qui ont la spécificité de pouvoir induire

I’activation et la différenciation de lymphocytes naifs.

2.3.1. Les cellules présentatrices d’antigéne du poumon

Chez la souris, au moins 4 sous-types de DCs ont été décrits dans les poumons, divisées en
DC conventionnelles (cDC) lorsqu’elles expriment fortement le CD11c et en DC plasmacytoides
(pDC) lorsqu’elles expriment faiblement le CD11¢ (100). Les principaux marqueurs permettant

de les différencier sont résumés dans le Tableau 2.
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A D’état stable, la population de cDC est divisée deux sous-populations. La premiére est située
dans 1’épithélium bronchique et forme un réseau de DC CDI11b" projetant des extensions
cellulaires entre les cellules épithéliales et réalisant un échantillonnage régulier des antigénes qui
sont présents dans la lumiére des voies aériennes. La deuxiéme est située dans la lamina propria
et exprime fortement CD11b. La paroi des voies aériennes comprend également des pDC. Ces
trois populations décrites dans les voies aériennes sont également retrouvées dans les parois

alvéolaires.

Tableau 2 : Marqueurs des cellules présentatrices d’antigéne pulmonaires chez la souris
d’apres (100).

Etat stable
¢DC CD11b+ ¢DC CD11b- pDC
CDl1c fort fort faible fort

Inflammation

+
CDl11b 1 = - _ T
Sirpla intermédiaire - - - +

CX3CR1 fort - - - -

CD103 - + - - -

CD207 - + - - -

XCR1 - fort

Siglec-H - - + - -
PDCALI - - +

Siglec-F - - -

J’_
F4/30 - - - + -
CD2 - - - +

Ly6c - - - - +

CD14 - ; _ - +

Marqueurs exprimés sur les cellules dendritiques (DC) et les macrophages alvéolaires de souris
permettant de distinguer les 2 sous-populations de DC conventionnelles (cDC) des DC
plasmacytoides (pDC), des DC inflammatoires (iDC) et des macrophages alvéolaires (Macro).
CD : cluster de différenciation, Sirpla : signal regulatory protein o, CX3CRI1 : récepteur de la
fractalkine, XCRI1 : récepteur de chimiokines de type C, Siglec : lectine de type
immunoglobuline fixant 1’acide sialique, PDCAI1 : antigéne 1 des pDC, F4/80 : EGF-like
module-containing mucin-like hormone receptor-like 1, Ly6c : lymphocyte antigen 6 complex
locus c.

Dans un contexte inflammatoire, une nouvelle population de DC dérivées des monocytes
apparait aussi appelées DC inflammatoires (iDC). Ces iDC expriment CD11b, CDI11c et Sirpla
pouvant amener a les confondre avec les cDC résidentes CD11b". Elles expriment également des
marqueurs de la lignée monocytaire Ly6c et CD14 mais qui peuvent étre perdus rapidement

lorsque ces cellules sont dans le tissu pulmonaire, et la chaine o du récepteur de haute affinité aux
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IgE (FceRI). L’analyse des prélévements, notamment des LBA, est compliquée par la présence
des macrophages alvéolaires qui expriment également CDIlc mais pas CDI1b et dont

I’autofluorescence peut parfois amener a les confondre en cytométrie en flux avec les ¢cDC

CDI11b et CD103".

Chez TI’homme, la description des différentes populations de cellules phagocytaires
mononuclées pulmonaires du sujet sain a longtemps été perturbée par les populations sanguines
contaminant les prélévements. Une étude récente a permis de faire la part entre les populations
tissulaires et les populations circulantes permettant de définir 5 populations de cellules
phagocytaires mononuclées tissulaires et 3 sanguines dont les marqueurs sont repris dans le
Tableau 3 (101). Cette étude montrait notamment que les DC pulmonaires et les cellules
dérivées des monocytes CDla" exprimaient plus CD207 (la langherin), les molécules de co-
stimulation CD80, CD86 et CD40 et le récepteur aux chimiokines CCR7 permettant la migration
vers les ganglions lymphatiques. Dans ces ganglions, 2 populations de cellules phagocytaires

étaient décrites :

* une premicre ressemblant aux DC pulmonaires caractérisée par le phénotype suivant :
HLA-DR™ CDIc" CDla’" CD14 et CD206,
* une deuxiéme ressemblant aux monocytes / macrophages pulmonaires caractérisée par

le phénotype suivant : CD14" CD141" CD206" CD64" CDlc'.

CCR7 ¢était fortement exprimé sur la premiére population de cellules ressemblant aux DC

pulmonaires suggérant qu’il s’agissait de cette population qui avait migré.

Une autre ¢tude systématique chez des sujets sains ayant bénéficié d’un prélévement de sang
périphérique et d’une fibroscopie bronchique avec réalisation d’un lavage broncho-alvéolaire et
de biopsies bronchiques a montré que la répartition des différents types de DC varie selon le
compartiment analysé (102). Ainsi, la muqueuse comprend des monocytes et des DC myéloides
définies comme les DC exprimant CDIc" ou CD141" et des pDC, phénotype particulier de DC
exprimant CD123". La densité de ces cellules phagocytaires mononucléées augmentait

progressivement des voies aériennes proximales aux voies aériennes distales.
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Tableau 3 : Marqueurs des cellules présentatrices d’antigene pulmonaires chez ’homme
sain d’apres (101).

Extravasculaire ” Sanguine
CDlat  CDla- Mono Macro | CD141+ CDle+  CDI4+

D monoDC  monoDC tissu Alv DC DC Mono

CD206 - + + + + - - -
CD14 - faible 4 4 faible - - aF
CD16 - - - +/++ - - - -[+/++
CD11b - faible + + + - - +
CD141 - - - + + + - -
CDlc + + 4 = - - o _
CDla + + - - - - - -
DEC205 - - - - - + - -
Clec9a - - - - - + - -
CD64 - - - A i - - aF

Marqueurs des différentes populations de cellules phagocytaires mononucléées isolées dans le
poumon de sujets sains permettant de distinguer d’une part les populations tissulaires incluant les
DC pulmonaires (DC pulm), les cellules dérivées des monocytes (monoDC), les monocytes et les
macrophages alvéolaires, et d’autre part, les populations issues de la circulation sanguine incluant
les DC BDCA3" (CD141+ DC), les DC BDCA1" (CD1c+ DC) et les monocytes circulants.

2.3.2. Les cellules dendritiques dans la BPCO

Plusieurs études sur des pieces de poumons issues de résections pulmonaires obtenues lors
d'exérese suite a des cancers ont évaluée la présence et la maturation des DC dans le cadre de la
BPCO avec des résultats discordants. Une des premicres études réalisées par Desmedts et al. a
ainsi montré une augmentation du nombre de DC dans 1’épithélium des petites voies aériennes,
nombre qui augmentait avec la sévérité de la maladie (103). Cette accumulation a été retrouvée
dans d’autres études et concerne surtout les DC my¢éloides (104—107). Elle s’explique par une
augmentation d’expression du CCR6 par ces DC my¢loides qui est le récepteur du CCL20, lui-
méme augmenté dans la BPCO et inversement corrélé au VEMS (103). De plus, cette
accumulation serait accrue par la diminution d’expression du CCR7 sur ces DC limitant leur
migration vers les ganglions lymphatiques (108,109). Une seule étude montrait une diminution
du nombre des DC chez les patients associant tabagisme actif et BPCO mais contrairement aux
autres, il s’agissait d’une étude sur biopsies bronchiques réalisées au cours d’une endoscopie
suggérant que la localisation des DC pourrait étre différente aux niveaux des grosses bronches

(110).

En terme de maturation, la majorité des études mettent en évidence une diminution de la

maturation des DC présentes dans les petites voies aériennes comme dans les bronches
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proximales et le parenchyme alvéolaire, diminution de la maturation quantifiée par la diminution
d’expression de CDS83 (107,109,111,112). Ces DC expriment également plus fréquemment
CD207 (la langherin), phénotype particulier décrit comme immature (105,107,108,112,113).
Toutefois, deux études sur tissus pulmonaires issus de résection trouvent des résultats
discordants. La premicre de Freeman ef al. met en évidence une augmentation d’expression de
CD83 sur les DC my¢loides augmentant avec la sévérité de la maladie et une augmentation de la
molécule de costimulation CD80 sur les DC my¢loides et plasmacytoides (106). La deuxiéme de
Vassallo ef al. est plus nuancée puisqu’elle retrouve a la fois 1’augmentation d’une population de
DC exprimant de fagon plus importante CD83 et une autre immature exprimant CD207 (108).
Selon les données accessibles sur les différentes populations de ces études, ces différences ne
semblent pas pouvoir étre attribué¢e a des BPCO de sévérité différente. Cette interprétation est
confortée par une étude expérimentale in vitro montrant que le sputum des patients atteints de
BPCO de tous stades inhibe la maturation des DC induites par le LPS suggérant la présence de
facteurs inhibiteurs a tous les stades de la maladie (114). Par contre, les informations sur la
poursuite ou non du tabagisme des patients n’étant pas accessible, on ne peut exclure que
certaines discordances soient plus liées aux effets du tabac sur la maturation des DC qu’a la
BPCO elle-méme. Ainsi, il a ét¢ montré dans plusieurs études que la fumée de cigarette inhibe la
maturation des DC en réponse au LPS (115,116). De plus, aucune information n’est donnée sur la
présence ou non d’une colonisation bactérienne qui pourrait impacter sur la maturation de ces DC
(117). Enfin, les populations de toutes ces études n’étant pas trés importantes, on ne peut exclure

que ces discordances soient la conséquence d’un échantillonnage non représentatif.

Les connaissances actuelles sur les DC pulmonaires au cours de la BPCO reposent donc sur
des preuves encore faibles qui doivent étre étayées. Cependant, I’ensemble de ces données est en
faveur de I’accumulation de DC immatures dans les petites voies aériennes des patients atteints
de BPCO secondaire d’une part a un recrutement plus important de ces cellules par augmentation
de leur expression du CCR6 et de la production de CCL20 pulmonaire, et d’autre part a la
diminution de leur maturation et de leur migration vers les ganglions lymphatiques en lien avec
leur expression diminuée de CCR7. Ces phénomenes semblent en partie liés a 1’exposition a la

fumée de cigarette.
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2.3.3. Activation de la réponse immunitaire adaptative

Comme tous les monocytes et les macrophages, les DC présentent de trés nombreux
récepteurs leur permettant de reconnaitre un grand nombre d’antigénes natifs ainsi que les
antigénes opsonisés comme par exemple les antigénes qui ont été fixés par des
immunoglobulines et seront internalisés par les DC grace aux récepteurs aux fractions constantes
des immunoglobulines (118—120). Elles ont également la particularité d’exprimer des molécules
de jonction cellulaire comme ['occludine et les claudines leur permettant d’émettre des
extensions entre les cellules épithéliales de 1’épithélium bronchique pour prélever des antigénes
dans le lumicre de la bronche sans rompre la barriére épithéliale (121). Aprés avoir été endocyté,
I’antigéne va étre apprété, ¢’est-a-dire dégradé pour lui permettre de pouvoir étre présenté par le
CMH de classe II au lymphocytes CD4" ou de classe I aux lymphocytes CD8" (122).
L’intégration de ce signal et des autres signaux de 1’environnement induisent la maturation de la
DC et sa migration vers les ganglions lymphatiques grace a I’expression de CCR7. L’activation
des lymphocytes T se fait via la création d’une synapse immunologique et la transmission de 3
signaux dont 1’association est indispensable pour activer un lymphocyte naif (Figure 2) (123). Le
premier signal correspond a la présentation au lymphocyte de I’antigéne apprété dans le CMH. La
présentation de ce peptide en l’absence des deux autres signaux entraine une anergie du
lymphocyte T. Le deuxiéme signal est transmis par les molécules de co-stimulation comme CD80
et CD86. En I’absence du troisiéme signal, les 2 premiers signaux induisent une prolifération
clonale lymphocytaire, c’est-a-dire spécifique de ’antigene, mais sans différenciation et donc
sans fonction effectrice. Enfin, le troisiéme signal correspond aux cytokines immuno-
modulatrices qui interviennent dans la polarisation de la réponse du lymphocyte T, comme 1’IL-
12 qui induit une polarisation lymphocytaire Th1l ou encore les cytokines IL-1f, IL-6, IL-23 et
TGF-B qui induisent une polarisation Th17. Les DC jouent donc un rdle central dans 1’activation
de la réponse adaptative et de sa polarisation. De plus, elles peuvent également activer de fagon
différentielle les différentes populations de cellules lymphoides innées selon les cytokines
qu’elles sécrétent (124). Ces cellules présentatrices d’antigenes sont donc vraisemblablement
impliquées dans la polarisation de I’'immunité vers des profils Thl et Th17 observée dans la

BPCO.
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Figure 2 : Activation et polarisation de la réponse adaptative d’apres (123,125). La cellule
dendritique mature (DC) va activer le lymphocyte T naif (T naif) grace a trois signaux: la
présentation de I’antigene par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH de classe II pour
les lymphocytes CD4" et de classe I pour les lymphocytes CD8"), I’implication de molécules de
costimulation comme CD80 et la production de cytokines immunodulatrices qui vont orienter la
polarisation des lymphocytes T. TCR: récepteur des lymphocytes T, CD: cluster de
différenciation, IL : interleukine, TGF-f: facteur de croissance transformant béta, IFN-y :
interféron gamma.
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2.4. Réponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire adaptative n’est pas indispensable au développement d’une
inflammation chronique et d’un emphyséme comme cela a ét¢é montré dans un modéle murin
utilisant des souris scid ne présentant pas de systéme immunitaire adaptatif (126). Pour autant,
ces lymphocytes T et B ont un role probablement amplificateur dans la physiopathologie de la

BPCO (46).

2.4.1. Les lymphocytes T

Les lymphocytes T CD8" et CD4" sont retrouvés en nombre plus important dans la muqueuse
bronchique quand la sévérité de la maladie augmente (20). Classiquement, la BPCO est associée
a la présence de lymphocytes T CD8" et de lymphocytes T CD4" de type Thl (sécrétant
notamment de I’IFN-y) et Th17 (sécrétant notamment de I’'IL-17A) (Figure 2) (46). Le nombre
de lymphocytes T CD8" pulmonaires est corrélé au déclin de la fonction respiratoire (127). Cette
inflammation lymphocytaire n’est pas que pulmonaire puisque ’on retrouve également une
augmentation de la fréquence des lymphocytes Thl et Th17 dans le sang circulant des patients
BPCO (128). La balance Th17 / lymphocytes T régulateurs est également déséquilibrée au profit
des premiers au cours de la BPCO (129). Ce déséquilibre est négativement corrélé a la fonction
respiratoire suggérant que tant I’inflammation Th17 que la perte de mécanismes régulateurs sont
impliquées dans la progression de la maladie. Les lymphocytes T CD8" sécrétant de I'TL-17
(Tcl7) circulants sont également augmentés chez les patients BPCO et leur nombre est
négativement corrélé au VEMS mesuré (130). Le role de ces cellules Th17 et Tcl7 sera détaillé
au chapitre 3 des résultats de cette thése. Sur le plan physiopathologique, les lymphocytes T
CD8" cytotoxiques produisent des perforines et du granzyme B qui sont des enzymes trés
impliquées dans le développement de I’emphyséme pulmonaire (131). Ce développement
implique autant les lymphocytes T CD8" cytotoxiques de type Tcl (sécrétant de I'TFN-y) que
Tc17 (132). De plus, le potentiel cytotoxique de ces cellules est également corrélé a la sévérité de
la BPCO (133). Cela pourrait étre en lien avec I’augmentation de 1’expression des TLR sur les
lymphocytes T CD8" pulmonaires des patients BPCO en rapport avec la sévérité de la BPCO
(134).
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2.4.2. Les lymphocytes B

L’immunité adaptative humorale n’est pas en reste puisqu’il est observé dans la BPCO la
présence de follicules secondaires dans la muqueuse des petites voie aériennes et que le nombre
de lymphocytes B est corrélé a I’obstruction bronchique (135). La formation de ces follicules
lymphoides dépend notamment des cytokines IL-17A et IL-17F qui jouent des rodles
vraisemblablement différents, ’IL-17A étant retrouvé en périphérie des follicules et ’IL-17F en
leur sein. Ces cytokines semblent en partie sécrétée par les lymphocytes T y6 (93,136,137). La
prolifération oligoclonale des lymphocytes B dans ces follicules évoque une prolifération
antigene-spécifique dont la cible n’est pas clairement identifiée : antigéne bactérien, composant
de la fumée de cigarette ou encore auto-antigéne, notamment un produit de dégradation de la
matrice extracellulaire ou de cellules apoptotiques (138). Dans la BPCO, ces lymphocytes B sont
protégés de 1’apoptose induite par la fumée de cigarette par 1’augmentation d’expression du
facteur d’activation des lymphocytes B (BAFF) (139). Comme ces cellules sécrétent des
anticorps et pouvent agir comme cellules présentatrices d’antigeéne, il a été suggéré qu’elles
pouvaient étre impliquées dans le développement d’une certaine auto-immunité dans la maladie

(140).

2.4.3. L’auto-immunité dans la BPCO

De fait, des mécanismes auto-immuns impliquant les lymphocytes T et B ont été décrits dans
la BPCO (140). Ainsi dans un modéle expérimental, le transfert adoptif de lymphocytes T CD8"
spécifiques d’un néo-antigeéne alvéolaire conduit a la destruction du parenchyme pulmonaire
démontrant la capacité de ces lymphocytes T cytotoxiques a induire une réponse inflammatoire
suffisante pour 1éser le poumon (141). Une étude plus convaincante montre la présence fréquente
d’auto-anticorps de type IgG a haute affinité dirigés contre les cellules épithéliales pulmonaires
dans le sang circulant de patients BPCO (142). In vitro, la mise en contact du plasma de ces
patients avec des cultures de cellules épithéliales pulmonaires augmente la toxicité cellulaire de
46%. D’autres auto-anticorps ciblant les cellules endothéliales, les pneumocytes de types Il ou
encore 1’¢lastine ont été décrits dans la BPCO avec une prévalence d’auto-anticorps retrouvée
dans une étude de 68% chez les patients contre moins de 15% pour les sujets contrdles fumeurs

ou non, appuyant cette hypothése d’une auto-immunité dans la maladie (140,142).
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L’inflammation chronique au cours de la BPCO met donc en jeu I’ensemble des différents
acteurs cellulaires de I’'immunité innée et adaptative. Son activation est principalement liée a
I’exposition au tabagisme qui agit via de nombreuses voies différentes mais nous verrons qu’elle

sera également modulée par la flore microbienne des voies aériennes.

3. Microbiome pulmonaire et colonisation bronchique dans la BPCO

3.1. Techniques d’étude du microbiome

Le microbiome est défini comme I’ensemble des communautés écologiques d’organismes
commensaux, symbiotiques ou pathogeénes qui vivent au sein de notre organisme. Ce nouveau
champs d’étude a pris son essor il y a quelques années lorsque les nouvelles techniques d’analyse
moléculaire indépendantes des milieux de culture ont mis en évidence la présence d’organismes
dans les voies aériennes antérieurement considérées comme stériles et leur grande diversité (143).
En effet, ’on estime que 70% des bactéries associées aux muqueuses de I’organisme ne peuvent
pas croitre dans les milieux de cultures et que la majorité des 20-30% restant sont difficiles a
cultiver (144). Par conséquent, les techniques de séquencage de I’ADN ribosomal bactérien 16S
permettent de détecter plus de phyla et de genres bactériens que les techniques de cultures
standards (145). Si I'on prend D’exemple de I’étude du microbiome dans le sputum, la
comparaison avec des cultures standard montre que seul le genre Enterobacteriaceae est plus
fréquemment détecté par les cultures que par séquencage génomique. Le séquencage détecte ainsi
mieux les genres Haemophilus et Moraxella qui ont un impact clinique démontré au niveau
respiratoire, les genres difficiles a faire croitre sur milieu de cultures comme les genres
Treponema, Mycoplasma, Eikenella, Kingella ou Capnocytophaga, les genres de bactéries a
développement anaérobies qui peuvent étre sous-diagnostiqués lorsque seules des cultures en
milieu aérobie sont réalisées comme Veillonella, Prevotella, Leptotrichia, Fusobacterium,
Porphyromonas, Pascardovia et Bulleidia, et les genres Actinomyces et Rothia. On estime par ces
techniques qu’il y a ainsi entre 10 & 100 bactéries pour 1000 cellules de I’héte dans le poumon

(146).

La comparaison des résultats des études du microbiome pulmonaire n’est pas évidente puisque
les analyses sont faites sur des types de prélévements différents (sputum, brossage bronchique,

lavage broncho-alvéolaire, biopsies pulmonaires), ce qui pourrait modifier les résultats. Ainsi,
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lorsque 1’on compare le lavage broncho-alvéolaire (LBA) au brossage bronchique protégé, tout
deux réalisés en intra-pulmonaire, les résultats sont discordants avec pour certains une plus
grande diversité de communautés bactériennes avec le brossage bronchique et pour d’autres
aucune différence significative (147,148). Par contre, il semble que ’analyse des sputum et des
aspirations bronchique donnent de maniere prévisible des résultats moins représentatifs des voies
aériennes distales (149). De plus, la répartition des bactéries dans un méme poumon n’est pas
toujours homogene pouvant induire des résultats différents selon la zone prélevée (150). Ainsi,
I’analyse d’explants de poumon issus de patient atteints de BPCO tres sévere ayant bénéficié
d’une transplantation pulmonaire a montré une hétérogénéité de la répartition des especes au sein
d’un méme poumon avec notamment dans un méme poumon la prédominance dans une bronche
d’Haemophilus, dans une autre de Sténotrophomonas et dans la majorit¢ des autres de
Pseudomonas. De plus, il existe au sein des voies aériennes, d’une part un gradient depuis le
microbiote oro-pharyngé jusqu'au poumon profond ou la densité va décroissante, et d’autre part,
une évolution progressive de sa composition. Dans les études, la variabilité inter-individu peut
étre importante suggérant que pour que les résultats soient interprétables et extrapolables, il faut
d’abord réaliser un phénotypage précis des patients afin de faire des liens entre les variations
observées et d’éventuelles caractéristiques comme la présence d’une bronchite chronique, d’un

tabagisme actif et/ou d’exacerbations fréquentes (150).
3.2. Microbiome pulmonaire du sujet sain

3.2.1. Description du microbiome pulmonaire du sujet sain

La premiére description du microbiome des voies aériennes basses chez le sujet sain utilisant
des techniques de séquencage génique a démontré le caractére non stérile des voies aériennes et
permis d’identifier la prédominance des germes du phylum Bacterioidetes dont Prevotella spp. et

des Firmicutes ainsi que dans une moindre mesure des Proteobacteria (151).

Charlson et al. ont suggéré que le microbiome pulmonaire du sujet sain n’était que la
résultante de 1’inhalation du microbiome oro-pharyngé (152). Dickson et al. ont apporté des
¢léments en faveur de cette hypothése en montrant des similitudes entre le microbiome du
poumon profond et celui des voies aériennes supérieures avec une décroissance de la diversité
proportionnelle a la distance a ces méme voies aériennes supérieures (148). La contribution ORL

dans la constitution du microbiome pulmonaire par un mécanisme de micro-inhalation n’est
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aujourd’hui plus discutée. Pour autant, Morris ef al. ont montré que certains genres comme
Haemophilus, Enterobacteriaceae et Methylobacterium sont en quantité bien plus importante
dans les poumons que dans la bouche (153). De plus, le microbiome pulmonaire est différent du
microbiome nasal qui se distingue d’une part par une proportion moindre des genres
Streptococcus, Prevotella, Fusobacterium et Neisseria, et d’autre part par une proportion plus
importante des genres Staphylococcus, Corynebacterium et Propionibacterium (154). Le
microbiome pulmonaire présente donc bien des spécificités par rapport au microbiome des voies

aériennes supérieures.

Chez les sujets sains, les genres les plus fréquemment retrouvés d’un individu a I’autre au
niveau du microbiome pulmonaire sont comparables sur un plan qualitatif avec Streptococcus
(Firmicute), Prevotella (Bacteroidetes) et Veillonella (Firmicute). Cependant, les proportion des
différents phyla sont trés variables d’un sujet a un autre (150). Il semblerait que la diversité des
communautés bactériennes soit une caractéristique essentielle du microbiome des sujets sains, les
patients atteints de maladies inflammatoires chroniques présentant une diminution de cette

diversité (155).

3.2.2. Microbiome et immunité de I’hote

Le développement du microbiome dans la prime enfance est un événement déterminant pour
le systtme immunitaire. En effet, les souris ¢élevées dans des conditions stériles strictes ne
développent pas d’organes lymphoides secondaires et n’ont pas de cellules lymphoides
démontrant I’importance du microbiome dans le développement du systeme immunitaire (156).
Chez la souris, le microbiome se met en place durant les deux premicres semaines de vie (157).
Cet événement est associé a un changement qualitatif avec initialement une prédominance des
Gammaproteobacteria et Firmicutes qui évolue vers une prédominance des Bacteroidetes. La voie
du ligand 1 du programme de mort cellulaire (PD-L1) est alors activée permettant d’une part, une
transition d’une immunité orientée Th2 qui favorise le développement d’une maladie allergique
vers une immunité mieux contrélée avec prolifération de lymphocytes T régulateurs et d’autre

art, ’induction d’une tolérance aux aéro-allergénes.
9

Chez I’homme, le suivi du microbiome des voies aériennes supérieures de nourrissons jusque
I’age de 2 ans a montré I’installation précoce du microbiome et identifié des patterns associés a la

stabilit¢é du microbiome et la survenue d’infections respiratoires (158). Ainsi, la colonisation
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précoce par les genres Moraxella, Corynebacterium et Dolosigranulum était associée a une
stabilit¢ du microbiome et a une fréquence moindre d’infection respiratoire haute. Inversement, la
colonisation par les genres Haemophilus et Streptococcus était associée a une instabilité du
microbiome et la survenue d’infections respiratoires hautes. Ces résultats sont concordants avec
une autre étude montrant une diminution du risque de développer des otites moyennes aigués
chez les enfants colonisés par Corynebacterium et Dolosigranulum, deux germes corrélés a une
nutrition par allaitement maternel (159). Dans un autre modéle murin, il a également été suggéré
que le microbiome pulmonaire participait au maintien d’une activité anti-tumorale dépendante
des lymphocytes T yd produisant de I’'IL-17 (160). Toutes ces données montrent I’importance du
microbiome et de I’équilibre des especes qui le composent dans le développement et le maintien

de I’homéostasie du systéme immunitaire inné et adaptatif.

3.2.3. Mycobiome et virome pulmonaire

Tres peu d’études et toutes avec un faible nombre de sujets se sont intéressées a ce sujet.
Concernant le mycobiome pulmonaire, une ¢étude a mis en évidence des modifications
qualitatives significatives du mycobiome pulmonaire chez les sujets asthmatiques par rapport a
des sujets contrdles non-atopiques (161). Les espéces les plus fréquemment retrouvées chez les
sujets sains étaient Eremothecium sinecaudum, Systenostrema alba, Cladosporium
cladosporioides et Vanderwaltozyma polyspora. Dans une étude réalisée chez un petit nombre de
patients atteints de mucoviscidose, Delhaes et al. montraient des proportions de populations
fongiques encore différente des deux groupes précités suggérant qu’il existe une modulation du

mycobiome dépendante de la pathologie sous-jacente (155).

Sur le plan du virome pulmonaire, les données sont quasi inexistantes vraisemblablement pour
des raisons techniques. Dans une étude basée sur un faible nombre de sujets, Young et al. ont
comparé des prélévements issus de patients transplantés pulmonaires a des sujets infectés par le
VIH et des sujets sains (162). Malheureusement, I’analyse métagénomique du virome n’a pas été
réalisée chez les sujets sains. Chez les patients transplantés, les résultats montrent une fréquence
plus importante d’Anelloviruses, Papilloma viruses et Herpes viruses, abondance associée a une
dysbiose bactérienne suggérant des interactions possibles entre microbiome et virome. Dans cette

¢tude, I’analyse par PCR quantitative retrouve des taux détectables d’ADN d’Anelloviruses chez
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les sujets sains apportant un argument en faveur de la présence de virus dans les bronches de

sujets sains.

Le mycobiome et le virome pulmonaires nécessitent donc d’étre mieux caractérisés avant de
pouvoir évaluer leur impact sur le systéme immunitaire et leurs interactions avec le microbiome

des voies aériennes.
3.3. Microbiome pulmonaire du patient atteint de BPCO

3.3.1. Description du microbiome pulmonaire dans la BPCO

Contrairement au sujet sain, les études antérieures utilisant les techniques standard de cultures
bactériennes avaient démontré que les voies aériennes des patients atteins de BPCO ne sont pas
stériles (163). Dans une étude basée sur des LBA avec un faible nombre de sujets, Erb-
Downward ef al. n’ont pas observé de modification de la charge bactérienne des voies aériennes
au cours de la BPCO par rapport aux sujets sains et aux fumeurs sans BPCO mais ils notaient une
perte de la diversité corrélée a la sévérité de la maladie (150). Ce dernier point reste discuté,
certaines ¢tudes décrivant une diversité microbienne comparable aux sujets sains (146) voire
parfois augmentée (164), d’autres une diminution de la diversité en lien avec la sévérité de la
BPCO (165). Au-dela de la sévérit¢ de la maladie, d’autres facteurs confondants peuvent
¢galement intervenir comme la prise de corticostéroides inhalés et de bronchodilatateurs qui sont

associés a des profils de microbiomes différents (164).

En terme de proportion des espéces bactériennes, les études montrent souvent des résultats
différents probablement explicables par les faibles effectifs de patients de sévérité variable. Ainsi
dans deux études analysant le LBA, la premiére reposant sur 4 patients BPCO observe une
prédominance des espéces de Pseudomonas alors que la deuxiéme reposant sur 8 patients
rapporte plutdt une grande diversité avec des représentants des genres Streptococcus, Prevotella,
Moraxella, Haemophilus, Acinetobacter, Fusobacterium et Neisseria (149). Une autre étude par
Garcia-Nufiez ef al. détecte principalement les phyla Proteobacteria, Firmicutes et Bacteroides
comme chez les témoins avec en plus la présence d'Actinobacteria (165). Dans une étude sur
tissus pulmonaires issus de résection de cancer ou de poumon pour transplantation pulmonaire
avec 8 patients présentant une BPCO trés séveére comparés a 8 contrdles non fumeurs et 8

controles fumeurs d’adges comparables, Sze ef al. ont observé une prédominance du phyla
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Firmicutes chez les patients BPCO attribuée a une augmentation du genre Lactobacillus (146).
Des résultats a prendre avec précaution, la population de patient BPCO pouvant bénéficier d’une
transplantation étant trés restreinte et peu représentative de la majorité des patients. Pour autant,
cette ¢tude se comparant également a des tissus pulmonaires issus de patients atteints de

mucoviscidose confirme encore la spécificité du microbiome dans la BPCO.

La description du microbiome dans la BPCO reste donc limité aujourd’hui en raison du faible
nombre d’études publiées sur le sujet, é¢tudes de faibles effectifs avec des populations trés

différentes responsables de résultats trés variables et non comparables.

3.3.2. Microbiome pulmonaire et inflammation bronchique dans la BPCO

Les effets du microbiome pulmonaire sur I’inflammation bronchique dans la BPCO sont
probables mais les études sont encore insuffisantes pour en comprendre tous les mécanismes.
Ainsi, il a été montré a partir de LBA de sujets sains que I’inflammation pulmonaire mesurée par
la quantité¢ de lymphocytes et neutrophiles dans le LBA ainsi que la mesure du NO exhalée, est
plus importante lorsqu’ils présentent une abondance relative plus élevée de pathogénes d’origine
supra-glottique. Ces données suggerent que 1’intensité de 1’inflammation des voies aériennes est

influencée par la composition du microbiome (166) .

Larsen et al. ont tenté¢ d’évaluer expérimentalement 1’effet que ce microbiome pouvait avoir
sur les cellules dendritiques humaines en exposant ces dernicres a différentes bactéries
commensales ou pathogenes fréquemment associées a 1’asthme et la BPCO (117). Toutes les
bactéries ¢étudiées induisaient une maturation des cellules dendritiques marquée par
I’augmentation des marqueurs membranaires CD83, CD40 et CD86. Par contre,
comparativement aux bactéries décrites comme commensales (Prevotella spp., Veillonella spp. et
Actinomyces spp.), les bactéries pathogénes Haemophilus spp. et Moraxella spp. induisaient une
augmentation 3 a 5 fois supérieure des cytokines IL-12, IL-23 et IL-10 démontrant des propriétés
pro-inflammatoires plus importantes. De plus, la coculture avec Prevotella spp. inhibait
I’induction de la sécrétion d’IL-12 par les cellules dendritiques en réponse a Haemophilus
influenzae sans modification de la production I'IL-12 et d’IL-10, suggérant que le microbiome
commensal participe également au controle de I’inflammation générée par les especes

pathogenes.
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Dans une autre étude réalisée dans un modéle murin d’inflammation chronique ressemblant a
la BPCO induit par I’exposition répétée au LPS d’Escerichia coli et & de 1’¢lastase, Yadava et al.
montrent que ces souris ont une meilleure fonction pulmonaire et une inflammation réduite en
I’absence de microbiome pulmonaire (167). De plus, les souris qui ont toujours un microbiome
présentent une diminution de sa diversité au profit d’'une augmentation de la représentation des
genres Pseudomonas et Lactobacillus avec une diminution du genre Prevotella. Ces
modifications sont associées a une production d’IL-17A. Cette inflammation IL-17A est non
seulement diminuée chez les souris sans microbiome mais peut aussi étre induite chez une souris
naive chez qui I’on transfert le microbiome pulmonaire d’une souris présentant déja une
inflammation. Cette étude démontre ainsi clairement la capacité d’un microbiome issu d’un
contexte inflammatoire chronique a induire de lui-méme une inflammation de type Th17 et donc

potentiellement sa capacité a entretenir une inflammation chronique préexistante.

3.3.3. Mycobiome et virome pulmonaire dans la BPCO

Cui et al. ont analysé le mycobiome dans la BPCO mais dans le cadre de sujets infectés par le
VIH ce qui représente un biais important (168). Pour autant, I’espéce la plus enrichie chez les
patients atteints de BPCO et infectés par le VIH était Preumocystis. Ce résultat doit étre pris avec
précaution dans ce contexte d’immunosuppression. Cependant, il a déja été montré une
prévalence de la colonisation par Pneumocystis jiroveci de 37% chez les patients atteints de
BPCO tres sévere, colonisation qui était corrélée a la sévérité de I’obstruction bronchique et
indépendante des antécédents de tabagisme (169). De plus, dans un modéele murin
immunocompétent, 1’association d’une infection par Pneumocystis murina et d’une exposition
chronique a la fumée de cigarette augmentait la charge pulmonaire de Pneumocystis murina,
accélérait le développement d’un emphyséme et augmentait 1’inflammation pulmonaire (170).
L’analyse du mycobiome dans la BPCO semble donc pouvoir apporter des éléments importants

dans la compréhension de la physiopathologie de la maladie.

Il n’existe pas d’étude a proprement parler du virome dans la BPCO. Cependant, il a ét¢ monté
par PCR quantitative la présence de virus chez des patients BPCO a I’état stable avec mise en
¢vidence du Virus Respiratoire Syncytial (23,5%), de Rhinovirus (7%), de Coronavirus (6%) et
de Virus Parainfluenzae (1%) suggérant que ces virus peuvent persister dans les voies aériennes

sans manifestation d’exacerbation (171). De plus, deux études convergent pour suggérer que les
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virus pourraient participer au développement de la maladie. Tout d’abord, Matsuse et al. ont
comparé 20 patients de 60 ans sans obstruction bronchique a 20 autres de 65 ans a tabagisme égal
présentant une BPCO, et recherché la présence d’adénovirus sur des pieces de tissus pulmonaires
issus de résection pour nodule solitaire (172). L’ADN viral était retrouvé chez la majorité des
patients (90% des BPCO versus 44% des controles sur les échantillons congelés). De plus, le
nombre de copies était plus important chez les patients ayant une BPCO et étaient localisées chez
ces patients au niveau des cellules épithéliales. Ensuite, Vitalis ef al. ont comparé 12 cochons
d’Inde infectés par un adénovirus de type 5 a 12 autres contrdle et les ont exposés apres plus d’un
mois a la fumée de cigarette (173). L’association de I’infection chronique a adenovirus avec
exposition a la fumée de cigarette ¢tait associée a une exacerbation de 1’inflammation
pulmonaire. Ces deux études qui ne permettent pas de tirer de conclusions définitives, suggerent
néanmoins la possibilit¢ d’un lien entre infection virale chronique et développement d’une

maladie inflammatoire chronique des voies aériennes.

3.4. Colonisation bactérienne des voies aériennes dans la BPCO

La colonisation bactérienne des voies aériennes dans la BPCO a été bien étudiée et est
associ¢e a I’inflammation bronchique, la présence de bronchiectasies et aux symptomes de la
maladie (174). Ainsi, dans le LBA de patients BPCO, la présence d’au moins une bactérie
potentiellement pathogeéne est associée a une augmentation du nombre de polynucléaires
neutrophiles, des taux de CXCL8 et de MMP-9 activée (175). Dans le sputum, la charge
bactérienne est corrélée a 1’activité de 1’¢lastace leucocytaire et aux taux de myéloperoxydase, de

CXCLS et de leukotriene B4 (176).

Il est démontré que ces colonisations et infections des voies aériennes jouent un role important
dans la physiopathologie de la BPCO. Ceci a conduit a I’hypothése du « cercle vicieux » décrite
par Sethi (Figure 3) supposant que 1’exposition chronique a la fumée de cigarette ou a un autre
irritant bronchique altére la réponse immune pulmonaire et favorise I’installation et la persistance
de bactéries pathogenes dans les voies aériennes (177). Ainsi, I’installation d’une nouvelle
souche pathogene entraine une augmentation aigué¢ de 1’inflammation bronchique responsable
d’une exacerbation clinique associée a de nouvelles 1ésions pulmonaires (178). La persistance de

la souche pathogene ou colonisation s’associe a une inflammation chronique plus modérée mais
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qui persiste. Ces deux phénomenes s’associent pour promouvoir les altérations tissulaires et la

progression de la BPCO, et pour favoriser une nouvelle surinfection et/ou colonisation.

Facteurs déclenchant
ex : tabagisme, infections dans I'enfance...

Altération des défenses Exacerbation
f ' pulmonaires innées \‘ / ’ aigué

Lésion de I'épithélium Colonisation

/ I des voies aériennes microbienne
Progression ; Antigéne J l Réponse
de la BPCO microbien inflammatoire

l Altération de la Augmentation
balance protéases - «————— de 'activité des

antiprotéases protéases

Figure 3 : Hypothése du « cercle vicieux » liant infection et inflammation dans la BPCO
d’apres (177).

Le germe le plus fréquemment isolé dans la BPCO a I’état stable et qui joue certainement un
role majeur dans la maladie est Haemophilus influenzae (177). Ainsi, les taux de TNF-o dans le
sputum sont les plus élevés chez les patients BPCO et chez les sujets fumeurs sans obstruction
bronchique colonisés par Haemophilus influenzae, comparativement a ceux mesurés dans les
sputum de patients BPCO sans colonisation. Ces données démontrent I’impact majeur de cette
colonisation par cette espéce y compris en ’absence d’obstruction bronchique (179). Les
mécanismes impliqués dans I’inflammation induite par Haemophilus influenzae non typable

(NTHi) comprennent notamment 1’activation de NF-kB par une voie dépendante du TLR2 et des
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voies de signalisation p38-MAPKs et IKKa/B-IkBa (180,181). NTHi peut également interagir
avec 1’épithélium bronchique en se fixant au récepteur du facteur d’activation des plaquettes
(PAF) (182). Moraxella catarrhalis et Streptococcus pneumoniae sont moins fréquemment isolés
et semblent avoir un impact moins important sur la maladie a I’état stable (177). Moraxella
catarrhalis active notamment la voie NF-xB via ERK1/2 mais avec comme conséquence la
production de prostaglandine E, par 1’épithélium bronchique, molécule impliquée notamment
dans la résolution de I’inflammation favorisant ainsi la colonisation bactérienne (183). Cette
colonisation est également associée a un déséquilibre de la balance protéases / anti-protéases avec
une augmentation de I’¢lastase neutrophilique et diminution de I’inhibiteur de la protéase
leucocytaire sécrété¢ (SLPI) (184). Enfin, Pseudomonas aeruginosa n’est isolé que chez les
patients séveres et/ou avec bronchiectasies et a un impact probablement important a ce stade. Il a
été notamment montré qu’il induisait la production de CXCL8 via I’activation de NF-xB dans les
cellules ¢épithéliales (185). Toutes ces especes influencent différemment 1’inflammation
bronchique. La colonisation a Pseudomonas aeruginosa est associée a une activation des
polynucléaires neutrophiles sécrétant de la myéloperoxydase dans le sputum. Ce résultat est
supérieur a celui associé¢ a la colonisation par NTHi qui est lui-méme supérieur a celui associé a

la colonisation par Moraxella catarrhalis (176).

Au total, ces espéces bactériennes colonisant fréquemment les voies aériennes des patients
atteints de BPCO ont un impact sur I’inflammation pulmonaire plus important pour Haemophilus
influenzae et Pseudomonas aeruginosa. Cette colonisation a un impact significatif sur la
progression de la maladie notamment par son association avec la survenue d’exacerbation de la
BPCO (186). Les mécanismes responsables de cette colonisation sont probablement multiples et
impliquent certainement les effets immunosuppresseurs de la fumée de cigarette (61,187,188).
D’autres ¢éléments comme la réponse IL-17 et IL-22, cytokines clés dans la réponse aux
pathogenes, pourraient étre impliqués dans ce phénomene de colonisation des voies aériennes au

cours de la BPCO.

4. Exacerbations de la BPCO

Comme défini précédemment, 1’exacerbation de la BPCO se définit cliniquement par une

majoration aigué et soutenue des symptomes respiratoires au-dela des variations quotidiennes
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habituelles chez un patient atteint de BPCO et nécessitant une modification des thérapeutiques
(12). Le diagnostic n’est retenu qu’aprés avoir ¢liminé les autres pathologies pouvant
s’accompagner d’une majoration des symptomes respiratoires comme par exemple 1’insuffisance

cardiaque aigué€ ou les pneumonies (1).

La fréquence des différentes étiologies varient selon les études et la population étudiée mais
les étiologies infectieuses semblent €tre majoritaires avec 25-50 % des exacerbations associées a
des bactéries et 25-50 % des exacerbations associées a des virus (189). La pollution
atmosphérique, notamment lors des pics de pollution, est un autre facteur associé aux
exacerbations de BCPO augmentant le nombre d’hospitalisation et la mortalité (190,191). Pour
autant, jusqu’a un tiers des exacerbations séveres n’ont pas de cause précise mise en évidence
soulignant les limites de nos moyens diagnostiques et possiblement notre méconnaissance de

facteurs étiologiques autres (1).
4.1. Biologie des exacerbations

4.1.1. Mécanismes immunologiques

Sur le plan biologique, 1’exacerbation s’accompagne d’une majoration de 1’inflammation, de
’activité des protéases et du stress oxydant créant de nouvelles lésions pulmonaires et favorisant
ainsi la progression de la maladie et la survenue d’exacerbations ultérieures (177). Cette
inflammation sera non seulement bronchique mais touchera également les voies aériennes

supérieures et s’accompagnera d’une inflammation systémique (192).

Tout d’abord sur le plan inflammatoire, les taux des cytokines pro-inflammatoires IL-18, IL-6,
CXCL8, TNF-a et GM-CSF ainsi que ceux de la protéine cationique des éosinophiles (ECP) et
du leucotriene B4 (LTB4) sont augmentés dans le sputum (193-197). Au niveau sanguin, les
concentrations d’IL-6 et de la CRP sont augmentés témoignant d’une majoration de
I’inflammation systémique (193,196). Dans certains contextes, cette inflammation peut étre
amplifiée comme par exemple par une synergie entre la signalisation du TNF-a et I’activation par
NTHi au niveau des cellules épithéliales bronchiques conduisant & une expression encore plus

importante de CXCLS8 et une activation supérieure de la voie NF-kB (198).

Ces cytokines et chimiokines entrainent une augmentation du recrutement des polynucléaires

neutrophiles, des ¢osinophiles et des lymphocytes au niveau des voies aériennes et d’une
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augmentation des neutrophiles circulants (196,197). La poursuite d’un tabagisme pourrait étre un
¢lément déterminant dans la sévérité de I’exacerbation, 1’exposition a la fumée de cigarette étant
associ¢ dans un modele murin a un recrutement plus important des neutrophiles dépendant de
CXCR2 secondaire a une production exacerbée d’IL-la par les macrophages alvéolaires (199).
L’¢lévation des éosinophiles peut par contre sembler surprenante, ces cellules étant plus associées
a ’inflammation de type allergique comme dans 1’asthme. Pourtant des travaux récents suggerent
qu’ils ont un réle dans la physiopathologie des exacerbations. Ainsi, la présence d’éosinophiles a
des taux supérieurs a 2 % dans le sang a 1’état stable est associée a une réduction significative de
la fréquence des exacerbations si le patient prend des corticostéroides inhalés (200). Plus
significatif, une étude réalisée chez des patients hospitalisés pour exacerbation montrent que le
traitement par corticothérapie systémique n’est efficace que chez les patients ayant plus de 2%
d’¢osinophiles dans le sang a I’inclusion permettant de réduire les échecs de traitement de 66%
s’ils n’avaient pas de corticothérapie systémique a 11% avec ce traitement (201). Les
¢osinophiles étant trés cortico-sensibles, ces données suggérent que 1’amélioration observée est
liée a I’inhibition de ces cellules quand bien méme leur rdle reste a déterminer. Concernant les
ILC, une étude récente utilisant un modele murin exposé a la fumée de cigarette a montré que les
infections par le virus influenza ou par les bactéries Staphylococus aureus ou NTHi était associée
a une diminution de la population ILC2 qui se transformait en ILC1, mécanisme pouvant
participer a ’augmentation de I’inflammation de type Thl (97). Le devenir des ILC3 dans ce

contexte n'est pas analysé.

Ensuite, au cours des exacerbations la balance protéase / anti-protéases est davantage
déséquilibrée avec d’un coté une majoration des taux de I’¢lastase neutrophilique et de la MMP-9
ainsi que de I’activité de la myélopéroxydase (MPO) et de I’autre une diminution de I’inhibiteur
des protéases leucocytaires (SLPI) (184,193,197). Cette production accrue de cytokines pro-
inflammatoires, chimiokines et de protéases notamment par les macrophages peut étre expliqué
en partie par une activation amplifiée de la voie NF-kB durant les exacerbations (202). Enfin, le
stress oxydant est exacerbé dans les voies aériennes comme le montre I’augmentation des taux de

8-isoprostane, 8-OH-dGuanosine, 3-nitrotyrosine et de nitrites (195,197,203).

Au total, ’exacerbation clinique est associée a une exacerbation des mécanismes immuno-
pathologiques associés a la pathologie a 1’état stable expliquant le lien entre exacerbation et

progression de la maladie (13,46).
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4.1.2. Différents profils immunologiques des exacerbations

Toutes les exacerbations n’ont pas le méme profil inflammatoire. Celui-ci dépend
probablement du facteur causal de cette exacerbation d’une part et du phénotype de la BPCO
propre au patient d’autre part, comme par exemple la présence d’une colonisation bronchique
préexistante. Ainsi, Bafadhel et al. ont décrit 4 profils inflammatoires différents associés aux

exacerbations de la BPCO (204) :

* un premier profil associé aux exacerbations d’origine bactérienne de type pro-
inflammatoire avec notamment une élévation des polynucléaires neutrophiles, de I’IL-
1B dans les sputum et de la CRP dans le sang. L’association entre élévation de I’IL-1
dans le sputum et le caracteére bactérien de I’exacerbation a également été retrouvé
dans une étude récente de Damera et al. évaluant par protéomique les profils
inflammatoires associés aux exacerbations de la BPCO (205),

* un deuxiéme profil associ¢ aux exacerbations d’origine virale, profil associ¢ a une
diminution plus importante du VEMS et une inflammation plutét de type Thl avec
¢lévation du CXCL10 circulant,

* un troisieme profil associé aux exacerbations éosinophiliques avec une élévation des
¢osinophiles dans le sang supérieurs a 2 %,

* et enfin un quatrieme profil pauci-inflammatoire.

Ce travail démontre I’hétérogénéité des exacerbations notamment sur le plan immunologique
qui amenera probablement a des prises en charges spécifiques dans le futur. Ainsi, Aaron ef al.
ont testé I’étanercept, un anti-TNF-a, au cours des exacerbations de la BPCO (206). Ils n’ont pas
mis en évidence d’efficacité supérieure par rapport a la corticothérapie mais il n’y avait pas de
différence significative en terme d’échec de traitement apres 90 jours de suivi. Dans une analyse
de sous-groupe, la corticothérapie était plus efficace lorsque les éosinophiles circulants étaient
supérieurs a 2 % et I’étarnecept tendait a étre plus efficace lorsqu’ils étaient inférieurs a 2 %
suggérant ’intérét d’une thérapeutique ciblée sur le profil immunologique. Des travaux
supplémentaires sont néanmoins nécessaire pour valider ces clusters, définir la thérapeutique
adaptée et personnalisée au profil identifié, et trouver des marqueurs spécifiques utilisables en

pratique clinique pour identifier ces clusters et prédire la réponse a un traitement particulier.
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4.2. Microbiologie des exacerbations

4.2.1. Les virus

Le role des virus dans les exacerbations de la BPCO a longtemps été débattu, les limites des
techniques de détections antérieures limitant 1’é¢tude de leur implication au cours de ces
événements. Ceci a changé avec le développement des techniques de détection par PCR trés
sensibles mais posant la question de la relevance clinique de la mise en évidence d’une séquence

nucléique de virus dans les prélévements respiratoires dont la viabilité n’est pas démontrée.

4.2.1.1. Lien de causalité entre virus et exacerbation

De nouvelles conditions basées sur le postulat historique de Koch ont été définies pour retenir
un lien causal entre la mise en évidence d’un pathogene par technique moléculaire et la maladie
supposée infectieuse. Ils permettent aujourd’hui de déterminer si les virus peuvent étre la cause

d’exacerbation de la BPCO (207) :

1. La séquence nucléique de I’agent supposé pathogene doit étre mise en évidence dans
la majorité des cas de la maladie infectieuse et préférentiellement au niveau du site de
I’infection. Ce point doit étre pondéré par le fait qu’il existe d’autres causes
d’exacerbation de la BPCO notamment bactérienne, on ne peut donc s’attendre a les
mettre en évidence dans la majorité des prélévements (177). Dans une revue
systématique par Zwaans et al. ayant inclus 19 études soit 1728 patients en
exacerbations, les virus les plus fréquemment détectés dans des prélévements des voies
aériennes supérieures et basses étaient les rhino-/entérovirus (16,4%), le virus
respiratoire syncytial (VRS) (9,9%) et le virus influenzae (7,83%) (208). Venaient
ensuite les coronavirus (4,1%), le virus parainfluenzae (3,4%), le métapneumovirus
humain (2,8%), les adénovirus (2,1%) et le bocavirus (0,6%). Ces données confirment
la mise en évidence courante de virus au cours des exacerbations de la BPCO au
niveau des voies aériennes. De plus, dans 7 des 8 études ayant comparés des
prélévements réalisés au niveau des voies aériennes supérieures et basses, la
prévalence de détection de la séquence nucléique virale était plus importante dans les

voies aériennes basses ce qui est plus pertinent sur un plan physiopathologique.
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2. Aucune copie de la séquence nucléique, ou des taux plus faibles, ne doit étre isolée
dans les tissus non atteints par la maladie et chez les sujets non atteints. Dans une
¢tude de Seemungal et al. portant sur 83 patients atteints de BPCO, des virus
respiratoires étaient détectés dans 39,2 % de 1’ensemble des exacerbations (59% de
rhinovirus, 28,7% de VRS, 10,6% de coronavirus, 9,1% de virus influenza A et 4,5%
de virus influenza B) ce qui représentait 64% des patients (171). 6 patients seulement
avaient le méme virus mis en évidence lors de deux exacerbations différentes et aucun
virus n’était détecté plus de deux fois chez le méme patient durant les différentes
exacerbations. A I’état stable, 68 patients ont été prélevés retrouvant 23,5 % de VRS et
16% d’autres virus (45% de rhinovirus, 36,4% de coronavirus, et 9,1% de virus para-
influenza) apportant un argument en faveur de la moindre fréquence de mise en
évidence de ces virus en dehors des exacerbations.

3. Lors de la résolution de la maladie, le nombre de copie de la séquence nucléique doit
diminuer voire devenir indétectable, I’inverse devant étre observé en cas de rechute.
Dans un modéle expérimental de Mallia et al., 11 patients atteints de BPCO et 12
sujets sains dont 9 fumeurs actifs ont été infectés par voie nasale par du rhinovirus
(209). La charge virale dans les voies aériennes supérieures et inférieures de ces
patients diminuaient significativement lors de la résolution des symptdmes avec une
bonne corrélation entre la charge virale et I’inflammation chez les sujets BPCO. De
méme, dans une autre étude évaluant les exacerbations naturclles a rhinovirus, la
prévalence de prélévements positifs et la charge virale étaient supérieures en
exacerbation par rapport a 1’état de base et la charge virale devenait indétectable apres
35 jours post-exacerbation (210).

4. Lorsque la mise en évidence de la séquence nucléique précede la maladie ou que le
nombre de copie est corrélé avec la séverité de la maladie, la causalité est plus
probable. Dans le modéle expérimental de Mallia ef al. cité ci-dessus, contrairement
aux sujets sains, les sujets atteints de BPCO développaient des symptomes d’atteinte
respiratoire basse associés a une aggravation de leur obstruction bronchique répondant
a la définition d’une exacerbation dans 10 cas sur 11 (209). L’inflammation des voies

aériennes et systémique était significativement augmentée et corrélée a la charge
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virale. Le stress oxydant généré et Dactivité des protéases étaient aussi
significativement supérieur chez ces patients (197).

5. La nature du micro-organisme déduit de la séquence doit étre compatible avec les
caracteéristiques biologiques connues de ce groupe d’organisme. La spécificité des
séquences et le role pathogéne des virus respiratoires est maintenant bien établi
notamment le lien entre rhinovirus et rhinite ou virus influenza et grippe.

6. Les corrélations tissus atteints et séquences nucléiques devraient étre réalisées au
niveau cellulaire pour démontrer [’hybridation in situ spécifique de la séquence sur le
site de [’infection. Ce point demande a étre exploré dans le contexte de la BPCO.

7. Ces preuves doivent étre reproductibles. Les analyses systématiques de la littérature
démontrent la mise en évidence récurrente des virus respiratoires au cours des
exacerbations de la BPCO avec une association qui semble de plus en plus évidente
avec I’inflammation des voies aériennes (208,211).

Sur la base de ces ¢léments, il semble raisonnable de considérer que les virus peuvent causer
des exacerbations de la BPCO. Par contre en pratique clinique, le lien direct de causalité entre la
mise en évidence d’un virus respiratoire au cours d’une exacerbation de BPCO et la survenue de
cette exacerbation reste incertaine et du ressort du clinicien qui va intégrer I’ensemble des
données a sa disposition et si nécessaire les compléter par d’autres examens pour in fine retenir

une étiologie particuliére a I’exacerbation.

4.2.1.2. Mécanismes de la susceptibilité aux infections virales

La susceptibilité aux exacerbations virales des patients BPCO peut étre en partie expliquée par
une diminution de la réponse interféron de type I (IFN-a et IFN-B) et de type 3 (IFN-A) au
rhinovirus des macrophages alvéolaires observée chez les patients BPCO par rapport aux sujets
sains fumeurs ou non (209). De plus, I’exposition de cellules épithéliales trachéo-bronchiques de
patients atteints de BPCO au rhinovirus montre une expression des genes impliqués dans le stress
oxydant et la réponse aux virus, NOX1, MMP-12, ICAM1, DDXS58/RIG-I, STAT-1 et STAT-2,
et une sécrétion des protéines IL-6, IL-8 et CXCLI1, significativement supérieures a celles
obtenus avec les cellules issus de sujets sains (212). La charge virale est également augmentée.
L’augmentation d’expression d’ICAM-1, molécule d’adhérence et site de fixation du rhinovirus,

décrite sur les cellules épithéliales bronchiques dans la BPCO facilite vraisemblablement

38



Introduction

I’adhérence du virus et I'infestation des cellules (212-214). Cette infection par le rhinovirus
majore également la résistance aux corticostéroides en entrainant une activation des voies NF-kB
et des janus kinases (JNK) inhibant le passage nucléaire du récepteur a aux glucocorticoides dans
les cellules épithéliales bronchiques (215). La fumée de cigarette a un effet synergique sur
I’inflammation induite par les virus en augmentant 1’expression de TLR3 sur les macrophages
alvéolaires, responsable d’une sécrétion de CXCL8 d’autant plus importante (216). Cet effet est
d’autant plus marqué que D’exposition a la fumée de cigarette des cellules épithéliales
bronchiques stabilise le microRNA HuR qui stabilise en retour I’ARN messager de CXCLS8 en
réponse au rhinovirus (217,218). Ces quelques travaux démontrent 1’existence d’une altération de
la réponse aux virus chez certains patients atteints de BPCO et d’une synergie de I’infection
virale avec 1’exposition a la fumée de cigarette pouvant favoriser la survenue d’exacerbations

d’origine virale.
4.2.2. Les bactéries

4.2.2.1. Bactéries associées aux exacerbations

Comme pour les virus, la bactérie détectée dans les prélévements respiratoires au cours d’une
exacerbation n’est pas toujours la cause premicre de cette exacerbation, la colonisation
bactérienne des voies aériennes étant courante dans la BPCO (177). Par conséquent, le lien entre
augmentation de la charge bactérienne et survenue d’une exacerbation n’est pas clairement établi,
certaines études ne mettant pas en évidence de variation entre 1’état stable et I’exacerbation de la
BPCO (219). Les bactéries les plus fréquemment associées aux exacerbations sont Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae et Moraxella catarrhalis avec en plus Pseudomonas
aeruginosa chez les patients atteints de BPCO sévere a tres sévere (177). Le lien de causalité
entre la mise en évidence d’une de ces bactéries et la survenue de 1’exacerbation n’est pour autant
pas toujours clair. Ainsi, Sethi ef al. ont montré dans une population de patients suivis plusieurs
années que l’isolement dans les prélévements aériens de Strepfococcus pneumoniae et de
Moraxella catarrhalis était significativement associé a une fréquence plus élevée d’exacerbation
alors que ce n’était pas le cas pour Haemophilus influenzae et Pseudomonas aeruginosa (219).
Par contre, le risque d’exacerbation en lien avec une infection bactérienne semble lié a
I’acquisition d’une nouvelle souche bactérienne (220). Cette acquisition est associée a une

augmentation significative de I’inflammation systémique évaluée par la concentration sanguine
Y
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de la CRP par rapport aux exacerbations sans germe authentifi¢ mais également par rapport aux
exacerbations associées a la mise en évidence d’une souche bactérienne déja présente a 1’état
stable (178). L’inflammation bronchique est également exacerbée avec des taux de TNF-a et des
taux d’¢lastase neutrophilique significativement plus augmentés dans le sputum des patients
atteints de BPCO présentant une exacerbation avec germe authentifié par rapport aux
exacerbations sans germe authentifi¢ montrant 1’impact plus important des infections

bactériennes sur I’inflammation bronchique comme déja montré dans d’autres études (192).

4.2.2.2. Mécanismes de la susceptibilité aux infections bactériennes

Plusieurs défauts de la réponse immunitaire innée et adaptative ont été décrits au cours de la
BPCO pour expliquer cette susceptibilit¢ aux infections bactériennes. Parmi ceux-ci, les
altérations de la barriére épithéliale décrites précédemment sont le premier facteur favorisant la
colonisation bactérienne des voies aériennes comme la diminution du nombre de cellules ciliées
associée a des anomalies de leur cils, ’augmentation des cellules a mucus avec altération
quantitative et qualitative de ce mucus, et I’augmentation de la perméabilité épithéliale (23). Les
peptides antimicrobiens jouent également un role de premicre ligne dans la défense contre les
pathogenes des voies aériennes (221). Leur expression est modifiée dans la BPCO mais avec des
résultats parfois discordants d’une étude a 1’autre pour une méme molécule ne permettant pas de
tirer de conclusion définitive a leur sujet (222). L’altération de la phagocytose bactérienne par les
macrophages semble étre un facteur déterminant (69,70). Enfin, une altération de la réponse
adaptative lymphocytaire de type Thl au LPS, et donc par extension aux bactéries gram
négatives, a été décrite dans la BPCO avec un défaut de production d’IFN-y li¢ a la diminution
d’expression du TLR4 (223). Il existe donc déja un certain nombre de mécanismes suggéres
comme impliqués dans la susceptibilité¢ aux infections bactériennes dans la BPCO. Le devenir de
la voie IL-17 / IL-22 n'ayant pas été évalué de manicre approfondi, ce travail vient en
complément de ces études pour démontrer la présence associée d’un déficit de cette voie qui

jouerait un réle important dans la susceptibilité aux infections bactériennes

4.2.3. Les co-infections virus et bactéries

La fréquence de la co-détection de virus et bactérie varie entre 8 a 25 % selon les études
(192,204,224-231). La survenue de pneumonies bactériennes dans les suites d’une infection

grippale étant classique, il a logiquement été propos¢ un schéma avec dans I’ordre une infection
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bronchique virale suivie d’une surinfection bactérienne. Ainsi, dans une étude anglaise de
Hutchinson et al. incluant des patients en exacerbation, 36% des patients n’ayant qu’un virus
détecté¢ a I’inclusion présentaient une bactérie a des taux cliniquement significatifs dans leurs
prélevements bronchiques dans les 7 jours qui suivaient (225). De plus, 70% des patients pour
lesquels seule une bactérie avait été isolée rapportait la présence de symptdmes évocateurs d’une
infection virale lors de I’apparition des signes en lien avec 1’exacerbation actuelle suggérant que
certaines de ces exacerbations pourraient également étre des surinfections bactériennes

secondaires.

Plus récemment, George et al. ont observé deux profils différents d’évolution des charges
virales et bactériennes durant ’exacerbation (210). Un premier groupe de patient présentait
uniquement une charge virale de rhinovirus détectable lors de la prise en charge, charge qui
diminuait progressivement pour devenir indétectable alors que parallélement apparaissait et
augmentait une charge bactérienne qui atteignait un pic au 14° jour évoquant un mécanisme de
surinfection secondaire. Le deuxiéme groupe présentait dés 1’inclusion des charges virales et
bactériennes détectables qui diminuaient parallélement jusqu’au 7° jour avec ré-augmentation de
la charge bactérienne au 14° jour suggérant cette fois une co-infection au sens propre avec reprise
de la croissance bactérienne a ’arrét de I’antibiothérapie. La meilleure démonstration vient du
modele expérimental d’infection de patients BPCO par le rhinovirus de Mallia et al. (232). Alors
que la charge virale atteint son pic entre le 5° et le 9° jour avant de diminuer progressivement
jusqu’au 21 jour, il est observé une augmentation de la charge bactérienne a partir du 5° jour pour
atteindre un pic au 15° jour avant de diminuer. Une analyse complémentaire a démontré que le
pathogeéne mis en évidence dans cette expérience n’était pas liée a une surinfection bronchique
par une nouvelle souche bactérienne mais a la prolifération d’une espéce déja présente dans le

microbiome pulmonaire avant I’infection (233).

L’inverse est également possible puisque Hutchinson et a/ ont observé chez 10% des patients
pour lesquels seule une bactérie était isolée a I’inclusion, la mise en évidence de virus au 5° jour,
suggérant une possible surinfection virale (225). Peu d’études expérimentales ont été réalisées
dans ce sens mais un travail utilisant des lignées de cellules épithéliales bronchiques montre que
la pré-exposition de ces cellules a8 NTHi ou Pseudomonas aeruginosa augmente la réponse

inflammatoire lors d’une surinfection par le VRS et non le virus influenza ou les adénovirus
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suggérant la possibilité d’un effet synergique dans le sens infection bactérienne avec surinfection

virale (234).

Tous ces travaux montrent la complexité des interactions pouvant exister entre virus et
bactéries qui semblent se favoriser I’un 1’autre. Ce phénomeéne se traduit par une susceptibilité
accrue a une nouvelle surinfection, phénoméne qui se traduit cliniquement par un risque
augmenté de refaire une exacerbation dans les 8 semaines qui suivent une premicre exacerbation

(14).

5. Voie IL-17 / IL-22 dans la BPCO

5.1. Immunité Th17 pulmonaire

5.1.1. Cellules et cytokines Th17

Les cytokines IL-17 et IL-22 sont surtout produites par les lymphocytes et notamment les
cellules Th17. Ces lymphocytes Th17 sont un profil lymphocytaire nouvellement décrit se
différenciant a partir de lymphocytes T CD4" naifs stimulés par un antigéne présenté par une
cellule présentatrice d’antigénes en présence d’IL-6 et d’IL-1B chez I’homme ou d’IL-6 et de
TGF-B chez la souris (235). L’IL-23 intervient secondairement pour induire une différenciation
compléte et soutenir la production des cytokines. La famille des cytokines IL-17 comprend 6
membres mais ’activité anti-pathogeénes est principalement liée aux cytokines IL-17A, IL17F et a
I’hétéro-dimere IL-17A/F composé d’une sous-unité d’IL-17A et une d’IL-17F (236). Les
lymphocytes Th17 mais également les cellules innées comme les lymphocytes T v9, les ILC3, les
cellules NK et NKT produisent de I’'IL-17A, de I'IL-17F et de I’IL-22 qui sont des cytokines
essentielles dans la réponse immune de 1’hote contre des infections de ses muqueuses (237). Le
récepteur des cytokines IL-17A, IL-17F et IL-17A/F est le complexe associant une sous-unité A
et C du récepteur a I'IL-17 (IL-17RA-IL-17RC) (236). Le récepteur de I'IL-22 est un hétéro-
dimére composé de la sous-unité 1 du récepteur de I'[L-22 (IL-22RA) et la sous-unité¢ 2 du
récepteur de I'IL-10 (IL-10R2) (238). L’activation des récepteurs de I'IL-17 ou de I'IL-22
exprimés sur les cellules épithéliales bronchiques induit la sécrétion de facteurs de différenciation
ou chimio-attractants pour les polynucléaires neutrophiles comme le granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF), des chimiokines comme CXCLS, des cytokines comme 1’IL-6 et des

peptides antimicrobiens comme les B-défensines et les protéines de la famille S100 (236,238).
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5.1.2. Spécificités de ’'IL-17A et de I’'IL-22

En plus des fonctions citées ci-dessus, 1’IL-22 contribue a la protection et a la régénération
tissulaire par I’induction de la sécrétion des mucines par les cellules caliciformes et de la
prolifération des cellules épithéliales (239). A D'inverse, le recrutement des polynucléaires
neutrophiles est principalement secondaire a [’activation par I'IL-17A et I'IL-17A/F, la
neutralisation de I'I[L-17F ou de I'IL-22 n’ayant aucun effet sur ce recrutement (240). Ces
données montrent que ces cytokines ont des spécificités qui n’excluent pas des interactions et
recoupement de fonction entre elles. Par exemple, lors d’une infection bactérienne, la double
activation par ’IL-17A et I’IL-22 induit une synergie augmentant encore davantage la production

de peptides antimicrobiens et de chimiokines (241).

Selon le contexte et leur concentration relative, ces cytokines peuvent avoir des effets
bénéfiques comme des effets négatifs (242). Par conséquent, I’expression relative de I'IL-17A et
de I'IL-22 est régulée finement par différents facteurs de transcription comprenant STAT3,
RORyt, c-Maf et AHR, eux-mémes activés par différentes combinaisons de cytokines notamment
IL-1B, IL-6, IL-23 et TGF-B, suggérant un role important de régulation par les cellules

présentatrices d’antigéne dont les cellules dendritiques qui sécrétent ces cytokines (239).
5.2. Cytokines Th17 et inflammation chronique de la BPCO

5.2.1. Inflammation Th17 systémique

En comparaison aux sujets sains non fumeurs et aux fumeurs sans obstruction bronchique, les
concentrations sanguines d’IL-17A des patients atteints de BPCO sont ¢levées alors que les
concentrations sanguines d’IL-22 sont élevés tant dans la BPCO que chez les fumeurs sans
obstruction bronchique (243). Contrairement a 1’IL-22, les concentrations sanguines d’IL-17A
augmentent avec la sévérit¢ de la BPCO et sont négativement corrélées avec 1’obstruction
bronchique quantifiée par le VEMS en pourcentage de la théorique. Le nombre de lymphocytes
Th17 et de lymphocytes T CD8" produisant de I'IL-17A (Tc17) dans le sang des patients atteints
de BPCO est également plus ¢levé et associés a la sévérité de I’obstruction bronchique (128,130).
Les lymphocytes Thl sont plus nombreux dans le sang des patients atteints de BPCO et des

fumeurs sans obstruction bronchique mais leur nombre n’est pas corrélé a 1’obstruction
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bronchique suggérant que 1’inflammation systémique de type Th17 serait la plus en lien avec la

physiopathologie de la BPCO.

5.2.2. Inflammation Th17 pulmonaire

Dans les voies aériennes, la concentration en IL-17A et en IL-22 augmente avec la sévérité de
la BPCO (243). Les concentrations d’IL-17A dans le sputum sont corrélées avec celles des
facteur chimiotactiques pour les polynucléaires neutrophiles CXCLS8 et IL-6, et avec le degré
d’obstruction bronchique (244). Par conséquent, la physiopathologie de la BPCO et
I’inflammation neutrophilique qui s’y associe, semblent trés liées a I'IL-17. Le marquage
immuno-histo-chimique de biopsies bronchiques montre une fréquence plus importante de
cellules positives pour I’'IL-17A, I'IL-17F et I’IL-22 dans la BPCO, y compris dans les cellules
endothéliales (245). Comme supposé, les lymphocytes Th17 et Tcl7 sont plus fréquents tout au
long de I’arbre bronchique et dans les parois alvéolaires des poumons de patients atteints de
BPCO (246,247). Dans les petites voies aériennes, les cellules positives pour I’'IL-17A et I’IL-
17F comprennent non seulement des lymphocytes T mais également des polynucléaires
neutrophiles, des mastocytes et des lymphocytes B démontrant les sources potentielles multiples
de ces cytokines dans la BPCO (136). La formation d’un tissu lymphoide associé¢ aux bronches
(BALT) est une caractéristique de la BPCO (20). L’IL-17A participe aux développement des
follicules lymphoides en induisant la production de CXCL12 mais les cellules positives pour
I’IL-17A restent a la périphérie de ces follicules alors que les cellules positives pour I'IL-17F
sont présentent au sein du follicule suggérant que I’'IL-17A et ’IL-17F ont des roles différents en

lien avec la différenciation des lymphocytes T et B respectivement (136,137).

Dans les modeles murins, I’exposition a la fumée de cigarette induit la prolifération des
lymphocytes Th17 et Tcl7 (132). Dans ce contexte, I’'IL-17A est aussi produit par les cellules
immunitaires innées comprenant les cellules NK et NKT ainsi que les lymphocytes T yo sans
production détectable par les macrophages et les polynucléaires neutrophiles (248). Dans notre
modele de souris exposées de facon chronique a la fumée de cigarette, les résultats étaient
comparables avec 1’observation d’une expansion des cellules NKT produisant de I'IL-17A (86).
Cette production d’IL-17A par ces cellules est importante car I’inflammation induite par
I’exposition a la fumée de cigarette est réduite chez les souris déficientes en IL-17A ou lors de

I’'usage d’un anticorps neutralisant de I’IL-17A (248). De plus, les souris déficientes en cellules
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NKT perdaient leur capacité a développer une inflammation et une altération de leur fonction
respiratoire au moins pendant les premicres étapes d’exposition a la fumée de cigarette. Des
résultats similaires étaient suggérés pour les lymphocytes T yo qui sont également une source

importante de ces cytokines (248).

5.2.3. Régulation de la production d’IL-17

La production de I’IL-17 est controlée par les cytokines régulatrices comprenant I’IL-10 et le
TGF-B (249). Les concentrations d’IL-10 dans les expectorations sont plus faibles chez les
patients atteints de BPCO et négativement corrélées a 1’obstruction bronchique (243,244). Ce
changement dans la balance entre I’IL-10 et ’'I[L-17A a été associé¢ a la diminution de I’activité de
I’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO), un facteur d’induction de tolérance ayant la capacité de
controler le stress oxydant, chez les patients atteints de BPCO (244). A Dl’inverse, une étude
rapporte une augmentation des concentrations en IL-10 et TGF-B dans le plasma des patients
atteins de BPCO, augmentation associée a une augmentation de D’activité régulatrice des
lymphocytes T circulants mais il manque des contrdles fumeurs sains dans cette étude pour
pouvoir totalement interpréter ces résultats (250). Dans notre modele murin exposé de facon
chronique a la fumée de cigarette, il est observé une augmentation de 1’expression de 1’IL-10
dans les poumons. Cette augmentation vise vraisemblablement a controler 1’inflammation, les
souris déficientes en IL-10 exposées de fagon chronique a la fumée de cigarette présentant une

réponse IL-17 exacerbée associée a une altération plus importante de leur fonction respiratoire.

Nous faisons I’hypothése que la physiopathologie de la BPCO comprend deux niveaux de
production des cytokines Th17, une premicre en lien avec ’activation des cellules immunitaires
innées et une seconde liée au développement des lymphocytes Thl7. Cela pourrait aussi
correspondre a des mécanismes de production différents puisque les cellules innées sont activées
tres rapidement par les cellules épithéliales et les cellules dendritiques exposées a la fumée de
cigarette. A Dl’inverse, le développement des lymphocytes T Thl7 nécessite un circuit plus
complexe qui pourrait impliquer une réponse auto-immune et/ou une altération des mécanismes

de régulation.
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5.3. Cytokines Th17 et obstruction des voies aériennes

La relation entre IL-17 et obstruction des voies aériennes a ¢été démontrée dans différents
modeles expérimentaux. Kim ef al. ont montré que les souris sauvages nourries avec un régime
riche en graisse pendant 12 semaines développent une hyperréactivité bronchique et non les
souris déficientes en IL-17 (251). Cet effet est dépendant de I’expansion des ILC3 induite par
I’IL-1B, cytokine qui est ¢élevée chez les patients atteints de BPCO (252). Les souris déficientes
pour le géne RAG soumises au méme régime riche en graisse développent également une
hyperréactivité bronchique démontrant que cet effet est indépendant de la production d’IL-17 par
les cellules de I'immunité adaptative. Des résultats similaires ont été obtenus dans d’autres
modeles de souris exposés a différents toxiques aériens. Pichavant et al. ont montré que les souris
sauvages exposées durant 5 jours a de 1’ozone développent une hyperréactivité bronchique (253).
Cet effet est associ¢ a une augmentation des polynucléaires neutrophiles et dépend de 1’activation
des cellules NKT et de I’'IL-17. Plus récemment, notre équipe a confirmé 1’implication de I’IL-
17A produite par les cellules iNKT dans la pathogenese de I’hyperréactivité bronchique dans un
modele de souris exposées 12 semaines a la fumée de cigarette, un effet dépendant de 1’activation
des cellules iNKT par le stress oxydant dans les cellules dendritiques CD11b" (86). Dans un autre
modele de souris exposées 3 jours a la fumée de cigarette, Li ef al. ont montré que 1’injection
d’IL-22 recombinante seule ou en association avec I’exposition a la fumée de cigarette induit une
hyperréactivit¢ bronchique associée a une ¢élévation de I'IL-17A et des polynucléaires
neutrophiles démontrant les potentiels effets déléteres de cette cytokine (254). Enfin, McGovern
et al. ont montré¢ dans un modele de souris exposées a la chlorine que le développement d’une
hyperréactivité bronchique est dépendante des polynucléaires neutrophiles (255). Ces résultats
sont concordants avec les données cliniques montrant une corrélation entre les concentrations
d’IL-17A et le nombre de polynucléaires neutrophiles dans les expectorations de patients atteints
de BPCO (243). Toutes ces données suggerent que les cytokines Th17 produites par les cellules
de I'immunité innée dans un contexte inflammatoire induisent le développement d’une

obstruction des voies aériennes dépendante du recrutement des polynucléaires neutrophiles.

5.4. Cytokines Th17 et développement de ’emphyséme

L’emphyséme est la conséquence de la destruction des parois alvéolaires, phénomene

fréquemment retrouvé dans la BPCO (46). Harrison ef al. ont montré dans un modele de souris
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exposées 6 mois a la fumée de cigarette que 1’augmentation de lymphocytes Th17 exprimant
CCR6 est associée a un ¢€largissement des espaces aériens (256). Bracke et al. ayant démontré
précédemment que les souris déficientes pour CCR6 étaient protégées contre le développement
d’un emphyséme induit par I’exposition a la fumée de cigarette, cela suggere un role délétere de
ces cellules (257). Les mécanismes physiopathologiques responsable de I’induction de la
différenciation des lymphocytes Th17 et de leur activation lors de I’exposition a la fumée de
cigarette ne sont pas encore complétement clarifiés. Ainsi, Chen et al. ont montré in vitro que
cette différenciation dépend du récepteur aux hydrocarbures aromatiques (AHR) qui commande
théoriquement la production d'IL-22 (258). Cependant, I’activation de I’inflammasome semble
étre aussi importante, 1’induction de I’'IL-17A étant diminuée dans les souris déficientes pour le
récepteur de I’'IL-1 ou pour NLRP3 (259,260). Enfin, I’expression du miR-22 induite par la
fumée de cigarette dans les cellules présentatrices d’antigéne est également nécessaire pour
conduire au développement d’un emphyséme dépendant des cellules Th1l7, démontrant

I’existence de voies de signalisation multiples pouvant étre impliquées dans ce phénomene (261).

La pathogénicité de I’'IL-17A a été confirmée par Kurimoto et al. qui ont montré que les souris
déficientes pour I’IL-17A sont protégées contre le développement d’un emphyséme induit par
I’¢lastase (262). Cet effet protecteur est associé a une réduction des polynucléaires neutrophiles et
des facteurs chimioattractants pour les neutrophiles KC et MIP-2. Ce résultat renforce les
résultats antérieurs de Chen et al. qui ont démontré que la signalisation de I’'IL-17RA est
nécessaire au développement d’un emphyséme (258). Dans son modele, I’association de I’IL-17A
avec I’IL-22 augmente 1’expression des MMP, molécules qui sont impliquées dans la destruction
tissulaire (46). De plus, I'utilisation de souris déficientes en IL-17A et la neutralisation de I’'IL-
17A chez les souris sauvage sont associées a une diminution du recrutement des macrophages et
des polynucléaires neutrophiles, des chimiokines CCL2 et CCL3 et de I’expression de MMP-12
en réponse a la fumée de cigarette (248). Ces données suggerent que 1I’IL-17A et I’IL-22 sont
impliquées dans le développement de I’emphyséme via I’induction de la libération de protéases
par les cellules immunes et les cellules épithéliales (46,263). Néanmoins, Chang et al. ont
démontré que I’'IL-17A induit par la fumée de cigarette peut aussi induire directement 1’apoptose
des cellules alvéolaires de type 2 (264). Par conséquent, I'IL-17A et I’'IL-22 favorisent le
développement d’un emphyséme via 1’induction de la production de protéases et de 1’apoptose

des cellules alvéolaires.
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Tout ceci démontre I’implication des cytokines IL-17 et IL-22 dans la physiopathologie de la
BPCO a I’état stable. Les cellules produisant ces cytokines comprennent tant des cellules de
I’immunité adaptative que des cellules de I’'immunité innée. Les cellules présentatrices d’antigeéne
et plus particulierement les cellules dendritiques jouant un rdle central dans I’activation de
I’immunité adaptative et interagissant également fortement avec les cellules lymphoides innées, il

est donc vraisemblable qu’elles jouent un réle déterminant dans cette polarisation Th17.

6. Objectifs de la these

En raison de leur impact sur la morbi-mortalité des patients, la prise en charge et la prévention
des exacerbations est un objectif prioritaire. Leurs étiologies majoritairement infectieuses et la
présence de patients présentant des exacerbations fréquentes des les stades précoces suggérent la
présence d’une susceptibilité aux a ces infections responsable de ces mécanismes d’exacerbation.
L’immunité Th17 étant fortement impliquée et altérée dans la BPCO et le role des cytokines IL-
17A et IL-22 déterminant dans le contrdle des infections bactériennes et fongiques, nous avons
émis 1’hypothése que la réponse IL-17A et IL-22 aux pathogenes était altérée au cours de la

BPCO participant a la susceptibilité aux infections associée a la maladie.

L’objectif principal de cette thése est de démontrer la présence de ce déficit de réponse IL-
17A et IL-22 au cours des exacerbations infectieuses de la BPCO. Les objectifs secondaires sont
tout d’abord de définir les populations sources de ces cytokines au cours de I’exacerbation a
Streptococcus pneumoniae parmi les cellules T conventionnelles et les cellules lymphoides
innées et décrire lesquelles sont a I'origine du défaut de production IL-17A et IL-22, puis
d’évaluer le role des cellules présentatrices d’antigéne dans ce défaut de réponse avec la mise en
place d’un mod¢le de cellules dendritiques exposées a la fumée de cigarette pour évaluer I’impact
direct de cette exposition et les mécanismes impliqués, ensuite d’évaluer le retentissement sur la
réponse de 1’épithélium a I’agression en terme de production de peptides antimicrobiens et de
régénération, tout ceci devant amener a proposer de nouvelles cibles thérapeutiques ciblant ce

déficit.

Trois approches expérimentales seront utilisées, une approche ex vivo utilisant des cellules
mononucléées de patients atteints de BPCO qui seront exposées a Streptococcus pneumoniae

pour quantifier leur réponse pro-Th17 et Th17 et la comparer a celle de cellules issues de sujets
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sains non fumeurs et de fumeurs sans obstruction bronchique, une approche in vitro avec tout
d’abord utilisation d’un modele de cellules dendritiques dérivées de monocytes du sang qui
seront exposées a la fumée de cigarette puis a Streptococcus pneumoniae puis secondairement
mise en coculture avec des lymphocytes T autologues pour évaluer leur capacité induire une
réponse Thl7, et enfin une approche in vivo avec un modéle de souris exposées de facon
chronique a la fumée de cigarette avant d’étre infectées par Streptococcus pneumoniae. Pour
répondre définitivement a 1’objectif principal, une étude clinique centrée sur I’évaluation de la

réponse IL-17A et IL-22 au cours des exacerbations de la BPCO sera mise en place.
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1. La fumée de cigarette altere la capacité des cellules dendritiques a
induire une réponse Th17 en réponse a Streptococcus pneumoniae

La fumée de cigarette représente la principale cause de développement d’une BPCO. Elle est
responsable de l'activation de nombreux types cellulaires mais aussi de l'altération de certaines
fonctions cellulaires. La mise en évidence d'un défaut de production des cytokines IL-17 nous a
permis de montrer un défaut fonctionnel des cellules présentatrices d’antigénes et notamment des
cellules dendritiques. Cela se traduit en particulier par un défaut de production d'IL-1f et d'TL-23,
deux cytokines favorisant la production des cytokines IL-17. Cette altération de la réponse IL-17
a aussi été décelée dans les cellules mononucléées de patients BPCO. Afin de préciser par quel
mécanisme, ce défaut de réponse s'établit, nous avons testé I'impact de I'exposition a la fumée de
cigarette sur l'activation par le pneumocoque des cellules dendritiques humaines issues de la
différenciation de monocytes. L'impact de cette exposition a été évalué sur le phénotype de ces
cellules notamment l'expression de molécules de costimulation, la production de cytokines
immuno-modulatrices et leur capacit¢é a induire la production d'IL-17A et IL-22 par les
lymphocytes T. De plus, le mécanisme d'action de la fumée de cigarette a été analysé en se

focalisant sur le stress oxydant occasionné par cette exposition.
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1.1. Abstract

Background: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is associated with chronic
inflammation and impaired immune response to pathogens leading to bacteria-induced
exacerbation of the disease. A defect in Thl7 cytokines in response to Streptococcus
pneumoniae, a bacteria associated with COPD exacerbations, has been recently reported.
Dendritic cells (DC) are professional antigen presenting cells that drive T-cells differentiation
and activation. In this study, we hypothesized that exposure to cigarette smoke, the main risk
factor of COPD, might altered the pro-Th17 response to S. pneumoniae in COPD patients and
human DC.

Methods: Pro-Thl and -Thl7 cytokine production by peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from COPD patients was analyzed and compared to those from smokers and non-
smokers healthy subjects. The effect of cigarette smoke extract (CSE) was analyzed on human
monocyte-derived DC (MDDC) from controls exposed or not to S. pneumoniae. Bacteria
endocytosis, maturation of MDDC and secretion of cytokines were assessed by flow cytometry
and ELISA, respectively. Implication of the oxidative stress was analyzed by addition of
antioxidants and mitochondria inhibitors. In parallel, MDDC were cocultured with autologous T-

cells to analyze the consequence on Thl and Th17 cytokine production.

Results: PBMC from COPD patients exhibited defective production of IL-1p, IL-6, IL-12 and
IL-23 to S. pneumoniae compared to healthy subjects and smokers. CSE significantly reduced S.
pneumoniae-induced MDDC maturation, secretion of pro-Thl and -Thl7 cytokines and
activation of Thl and Th17 T-cell responses. CSE exposure was also associated with sustained
CXCLS8 secretion, bacteria endocytosis and mitochondrial oxidative stress. Antioxidants did not
reverse these effects. Inhibitors of mitochondrial electron transport chain partly reproduced
inhibition of S. pneumoniae-induced MDDC maturation but had no effect on cytokine secretion

and T cell activation.

Conclusions: We observed a defective pro-Thl and -Th17 response to bacteria in COPD
patients. CSE exposure was associated with an inhibition of DC capacity to activate antigen
specific T-cell response, an effect that seems to be not only related to oxidative stress. These
results suggest that new therapeutics boosting this response in DC may be helpful to improve

treatment of COPD exacerbations.
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1.2. Background

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a leading cause of morbidity and mortality
worldwide mainly due to cigarette smoke exposure [1]. Oxidative stress induced by cigarette
smoke induces a chronic lung inflammation responsible for a non-reversible airflow limitation
and an impaired immune lung defenses leading to airway bacterial infections [2,3]. Most of these
are due to Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae and Moraxella catarrhalis [4].
These infectious episodes are the major cause of acute exacerbations which have a strong impact
on mortality and on disease-related costs [5]. Indeed, about 50% of COPD patients developing a
first severe exacerbation die within 4 years after this episode [6]. Although studies reported that
the mucosal inflammation is increased during COPD disease, recent evidences demonstrated that

the immune response to micro-organisms is altered [7].

Dendritic cells (DC) are professional antigen presenting cells (APC) linking innate and
adaptive immune responses, that are crucial to build an effective anti-bacterial response [8]. DC
drive antigen-specific T-cells differentiation and activation in response to pathogens by
delivering 3 signals including antigen presentation, co-stimulatory molecule expression and
immuno-modulatory cytokine production [9]. The characteristics of these signals determine the
polarization of the T-cell response as well as those of non-conventional lymphocytes [10]. Both
Thl, i.e. IFN-y, and Th17, i.e. interleukin (IL)-17 and IL-22, cytokines are needed to control S.
pneumoniae infection [11,12]. The oxidative stress induced by cigarette smoke inhibits LPS-
induced DC maturation [13] and production of interleukin-12 (IL-12) and IL-23, which are
involved in Thl and Th17 T-cell differentiation, respectively [14]. However, there are little data

on cigarette smoke effects on live bacteria-induced DC maturation.

Previous studies have shown that IL-17-producing cells are more frequent in the airways of
steady-state COPD patients [15]. Conversely, another study have reported lower IL-17 levels
during exacerbation in severe COPD patients compared to healthy subjects and mild COPD
patients [16]. These results are strengthened by another clinical study confirming lower IL-17
blood levels in COPD patients colonized in the airways by opportunistic pathogens [17]. We
recently described an altered IL-17 response to infection by S. pneumoniae in in vitro stimulated

peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of COPD patients and in mice chronically exposed
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to cigarette smoke [18]. As reported in lung APC from these mice, we hypothesized that

exposure to CSE might altered the response to S. pneumoniae in COPD patients and human DC.

To evaluate this, we first analyzed the pro-Thl and -Thl7 response to S. pneumoniae in
PBMC from COPD patients. Since DC play a central role in the host response to bacteria, we
evaluated the effects of cigarette smoke extract (CSE) on their capacity to initiate a Thl7
response against S. pneumoniae, on bacteria uptake and on costimulatory molecule expression
and cytokine secretion. We finally investigate the role of cytoplasmic and mitochondrial

oxidative stress in CSE effects.
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1.3. Methods

1.3.1. Cell preparation

Whole blood from anonymous healthy adult donors was obtained at the Etablissement
Frangais du Sang (French National Blood Service). Peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
were isolated using Ficoll-paque gradient. Human monocytes were purified from PBMC by
positive selection over a MACS column using anti-CD14-monoclonal antibodies conjugated
microbeads (Miltenyi Biotec GmBH, Germany). Immature human monocyte-derived dendritic
cells (MDDC) were generated by culturing monocytes for 5 days in RPMI 1640 supplemented
with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (Invitrogen, Paisley, UK), IL-4 (10 ng/ml) and
GM-CSF (25 ng/ml) (PromoCell, Heidelberg, Germany). Immature MDDC were characterized
by their phenotype (CD11c+ CDla+ HLA-DRlow CD83low and CCR7low). Autologous T-cells
were purified from whole blood by negative selection using the Pan T cell isolation kit II
(Miltenyi Biotec GmBH) and stored at -80°C in freezing mix (90% FCS and 10% DMSO). For
the ex vivo study, whole blood was collected from 14 non-smokers healthy adults, 13 smokers
without COPD and 9 stable COPD patients after informed consent (CPP 2008-A00690-55).
Description of the patients is depicted in Table 1. PBMC were isolated as described above and

stimulated as previously described [18].

Table 1: Clinical characteristics of COPD patients, smokers and non-smokers.

Sexe Smoking . Inhaled
Gronp | WY (M/F) Age (Pack.year) AL PO2 BODE corticosteroid
COPD 9 8/1|57.8+32 57+59 | 578+£79|709+23|24+0.8 4
N el 13 [ 10/3|42.6+49 | 354+46 | 936+1.5 ND ND 0
b 14 |10/4|455+5.7 0 953+3.5 ND ND 0
smokers

FEV1%, percentage of the forced expiratory lung volume in the first second; PO,, blood partial pressure of oxygen;
BODE: index combining Body mass index, airflow obstruction, dyspnea and exercise capacity (6-minute walk test).
Results are expressed as mean +SEM. ND: not determined.

1.3.2. Preparation of cigarette smoke extract

Cigarette smoke extract (CSE) was prepared according to the method described by Blue and
Janoff [19]. Briefly, the smoking apparatus consisted of a 60-ml syringe to which a cigarette was
attached. CSE was prepared by drawing 60 ml of cigarette smoke through the filter into the
syringe and then slowly bubbling the smoke into 10 ml of basal Airway Epithelial Cell Medium
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(PromoCell). Two Kentucky research cigarettes 3RF4 were smoked per 10 ml of medium. The

final solution was filtered through 0.2 pm filters and used immediately at 4% dilution.

1.3.3. Streptococcus pneumoniae

Encapsulated Streptococcus pneumoniae serotype 1 (clinical isolate from University Hospital
of Lille, France) was stored at -80°C in 60% glycerol. For infection, bacteria was expanded by re-
suspension in Todd Hewitt broth supplemented with 2% FCS and incubated at 37°C for 4 hours.
The multiplicity of infection (MOI) used was 2 bacteria in exponential phase growth per 1

MDDC or PBMC.

1.3.4. Activation of human MDDC and design of the coculture

Immature MDDC were exposed to 4% CSE for 3 hours in RPMI 1640 before activation by S.
pneumoniae or by the Lipopolysaccharide as a positive control (LPS, E.coli serotype O55BS,
Ipg/ml) (Invivogen, San Diego, CA). To stop bacterial growth, 100 Ul/ml Penicillin and
100pg/ml Streptomycin were added to the culture medium 1 hour after S. pneumoniae has been
added. After an overnight incubation at 37°C, supernatants were harvested and MDDC collected
and divided in two groups, one to analyze their phenotype in flow cytometry and one to analyze
their APC function in coculture with autologous T-cells (5 x 104 MDDC per 5 x105 T-cells in
500 uL RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, 5 days at 37°C). Cell viability assessed by
trypan blue staining confirmed that exposure to CSE did not increase cell toxicity in unstimulated
and S. pneumoniae-stimulated MDDC (data not shown). For cocultures, a condition with T-cells
alone in a well coated by anti-CD3 antibodies (20pg/ml, BD Biosciences, San Diego, CA) was

used as a positive control of T-cells activation.

1.3.5. Flow cytometry

MDDC were labelled (30 min at 4°C) with different mix of FITC-conjugated anti-CD36, -
CD86, -CD209, -CCR7 or -CD1a, PE-conjugated anti-B7H1, -CD80 or -CD54, APC-conjugated
anti-CD83, -CD40 or -CD11c, PECy5-conjugated anti-HLA-DR and corresponding IgG isotype
controls (BD Pharmingen™, BD Biosciences). After been washed and fixed in 0.25%
paraformaldehyde (PFA), MDDC were gated using FSC and SSC on a FACSCalibur flow
cytometer with CellQuest software (BD biosciences). For intracellular staining, T-cells were

incubated in RPMI 1640 supplemented with 10% FCS plus brefeldin A (10pg/ml) for 6 hours at
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37°C. Cells were first labelled (30 min at 4°C) with APC-Cy7-conjugated anti-CD45, Alexa
Fluor 700-conjugated anti-CD4 and AmCyan-conjugated anti-CDS8. After 15 min incubation,
cells were fixed, permeabilized (Kit, BD Biosciences) and labelled with FITC-conjugated anti-
IFN-y, APC-conjugated anti-IL-17, PE-conjugated anti-IL-22 or the related isotype controls.
Results are expressed as the difference between median fluorescence intensity (MFI) with the

specific antibody and the isotype control (AMFI).

1.3.6. Cytokines measurements

For in vitro and ex vivo studies, supernatants were collected 24h after S. pneumoniae exposure,
and stored at -20°C. Concentrations of cytokines were determined by sandwich ELISA as
described by the manufacturer for IFN-y, IL-1p, IL-4, IL-6, CXCLS, IL-10, IL-17, IL-22, IL-23
(eBiosciences, San Diego, CA) and for TNF-a and IL-12p70 (R&D systems, Abingdon,UK).

1.3.7. Real Time quantitative PCR

Specific experiments were done to quantify the mRNA expression of markers for oxidative
stress. After a 6-hours incubation with S. pneumoniae, MDDC were washed in PBS and
homogenized and stored at -20°C in TRIzol reagent (Invitrogen). RNA were extracted using
successively chloroform, isopropyl alcohol and 75% ethanol, and re-suspended into 30ul RNase
free water. Quantity and quality was determined by Nanodrop spectrophotometer using OD
260nm for measuring concentration and 260/280 ratio for assessing the purity. Overall quality
was also evaluated by electrophoresis through a 0.8% agarose gel visualized using GelStar™
staining (Lonza, Rockland, USA). Total RNA was reverse transcribed using Superscript® III
Platinum® Two-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen, Paisley, Scotland). Real-Time PCR was
performed in duplicates in 96-well plates using SYBR® Green Master mix (Invitrogen, Paisley,
Scotland). Primer sequences are listed in Additional file 1. Relative mRNA quantities were

calculated using the comparative Ct method normalized to human B-actin (2-AACY).

1.3.8. Endocytosis and bactericidy of S. pneumoniae by MDDC

S. pneumoniae was first labelled with pHrodo™ SE (Molecular Probes®, Invitrogen®) and
stored at 4°C protected from light according to manufacturer’s instructions. CSE was added 3
hours before MDDC dye-labelled S. pneumoniae exposure (MOI 20). After a 30 min-incubation

at 37°C, cells were washed and a flow cytometer analysis was immediately performed with
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488nm argon-ion laser using a R-phycoerythrin emission filter. One condition of MDDC was
incubated at 4°C as an endocytosis negative control. Results are expressed in MFI. Endocytosis
of viable bacteria after a 3-hours CSE exposure (MOI 10), was studied in MDDC as described by
Zhou [20].

1.3.9. Oxidative stress and mitochondrial dysfunction assessment

Cellular and focused mitochondrial oxidative stress were quantified either after 3 and 6 hours
after S. pneumoniae exposure using H2ZDCFDA and MitoSOX™, respectively as described by
the manufacturer (ThermoFisher). After 30 minutes incubation at 37°C, cells were washed in
PBS and analyzed in flow cytometry. For evaluation of oxidative stress involvement in CSE
effects, the antioxidants N-Acetyl-Cystein (0.5mM), tertiary butyl hydroquinone (5, 10 or 20uM),
butylated hydroxyanisole (20uM) or MitoTEMPO (10 uM) were added to the MDDC medium 30
minutes before CSE exposure (Sigma, St Louis, MO). Finally, to test involvement of
mitochondrial dysfunction, two inhibitors of mitochondrial electron transport chain inducing
mitochondrial dysfunction and oxidative stress, rotenone (2uM) and antimycin A (1pM) (Sigma),

were used separately instead of CSE.

1.3.10.  Statistical analysis

Results are expressed as mean + S.E.M. The statistical significance of differences was
calculated by a Wilcoxon rank-sum test when comparing two groups and a Friedman test with a
post-hoc Wilcoxon test with Holm correction when comparing more than two groups (R version

3.2.3). P-value lower than 0.05 were considered as significant.
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1.4. Results

1.4.1. PBMC from COPD patients exhibit a defective pro-Thl and pro-Th17
response to S. pneumoniae

To compare the cytokine profile of PBMC from healthy subjects, smokers and COPD patients,
levels of CXCLS8 (Additional file 2), IL-1p, IL-6, IL-12 and IL-23 were evaluated (Fig. 1). At
baseline, PBMC from COPD patients produced more IL-6, but not IL-12 and IL-23, than healthy
controls and smokers and more CXCL8 and IL-1p than smokers. As expected, S. pneumoniae
exposure triggered higher secretion by PBMC from healthy controls of CXCLS, IL-18, IL-6, and
IL-12 with a same trend for IL-23. Interestingly, the same pattern was observed with PBMC from
smokers. However, S. pneumoniae exposure did not induce IL-6, IL-12 and IL-23 secretion by
PBMC from COPD patients whereas it increased IL-1p (Fig. 1). However, the concentrations of
IL-1B in S. pneumoniae-stimulated PBMC were lower in COPD patients than in smokers.
CXCL8 production by PBMC from COPD patients activated by S. pneumoniae was unchanged
although the CXCLS8 levels were similar in the 3 groups (Additional file 2). These data suggest
that the response to S. pneumoniae is altered in PBMC from COPD patients but not those from

smokers.

1.4.2. CSE inhibits S. pneumoniae-induced MDDC maturation

Since we observed a defective production of cytokines that are known to be mainly produced
by APC, in PBMC from COPD patients, we next focused on the effect of CSE on DC.
Stimulation with S. pneumoniae significantly increased the expression of maturation markers
including CD83, HLA-DR, CD80, CD86, CD40 and CD54 on MDDC (Fig. 2). In contrast, pre-
exposure of MDDC with CSE modulated the phenotypic response to S. pneumoniae by
minimizing the expression of all these molecules. As a note, CSE itself did not have any impact
on MDDC phenotype except a small increase of CD80 expression. Addition of S. pneumoniae
also increased the secretion of pro-inflammatory cytokines including TNF-a, IL-6, IL-23 and
CXCLS with a similar trend for IL-12 by MDDC (Fig. 3 and Additional file 3a). CSE exposure
inhibited IL-6 and IL-23 secretion in S. pneumoniae-activated MDDC with a similar trend for
TNF-a and IL-12 (Fig. 3). CSE alone only modulated the CXCLS8 levels for higher levels
(Additional file 3a-b). As a control, CSE was also partly able to inhibit the LPS-response by
MDDC by inhibiting CD83, CD40 and CD54 expression and TNF-a, IL-6, IL-12 and IL-23
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secretion (Additional file 3 and 4). All of these data showed that CSE inhibits S. preumoniae-
induced MDDC maturation and secretion of cytokines involved in Thl and Th17 T-cell

differentiation.
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Figure 1: S. pneumoniae-induced cytokine secretion by PBMC from non-smoker healthy
subjects (n=14), smokers without COPD (n=13) and COPD patients (n=9). Supernatants were
collected after 24h incubation without stimulation (white columns) or after addition of S.
pneumoniae (black columns). (a) IL-1B, (b) IL-6, (c) IL-12 and (d) IL-23 were quantified by
ELISA. Data are reported as mean + S.E.M. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Figure 2: In vitro exposure to cigarette smoke extract (CSE) modulate the phenotype of
monocyte-derived dendritic cells (MDDC) from healthy subjects activated by S. pneumoniae (Sp).
Expression of (a) CD83, (b) HLA-DR, (¢) CDS80, (d) CD86, (e) CD40 and (f) CD54 was
evaluated by flow cytometry in MDDC exposed to CSE and then activated or not by S.
pneumoniae for 24h. Data are reported as mean fluorescence intensity (MFI) = S.E.M. of 27
experiments. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Figure 3: In vitro exposure to cigarette smoke extract (CSE) modulates the secretion of cytokines
by monocyte-derived dendritic cells (MDDC) from healthy subjects activated by S. pneumoniae
(Sp). Levels of (a) TNF-a, (b) IL-6, (¢) IL-12 and (d) IL-23 were quantified by ELISA in MDDC
culture supernatants collected after 24 hours incubation with CSE and/or S. pneumoniae. Data are
reported as mean + S.E.M. of 14 experiments. *P<0.05, **P<0.01.

1.4.3. CSE-exposed MDDC are responsible for a defective Thl and Th17
response to S. pneumoniae

To evaluate the effects of CSE on the crosstalk MDDC/T-cells, we next performed coculture
experiments between MDDC and autologous T-cells. T-cells cultured with S. prneumoniae-
exposed MDDC secreted significantly higher levels of IFN-y, IL-17 and IL-22 (Fig. 4a-c).
Intracellular staining confirmed the T-cell origin of these cytokines (Additional file 5). In
contrast, when MDDC were pre-exposed to CSE prior S. pneumoniae activation, T-cells secreted

lower levels of IFN-y and IL-17 with a similar trend for IL-22 (Fig. 4a-c). MDDC only exposed
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to CSE had no effect on IL-17 secretion but induced a slightly higher IFN-y and lower IL-22
production (p< 0.05). Exposure to CSE had no impact on IL-10 and IL-4 levels (Fig. 4d and data

not shown).
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Figure 4: In vitro exposure to cigarette smoke extract (CSE) of monocyte-derived dendritic cells
(MDDC) altered their ability to prime T-cells. MDDC were exposed to CSE and then activated or
not by S. pneumoniae (Sp). After 24 hours incubation, MDDC were then cocultured 5 days with
autologous T-cells. Levels of (a) IFN-y, (b) IL-17, (¢) IL-22 and (d) IL-10 were quantified by
ELISA in coculture supernatants. In some experiments, either recombinant human IL-12 or IL-23
were added to the cocultures with CSE- and Sp-exposed MDDC in order to quantify their ability
to restore (e) IFN-y or (f) [L-17 secretion, respectively. Data are reported as mean + S.E.M. of 14
and 3 experiments for a-d and e-f, respectively. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

To demonstrate that the defective production of IL-12 and IL-23 by MDDC following CSE
exposure was responsible for the defective IFN-y and IL-17 production by T-cells respectively,
we supplemented the cocultures with these recombinant cytokines. As depicted in Figure 4e and
4f, addition of recombinant human IL-12 and IL-23 to cocultures induced a huge IFN-y secretion
and restored IL-17 secretion, respectively. Although, the difference was not significant due to the
small sample size, the effect is reproducible. These data showed that inhibition of MDDC
maturation by CSE altered their ability to promote Thl and Th17 T-cell differentiation, an effect
that seems to be related to the decreased secretion of IL-12 and IL-23 by MDDC.

1.4.4. Impact of CSE on S. pneumoniae endocytosis by MDDC

To understand why CSE limits MDDC maturation induced by S. pneumoniae, bacterial
endocytosis was first investigated. Despite CSE inhibition of S. pneumoniae- and LPS-induced
MDDC expression of the adherence molecule CD54 (Fig 2f and Additional file 4f), MDDC
exposure to dye-labeled S. pneumoniae showed higher fluorescence in CSE pre-exposed cells
(Fig. 5a). As pHrodo™ is only fluorescent in acidic environment, it indirectly reflected a greater
internalization of bacteria. This result was comforted with viable bacteria showing a trend to a
higher endocytosis and a decreased killing of internalized bacteria in MDDC pre-exposed to CSE
(Fig. 5b-c). These results showed that CSE inhibition of MDDC maturations is not related to

decreased bacterial endocytosis.
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Figure 5: In vitro exposure to cigarette smoke extract (CSE) is associated with higher
endocytosis of S. prneumoniae (Sp) by monocyte-derived dendritic cells (MDDC). (a) Mean
fluorescence intensity (MFI) of internalized dye-labelled Sp was measured by flow cytometry.
One condition was put at 4°C to inhibit endocytosis as a negative control. (b) Proportion of
viable internalized Sp after one hour exposure were quantify to measure bacteria endocytosis as
described by Zhou (265). (¢) After one more hour incubation, internalized still viable Sp were
quantify to measure the proportion of killed Sp. Data represent mean + S.E.M. of 4 and 2
experiments for a and b-c respectively. There was no statistical difference between groups.

1.4.5. CSE induced oxidative stress was not implicated in the altered response to
S. Pneumoniae.

We next focused on the impact of oxidative stress in the repressive effect of CSE on DC
maturation. As expected, CSE exposure, despite the presence or not of S. pneumoniae, increased
the expression of heme oxygenase 1 (HO1) within MDDC (Fig. 6a). This was confirmed by
increased fluorescence in DCFDA-pre-treated MDDC after 3h incubation (data not shown).
Oxidative stress involvement in CSE inhibitory effects was next tested by adding before CSE
exposure, antioxidants targeting different oxidative pathways. After addition of N-Acetyl-Cystein
(NAC), the inhibitory effect of CSE on co-maturation marker expression and cytokine expression
was not reversed except for CD80 and CD86 for which NAC tended to increase their expression
(p=NS) (Fig. 7, Additional file 6). Similarly, two other antioxidants, tertiary butyl hydroquinone
(TBHQ) and butylated hydroxyanisole (BHA) were not able to reverse CSE inhibitory effects
(data not shown). Whereas cytoplasmic oxidative stress did not persist after 6h incubation, co-
activation with CSE and S. pneumoniae induced a mitochondrial oxidative stress depicted by

increased MitoSOX fluorescence (Fig. 6b). Again, MitoTEMPO a mitochondrially-targeted
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antioxidant could not reverse CSE inhibitory effects (data not shown). Moreover, MDDC pre-
treatment by NAC and MitoTEMPO did not restore the production of I[FN-y and IL-17 by T-cells

in cocultures (data not shown).
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Figure 6: In vitro exposure to cigarette smoke extract (CSE) induced an oxidative stress in
monocyte-derived dendritic cell (MDDC) from healthy subjects activated by S. pneumoniae (Sp).
(a) Expression of Heme-oxygenase (HO)-1 was evaluated by qRT-PCR in MDDC exposed to
CSE and then activated or not by S. pneumoniae for 6 hours. (b) Mitochondrial oxidative stress
was measured by flow cytometry by measuring the fluorescence of MitoSox in MDDC exposed
to CSE and then activated or not by S. pneumoniae for 6 hours. Data represent mean + S.E.M of 4
and 6 experiments for a and b, respectively. *P<0.05.
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Figure 7: Treatment with the anti-oxidant N-acetylcystein (NAC) did not reverse the inhibitory
effect of cigarette smoke extract (CSE) on the phenotype and the secretion of cytokines by
monocyte-derived dendritic cell (MDDC) activated by S. pneumoniae (Sp). The expression of (a)
CD83 and the secretion of (b) IL-23 by MDDC treated or not with NAC and then exposed to
CSE and Sp for 24 hours were evaluated by flow cytometry and ELISA, respectively. Data are
reported as mean + S.E.M of 6 experiments. There was no statistical difference between groups.

Furthermore, treatment with rotenone and antimycin A, which induced a mitochondrial
dysfunction, tended to minimize S. pneumoniae-induced MDDC CDS83 expression (Fig. 8a) as
well as S. pneumoniae-stimulated maturation marker expression (Additional file 7). In contrast,
cytokine production by S. pneumoniae-activated MDDC was not modified by addition of
rotenone and antimycin A as illustrated by sustained S. pneumoniae-induced 1L-23 secretion (Fig.
8b). These data suggest that CSE-induced mitochondrial stress does not reproduce the major

effects of CSE.
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Figure 8: In vitro exposures to rotenone (Rot) and antimycin A (AmA) inhibit the phenotype of
monocyte-derived dendritic cells (MDDC) activated by S. pneumoniae (Sp) but not the secretion
of cytokines. (a) Expression of CD83 and (b) the secretion of IL-23 were evaluated by flow
cytometry and ELISA, respectively, in MDDC exposed to inhibitors and then activated or not by
S. pneumoniae for 24 hours. Data represent mean + S.E.M of 6 and 4 experiments for a and b,
respectively. There was no statistical difference between groups.
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1.5. Discussion

In this study, we observed that PBMC from COPD patients secrete lower pro-Thl and -Th17
cytokines in response to S. pneumoniae strengthening the concept of an APC defective response
to pathogens in this disease. We demonstrated that in vitro exposure to CSE inhibits MDDC
maturation and induction of specific Th1l and Th17 responses against S. pneumoniae. In contrast
to previous studies using LPS [14], anti-oxidants did not markedly reverse these effects
suggesting that cigarette smoke (CS) inhibitory effects are not mainly related to oxidative stress

in the context of infection with a live bacteria.

Previous studies have reported higher pro-inflammatory cytokines blood levels in COPD
patients at steady state compared to controls [21]. Besides, others studies have also showed
increased pro-inflammatory cytokines levels during exacerbations compared to steady state [22].
Whereas in our study, the levels of IL-1p, IL-6 and CXCL8 were higher in unstimulated cells
from COPD patients, we report for the first time that PBMC from COPD patients exhibit a
defective pro-inflammatory cytokine (including IL-1B, IL-6, IL-12 and IL-23) secretion in
response to bacteria compared to controls or to smokers. This defective response may favor
airway bacterial infection and colonization which is a main feature of the disease [23]. This is
comforted by another study reporting lower IL-17 blood levels in COPD patients with
opportunistic pathogen colonization [17]. These pro-inflammatory cytokines are mainly produced
by APC and are involved in induction of Thl and Th17 responses to pathogens. Therefore, these
results strengthen our previous data showing a defective Th17 response to S. pneumoniae in
PBMC from COPD patients and in mice chronically exposed to CS. This defect in mice is related
to an altered activation of alveolar macrophages and DC by S. pneumoniae and suggests that the
altered Th17 response to pathogens in COPD patients might be due to a defective response of
both DC and macrophages [18].

DC are professional APC linking innate and adaptive immune responses which play a central
role in the COPD immunopathology [8]. There are discrepant data on DC features in the lung of
COPD patients either reporting an accumulation of DC or a decreased number of matured DC in
small airways of COPD patients [24,25]. This might be related to the different clinical status or
potentially to the presence of dysbiosis and/or colonization in the airways of these patients. A

recent clinical study based on lung biopsy showed decreased CD83 expression in DC from small
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airways of COPD patients as well as smokers compared with healthy non smokers, corroborating
cigarette smoke involvement in DC decreased maturation even in subjects without COPD [26].
Surprisingly, in our study, the cytokine secretion in response to S. pneumoniae in smokers was
not altered compared to non-smokers suggesting that this defective response may be a specific
feature of the disease. In our model of mice chronically exposed to cigarette smoke, we report a
decreased lung DC maturation and a lower production of IL-18 and IL-23 in response to S.
pneumoniae suggesting that both in human and mice, the defect in these cytokines explained the
altered Th17 cytokine production induced by CS [18]. Therefore, all these data as well as ours
suggest that cigarette smoke exposure locally inhibits lung APC maturation even in smokers
without COPD. In contrast, defective systemic response to bacteria is a specific feature of COPD,
which may be the consequence of the conjugate effect of exposure to CS, systemic chronic

inflammation and/or host predisposition to develop the disease.

After demonstrating the inhibitory effects of CSE on DC maturation, we would like to
decipher those mechanisms. In a recent study, Givi ef al. have reported that short-term CSE
exposure induced maturation of DC whereas 10 days exposure suppress it [27]. In our model,
both short-term and 6 days exposure (data not shown) had inhibitory effects on DC maturation.
We think that these differences may be linked to the use of different cells, namely murine bone
marrow derived DC and Hodgkin’s disease-derived cell line L428, and of cigarette smoke from
commercial cigarette without filter. In fact, other authors using human MDDC have reported that
exposure to CSE of LPS-activated DC decreased IL-12 secretion and expression of costimulatory
molecules [13,14]. Moreover, they showed that secretion of IL-12 can be partially restored by
treatment with the antioxidants N-acetylcysteine and catalase. Conversely, in our model we were
not able to restore DC maturation and cytokine secretion with physiologic concentrations of N-
acetylcysteine nor with two other antioxidants, TBHQ and BHA. Interestingly, we observed that
exposure to CSE induced a mitochondrial oxidative stress. As previously reported, inducing a
mitochondrial dysfunction by blocking mitochondrial electron transport chain with rotenone or
antimycin A inhibits expression of maturation associated molecules [28]. However, it could not
reproduce all CSE inhibition as these molecules had no effects on cytokines secretion. Moreover,
the mitochondria-targeted antioxidant did not reversed the inhibitory effect of CSE in bacteria-
activated DC. These data indicate that CSE-induced oxidative stress is not essential for the

inhibitory effect on response to bacteria. Recent reports demonstrated that exposure to cigarette
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smoke also modulated miRNA expression [29]. In our model, we observed in preliminary
experiments that exposure to CSE inhibits the expression of miR22, a miRNA involved in the
development of COPD through its effect on DC and the synthesis of IL-17 [30]. However, in our
hands, the inhibition of miR22 as well as its upregulation with a mimicker did not allow to
reproduce the phenotype of CSE-exposed MDDC. Altogether, we can suspect that since the
effect of CSE, a very complex atmosphere, involved different targets, the modulation of one of

them did not allow to block its major effects.

Bacteria endocytosis was higher in CSE pre-exposed DC. This contrasts with previous data on
alveolar macrophages showing decreased S. pneumoniae internalization after concentrated
ambient particles exposure [20]. However, Phipps et al. have shown that CS exposure of alveolar
macrophages reduced complement-mediated endocytosis of S. pneumoniae while unopsonized
bacteria endocytosis was sustained [31]. This suggests that CS exposure may affect only the
complement-dependent endocytosis pathway and not the others. As endocytic activity is
inversely correlated to the degree of maturation in DC [32], this indicates that the inhibition by
CSE of maturation might explain the sustained bacteria endocytosis. Although this effect should
be confirmed, we observed decreased intracellular killing of S. pneumoniae in CSE pre-treated
DC suggesting that bacteria may persist inside DC promoting bacterial colonization and
subsequent re-infection. Other extracellular bacteria like Streptococcus pyogenes or intracellular
like Coxiella burnetii and Brucella abortus have demonstrated ability to persist inside
macrophages or DC respectively by inhibiting phagolysosome trafficking [33,34]. Interestingly,
these effects are associated with decreased DC maturation. Furthermore, Tardif et al. have
demonstrated that heme-oxygenase-1 which was increased in our model and carbon monoxide
which is an important component of cigarette smoke could both block endosome-lysosome fusion
without endocytosis reduction in LPS-exposed DC [35]. Altogether these data suggest that the
inhibitory effects of CSE may be related to defective phagolysosome trafficking.
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1.6. Conclusion

In this study, we observed a defective pro-Thl and -Th17 response to S. pneumoniae in the
PBMC of COPD patients compared to healthy controls and smokers suggesting an altered
response to bacteria in APC during COPD. Moreover, we showed that this may be explained by
cigarette smoke inhibition of DC capacity to activate antigen specific T-cell response, an effect
which may implicate an altered phagolysosome trafficking. Further studies are needed to confirm
this hypothesis. Nevertheless, these data suggest that new therapeutics targeting this defect may

be helpful to improve treatment and prevention of COPD exacerbations.
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1.8. Additional files

Additional file 1: Primer sequences

Primers Forward Reverse
B-actin 5>-TCCTCACCCTGAAGTACCCCA-3’ 5’-AGCCACACGCAGCTCATTGT-3’

Articles

HO1 5’-ATGGCCTCCCTGTACCACATC-3’ 5’-TGTTGCGCTCAATCTCCTCCT-3’

Additional file 2
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Additional file 2: S.pneumoniae-induced CXCL8 secretion
by PBMC from non-smoker healthy subjects (n=14),
smokers without COPD (n=13) and COPD patients (n=9).
Supernatants were collected after 24h incubation without
stimulation (white columns) or after addition of
S.pneumoniae (black column). Data are reported as mean
+/- S.E.M. * P<0.05, ** P<0.01.
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Additional file 3: In vitro exposure to cigarette smoke extract (CSE) modulate the secretion of cytokines by
monocyte-derived dendritic cells (MDDC) from healthy subjects activated by (a) S. pneumoniae (Sp) or by
(b-f) LPS. Levels of (a-b) CXCL8, (c) TNF alpha, (d) IL-6, (e) IL-12 and (f) IL-23 were quantified by ELISA in

MDDC culture supernatants collected after 24 hours incubation with CSE and Sp or LPS. Data are reported

as mean +/- S.E.M. of 12 experiments. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001.
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Additional file 4: In vitro exposure to cigarette smoke extract (CSE) modulate the phenotype of monocyte-
derived dendritic cells (MDDC) from healthy subjects activated by LPS. Expression of (a) CD83, (b) HLA-DR,
(c) CD80, (d) CD86, (e) CD40 and (f) CD54 was evaluated byflow cytometry in MDDC exposed to CSE and
then activated or not by LPS for 24 hours. Data are reported as mean fluorescence intensity (MFI) +/- S.E.M.
of 20 experiments. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Additional file 5: T-cells intracellular staining strategy of gaiting
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Additional file 6: Treatment with the anti-oxidant N-acetylcystein (NAC) did not reverse the inhibitory effect
of cigarette smoke extract (CSE) on the phenotype of monocyte-derived dendritic cells (MDDC) activated by
S. pneumoniae (Sp). The expression of (a) HLA-DR, (b) CD80, (c) CD86, (d) CD40 and (e) CD54by MDDC
treated or not with NAC and then exposed to CSE and Sp for 24 hours were evaluated by flow cytometry.
Data are reported as mean +/- S.E.M. of 6 experiments
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Additional file 7: In vitro exposure to rotenone (Rot) or antimycin A (AmA) inhibits the phenotype of
monocyte-derived denritic cells (MDDC) activated by S. pneumoniae (Sp). Expression of (a) HLA-DR,
(b) CD80, (c) CD86, (d) CD40 and (e) CD54 were evaluated by flow cytometry in MDDC exposed to
rotenone or antimycin A and then activated or not by S. pneumoniae for 24 hours. Data represent
mean +/- S.E.M. of 6 experiments. There were no statistical differences between groups.
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1.9. Principaux résultats

Ce travail a permis de montrer que 1'exposition des cellules dendritiques humaines a la fumée
de cigarette induit a la fois un défaut de maturation, de production de cytokines pro-Thl et pro-
Th17 et d'activation des lymphocytes T se traduisant par une réduction de la production d'IFN-y,
d'IL-17A et d’IL-22. Ces effets déléterent ne semblent pas complétement liés au stress oxydant
cytoplasmique ou au stress mitochondrial occasionné par la fumée de cigarette méme si ces
processus modulent l'activation de ces cellules. Malgré différents tests, nous n'avons pas pu
identifier un mécanisme d'action unique de la fumée de cigarette permettant d’expliquer
I’ensemble des effets observés. Nous pouvons supposer que cette exposition entraine une
modification de la phagocytose des bactéries comme nous l'avons montré dans cet article et ainsi
provoquer des modifications au niveau de la mobilisation des récepteurs de reconnaissance et/ou
des molécules de signalisation associées. De plus, 1'exposition a la fumée de cigarette entraine
aussi un défaut de production d'TL-1 et d'IL-23 par les cellules mononucléées de patients BPCO
et pas chez les sujets fumeurs. Ces données montrent que l'altération de la fonction des DC est
spécifique de la BPCO et suggere l'existence d'un mécanisme physiopathologique propre a ces

patients.
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2. L’exacerbation de la BPCO est favorisée par le défaut d’IL-22 au cours
de ’infection par Streptococcus pneumoniae

Plusieurs défauts de la réponse immunitaire innée et adaptative ont été décrits au cours de la
BPCO pour expliquer la susceptibilité aux infections bactériennes parmi lesquels une altération
de la barriére épithéliale, une anomalie fonctionnelle des cellules ciliées, une augmentation des
cellules @ mucus et un défaut de phagocytose dans les macrophages alvéolaires. La BPCO est
aussi associée a des modifications de la réponse lymphocytaire avec une activation chronique des
lymphocytes T et des cellules lymphoides innées. Cette activation chronique de ces cellules
notamment par l'exposition par la fumée de cigarette pourrait étre associée a un désensibilisation
de ces cellules vis a vis de la réponse aux bactéries. C'est pourquoi, nous avons mesuré le niveau
d'expression de 1'IL-17A et de I'll-22, 2 cytokines essentielles dans la défense antibactérienne du
poumon. Pour cela, nous avons développé un modele d'exacerbation de la BPCO par
Streptococcus pneumoniae chez des souris ayant été exposées a la fumée de cigarette pendant 12
semaines. Une fois avoir montré 1'existence d'un défaut de production d'IL-17A et d'IL-22 en
réponse a Streptococcus pneumoniae, nous avons recherché le mécanisme d'action en se
focalisant sur le role des cellules présentatrices d’antigéne et en particulier des cellules
dendritiques pulmonaires et des macrophages alvéolaires. De plus, nous avons souhaité valider
cette observation expérimentale chez les patients BPCO en mesurant la capacité des cellules
mononucléées a produire les cytokines Th17 aprés exposition au pneumocoque. Deux groupes
controles ont été¢ inclus avec des sujets contrdles non-fumeurs et des sujets fumeurs sans signe

clinique de BPCO.
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2.1. Abstract

Background: Progression of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is linked to
episodes of exacerbations caused by bacterial infections due to Streptococcus pneumoniae. Our
objective was to identify during COPD, factors of susceptibility to bacterial infections among

cytokine network and their role in COPD exacerbations.

Methods: Streptococcus pneumoniae was used to sub-lethally challenge mice chronically
exposed to air or cigarette smoke (CS) and to stimulate peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from non-smokers, smokers and COPD patients. The immune response and the cytokine

production were evaluated.

Results: Delayed clearance of the bacteria and stronger lung inflammation observed in
infected CS-exposed mice was associated with an altered production of IL-17 and IL-22 by
innate immune cells. This defect was related to a reduced production of IL-1B and IL-23 by
antigen presenting cells. Importantly, supplementation with recombinant IL-22 restored bacterial
clearance in CS-exposed mice and limited lung alteration. In contrast with non-smokers, blood
NK and NKT cells from COPD patients failed to increase IL-17 and IL-22 levels in response to

S. pneumoniae, in association with a defect in IL-1f and IL-23 secretion.

Conclusion: This study identified IL-17 and IL-22 as susceptibility factors in COPD
exacerbation. Therefore targeting such cytokines could represent a potent strategy to control

COPD exacerbation.
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2.2. Introduction

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) remains a major cause of morbidity and
mortality worldwide. This will be the third cause of deaths worldwide in 2020 according to the
WHO. COPD is a lung disorder characterized by progressive and irreversible airflow limitation.
Cigarette smoking is a primary risk factor for the development of COPD, although other factors,
including pollution and genetic determinants, have been described. Cigarette smoke (CS)
chronically triggers inflammatory processes, which ultimately alter pulmonary barrier functions
and reduce immune defense mechanisms, thus leading to increased susceptibility to respiratory

infections (1-5).

Such infections further alter the clinical status of COPD patients thereby indirectly causing
extensive morbidity and mortality (4). Acute exacerbation of COPD patients is associated with a
greater decline in lung function, enhanced edema as well as airway and systemic inflammation
(1). Among major bacterial species causing COPD exacerbation are Streptococcus pneumoniae,
non-typeable Haemophilus influenzae and Moraxella catarrhalis (6). Cigarette smoking is
associated with diminished antibacterial immune responses and delayed clearance of microbial
agents (7). However, it is not well understood how these alterations are controlled during COPD
and why COPD patients are more susceptible to infections (5). Considering the increasing
prevalence of COPD, there is an urgent need to better understand mechanisms leading to

exacerbation in COPD patients in order to propose novel therapeutics (2).

Among the factors orchestrating the anti-bacterial response, Thl7 cytokines, including
interleukin (IL)-17 and IL-22, play a major role (8, 9). These cytokines are produced by various
cells of the adaptive and innate immune system. These include conventional T lymphocytes,
natural killer (NK) cells, non-conventional T cells (such as yo T cells, NKT cells and invariant
mucosal-associated T (MAIT) cells) and type 3 innate lymphoid cells (ILC3). Production of Th17
cytokines is strongly dependent on IL-1p, IL-23 and IL-6 secretion by antigen presenting cells
(APC) (10, 11). Anti-bacterial effects of Th17 cytokines comprise the induction of antimicrobial
peptides and neutrophil chemoattractants by airway epithelial cells (12, 13). Both IL-17 and IL-
22 amplify the granulopoiesis by increasing the expression of G-CSF. In addition, IL-22 plays a
central role in the maintenance of the epithelium integrity by limiting cellular apoptosis and by

favoring repair/regeneration processes (14).
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Since Thl7 cytokines play major functions in the control of bacterial, including
pneumococcal, outgrowth, we hypothesized that their production upon respiratory bacterial
challenge could be altered in the context of COPD. Indeed, our data indicate a default in Th17
cytokine production, especially IL-22, in response to S. pneumoniae in a mouse model of COPD
induced by chronic CS exposure (15) and ex vivo in COPD patients. This reduced response was
associated with diminished production of Th17 cytokine inducing factors by pulmonary APC.
Remarkably, administration of recombinant IL-22 in CS-exposed mice just before the bacterial
challenge resulted in accelerated pneumococcal clearance and lowered pulmonary inflammation.
Thus, targeting Th17 cytokines might be valuable to limit COPD exacerbation due to bacterial

infections.
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2.3. Material and Methods

2.3.1. Mice

Six- to eight-week-old male wild-type (WT) C57BL/6 (H-2Db) mice were purchased from
Janvier (Le Genest-St-Isle, France). All animal work conformed to the guidelines of Animal Care
and Use Committee from Nord Pas-de-Calais (agreement no. AF 16/20090). Mice were exposed
to CS (5 cig/day, 5 days/week) during 12 weeks as previously described in order to generate a
COPD-like disease (13), or ambient air as control. Six to ten mice were used per group and per

experiment. Experiments were repeated at least 3 times.

2.3.2. Patients with COPD

Peripheral blood was collected in stable COPD patients (n = 12), in smokers (without COPD,
n=13)) and in non-smoker healthy controls (n =14) (CPP 2008-A00690-55) (see Table 1).
Written informed consent was received from participants prior to inclusion in the study,
according ethics committee on human experimentations. COPD patients at steady state included

subjects with a GOLD score between 2 and 4 and did not received oral corticosteroids.

Table 1: Characteristics of COPD patients, smokers and non-smoker subjects.

Smoking 0 Inhaled
Gronp | WD (Pack.year) AL PO2 BODE corticosteroid
COPD 12 {11/1] 592+17.1 5759 | 513+4.1|77.1+£6.6 |3.1+£0.5 4
Smokers 14 | 11/3 | 439+ 4.7 37.6+5.2 947+1.3 ND ND 0
b 14 [10/4 | 455+ 5.7 0 953 +3.5 ND ND 0
smokers

COPD patients included subjects with a gold score between 2 and 4 and are matched for age and
sex with controls. FEV1%, predicted amount as a percentage of the forced expiratory lung
volume in one second; PO2, partial pressure of oxygen; BODE: Bode index combining Body
mass index, airflow obstruction, dyspnea and exercise (6 minutes walk test). Results were
expressed as mean +SEM. ND: not determined.
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Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were purified on Ficoll Paque gradient (GE
healthcare). Cells (3x106 in 1ml) were cultured in RPMI1640 (GIBCO, Invitrogen Corporation)
supplemented with 10% FCS, 200 U/ml penicillin/streptomycin (PS) and then exposed to S.
pneumoniae (Sp, MOI=2) or to phytohemagglutinin (1 pg/ml) (PHA, Difco) as a positive control.
After 90 min, antibiotics were added to stop bacteria growth and supernatants were collected 24h
later. Cell viability was not affected. Some cells were incubated with brefeldin A (10 pg/ml,

Sigma) for 4h and used for intracellular staining of cytokines.

2.3.3. Reagents and Antibodies

Monoclonal antibodies (mAbs) against mouse CD3 (APC-conjugated), CD5 (FITC-
conjugated), NKI1.1 (PerCp-Cy5.5—conjugated), TCR-B (V450-conjugated), CD25 (APC-
conjugated), CD69 (Alexa700-conjugated), CD11b (V450—conjugated), Ly-6G (APC-Cy7-
conjugated), CD8 (V500-conjugated), CD4 (APC-conjugated), CD103 (PE-conjugated), CD11c
(APC-conjugated), CD45 (Q-dot605-conjugated), F4/80 (PerCP-Cy5.5-conjugated), Siglec F
(PE-conjugated), CD64 (APC-conjugated), CD86 (PE-conjugated), CD40 (PE-conjugated), I-Ab
(FITC-conjugated), IFN-y (PE-conjugated), IL-17 (APC-conjugated), CDIllc (PE-Cy7-
conjugated), F4/80 (PerCP-CyS5.5-conjugated), CD11b (V450-conjugated) and CD103 (PE-
conjugated) and isotype controls were purchased from Biolegend (Le Pont de Claix, France).
mAbs against human CD were also used including anti-CD11¢, CD14, CD19, CD20 (PE-CF594-
conjugated), CD117, TCRys (V450-conjugated), CD4, CD3 (Alexa-700 conjugated), CDS,
CD127 (V500 conjugated), CD196, CD3 (BV605 conjugated), CD25, CD86 (APC-conjugated),
CD56, Va7.2 (PerCP-Cy5.5 conjugated), TCR Va24Jal8, CDI161 (PE-Cy7 conjugated) and
CD45 (APC-H7 conjugated) (BD Biosciences, Biolegend and Myltenyi Biotech) as well as the
Alexa488 anti-IFN-y, Alexa647 anti-IL-17 (BD Biosciences) and PE anti-IL-22 antibodies (e-
Biosciences) and the isotype controls. 3R4F research cigarettes were purchased from University
of Kentucky (USA) and used to induce COPD like symptoms (15). Gating strategy for flow
cytometry analysis of Th17 producing cells is depicted in supplemental Figure 5.

2.3.4. Primers

Quantitative RT-PCR was performed to quantify mRNA of interest (Table 2). Results were
expressed as mean + SEM of the relative gene expression calculated for each experiment in folds

(2-AACt) using GAPH as a reference, and compared to controls.
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Table 2: Primer sequences for qRT-PCR in mice.

Primers Forward Reverse
GAPDH TGCCCAGAACATCATCCCTG TCAGATCCACGACGGACACA
DefB2 AAAGTATTGGATACGAAGCAGAACTTG GGAGGACAAATGGCTCTGACA
DefB3 TGAGGAAAGGAGGCAGATGCT GGAACTCCACAACTGCCAATC
Cathelicidin CAGAGCGGCAGCTACCTGAG TCACCACCCCCTGTTCCTT
$100a9 CACCCTGAGCAAGAAGGAAT TGTCATTTATGAGGGCTTCATTT
II-1b TCCCCAACTGGTACATCAGCA ACACGGATTCCATGGTGAAGTC
-6 AGCCTCCGACTTGTGAAGTG CTGATGCTGGTGACAACCAC
II-12p40 GACCCTGCCCATTGAACTGGC CAACGTTGCATCCTAGGATCG
1I-23p19 CACCAGCGGGACATATGAA CCTTGTGGGTCACAACCAT

2.3.5. Infection by Streptococcus pneumoniae and bacterial counts

Mice were inoculated by the intranasal route with a clinical isolate of Sp serotype 1 described
elsewhere (16). Mice were anesthetized and administered intranasally with 5 <104 or 5 x105
Colony-forming units (CFU) in 50 pl. Mice were daily monitored for illness and mortality up to 7
days. Bacterial burden in the broncho-alveolar lavages (BAL), lungs and blood was measured by
plating samples onto chocolate plates. CFU were enumerated 24 hours later. In some
experiments, CS-exposed and air mice received recombinant murine IL-22 (1pg/ mouse;

Myltenyi Biotech) by intranasal route 24h before Sp challenge.

2.3.6. Assessment of airway inflammation

Mice were sacrificed for sampling BAL, lungs, spleen and blood. Total cell numbers per BAL
was determined. For histopathology, lungs were fixed by inflation and immersion in
paraformaldehyde (PFA; 4%) and embedded in paraffin. To evaluate airway inflammation, lung

sections (4-um thick) were stained by hematoxylin & eosin.

Pulmonary cells from air or CS-exposed mice were prepared as previously described (19) and
were analyzed by flow cytometry. To analyze cytokine profiles, pulmonary cell suspensions were
incubated with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; 20 ng/ml) and ionomycin (500 ng/ml) for
3 h. Cells were then stained with appropriate extracellular markers, fixed, permeabilized (BD
Cytofix/cytoperm, BD Bioscience), and incubated with PE-conjugated mAb against 1L-22
(eBiosciences) and Alexa Fluor 647-conjugated mAb against IL-17 (Biolegend), or control rat
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IgG1 mAb. Cells were acquired on a Fortessa cytometer (Becton Dickinson), and analyzed using

the FlowJo software.

Cytokine production was analyzed in total lung cells. For this, 5105 lung cells were seeded
on 96-well plates coated or not with anti-CD3 Ab (eBiosciences). Forty-eight hours later,
supernatants were collected and analyzed for IFN-y, IL-17, and IL-22 concentration by ELISA
(R&D Systems).

2.3.7. Cell sorting and cocultures

Pulmonary cells from Air or CS-exposed mice were prepared as previously described (19) and
were analyzed by flow cytometry on FACS Aria (Becton Dickinson). CD45+ Siglec F+ alveolar
macrophages (AM) and CD45+ Siglec F- Ia+ CD64+ DC were sorted (purity > 98%). Splenic

CD4+ T cells were purified from Air mice using magnetic microbeads (Myltenyi Biotech).

Sorted AM and DC were cultured with CD4+ T cells in RPMI 10% FCS, with the ratio 1/10.
Supernatants were collected 48 hours later to evaluate IL-17 and IL-22 levels by ELISA.

2.3.8. Statistical analysis

All the experiments were repeated at least 3 times with 6-10 mice per group. Results are
expressed as the mean + SEM. Samples were simply randomized and blindly assigned to the
different groups. No data have been excluded. The statistical significance of differences between
experimental groups was calculated by a one-way ANOVA with a Bonferroni post-test or an
unpaired Student t test (GraphPad, San Diego, CA). The possibility to use these parametric tests
was assessed by checking if the population is Gaussian and the variance is equal (Bartlett’s test).

Results with a p value <0.05 were considered significant.
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2.4. Results

2.4.1. CS-exposed mice display delayed bacterial clearance and exacerbated
inflammation upon S. pneumoniae challenge

An experimental model of COPD exacerbation was established in mice chronically exposed to
CS using Sp as the trigger (see Figure 1a). Whereas all air mice survived when infected with
5x105 CFU, all CS-exposed mice died within a week. Thus, CS-exposed mice are more
susceptible to pneumococcal infection. In contrast, after administration of 5x104 CFU per mouse,
both air and CS-exposed mice survived (Figure 1b) and allowed the analysis of airway

inflammation, remodeling and immune response.

Relative to air mice, infection was associated with enhanced cellular recruitment (particularly
neutrophils) in the BAL and the lungs of CS-exposed mice (Figure lc-d). Histological
examination of lung tissues showed that inflammatory infiltrates mainly located in peribronchial
areas and alveolar spaces (Figure 1e). Moreover, a large thickening of the alveolar walls was
observed in CS-exposed animal mice. In air mice challenged with bacteria, lung inflammation
was nearly resolved 3 days post-infection (dpi). Enhanced pulmonary inflammatory response in
CS-exposed mice was associated with a higher bacterial load that peaked at 3dpi whilst no
bacteria were detected in air mice (Figure le). No bacteria was found in the lungs at 7 dpi.
Finally, systemic pneumococcal dissemination peaked at 3 dpi to decline at 7 dpi. This enhanced
susceptibility of CS-exposed to Sp was associated to a restricted defect in anti-microbial peptides,
namely for cathelicidin, whereas levels of DefB -2 and -3 and s100a9 transcripts were similarly

increased in air and CS-exposed (supplemental Figure 1).

These data demonstrated that chronic exposure to CS leads to delayed clearance of Sp, an

effect associated with enhanced pulmonary inflammation.
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Figure 1- CS-exposed mice are more susceptible to S. pneumoniae.

Mice were chronically exposed to air or CS (5 cigarettes/day, 5 days/week) over a period of 12
weeks to develop symptoms associated to COPD. Mice were then intranasally challenged with S.
pneumoniae (Sp) to induce COPD exacerbation or with PBS (Mock) as a control (a). Survival of
air and CS-exposed mice was monitored for a week after challenge with 5x104 or 5x105 CFU of
Sp or Mock (b). Absolute numbers of total cells, macrophages, lymphocytes and neutrophils were
determined in BAL fluids (c). Neutrophils identified as CD45+ F4/80- CD11b+ Ly6G+ were
analyzed in lung tissues 24 h after infection (d). Histological changes were evaluated on lung
sections either at 1 or 3 dpi (5x104 CFU) (e). CFU counts were evaluated in the BAL, lung
tissues and blood at 1, 3 and 7 dpi (f). Data represent as mean = SEM (n= 48-80 mice per group).
*: p<0.05 or **: p<0.01 (one-way ANOVA test).

2.4.2. CS-exposed mice display a reduced production of Th1l7 cytokines in
response to S. pneumoniae

To investigate mechanisms involved in enhanced susceptibility to pneumococcal infection in
CS-exposed mice, IL-17 and IL-22 production was quantified. Challenge with Sp significantly
enhanced IL-17 and IL-22 levels in BAL (Figure 2a) and lung lysates (data not shown) of air
mice. In marked contrast, Sp infection failed to do so in mice previously exposed to CS (Figure
2a). Whilst IL-17 remained undetectable in the serum after Sp challenge, IL-22 increase was
detected in air, but not CS-exposed, animals (Figure 2b). IFN-y levels failed also to increase in
the BAL of CS-exposed mice after Sp challenge (supplemental Figure 2a). Anti-CD3
restimulation of pulmonary cells induced large amounts of IL-17 whatever the animal group and
a tendency to higher concentration was observed in CS-exposed mice (Figure 2c), as well as IFN-
v (supplemental Figure 2b). In contrast, upon CD3 restimulation, pulmonary cells from CS-
exposed animals had a much lower ability to release IL-22. Collectively, CS-exposed mice have a

lower capacity to produce Th17-type cytokines upon pneumococcal challenge.

We next focused on Th17 cytokine producing cells. Infection with Sp enhanced the number, as
well as the activation status (CD69 expression), of conventional T lymphocytes and NKT cells
within lung tissues of air, but not CS-exposed mice (supplementary Figure 2c). A tendency
towards an enhanced number of NK cells was noticed in both animals groups upon
pneumococcal challenge whilst the number of yd T cells and Lin-negative cells remained
constant (supplemental Figure 2c¢ and data not shown). Pneumococcal challenge of air mice
resulted in higher frequencies of IL-17- and IL-22-producing conventional T cells, NK cells,
NKT-like cells, yo T cells and Lin-negative cells (Figure 2d-e and not shown). In contrast,
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chronic exposure to CS dramatically reduced the percentages of pulmonary IL-17-producing NK
and NKT-like cells, but not conventional T cells, yo T cells and Lin-negative cells observed after
Sp challenge (Figure 2d-e and data not shown). Percentages of IL-22-producing conventional T
cells, NK cells, NKT-like cells and Lin-negative cells were also significantly diminished in

infected CS-exposed mice, relative to air mice.

Hence, upon pneumococcal challenge, chronic exposure to CS leads to defective production of

Th17-type cytokines by conventional T cells and innate immune cells.

2.4.3. CS exposure alters the function of pulmonary APC

We next hypothesized that pulmonary APC could be impacted by CS exposure to lower the
activation of innate and conventional T cells to bacteria. Indeed, we and others previously
reported that chronic exposure to CS alters pulmonary APC phenotype and functions (15, 17).
Exposure to a sub-lethal dose of Sp triggered phenotypic maturation of pulmonary APC,
including alveolar macrophages (AM) and dendritic cells (DC) (CD86 and II+ MHC; data not
shown). To analyze their ability to promote Thl7 cytokine production, levels of polarizing
cytokines including IL-1f and IL-23 were evaluated first in lung lysates (Figure 3a) and
secondary in isolated pulmonary APC (Figure 3b and supplemental Figure 3). Pneumococcal
challenge strongly induced mRNA levels of II-1b and I1-23p19 in air but not in CS-exposed mice
(Figure 3a). Sp infection also induced mRNA levels of 1l-1b, 11-6, 11-23p19, but not 11-12p40, in
sorted lung DC and slightly increased the expression of Il-1b and I1-12p40 transcripts in sorted
AM from air mice (supplemental Figure 3). In CS-exposed mice, a defect in Il-1b and 11-12p40
expression was observed in AM, whereas the expression of [1-23p19 mRNA was undetectable in
lung DC. At the protein level, IL-1B and IL-23 secretion was increased in supernatants of AM

and DC from infected air mice, but not in cells from CS-exposed mice (Figure 3b).

To evaluate the capacity of these sorted APC to activate T cells, lung DC and AM were
cultured with isolated splenic CD4+ T cells from air mice. In these conditions, IL-22 was always
undetectable (data not shown). AM (Figure 3c) and DC (Figure 3d) sorted from infected air mice
induced significant increase in IL-17 production by CD4+ T cells, whereas antigen-presenting

cells from CS-exposed mice were unable to do so.

These data suggested that the defect in the Th17 response to Sp is associated with an altered
function of pulmonary APC.
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Figure 2- CS-exposed mice exhibit a defective immune response to S. pneumoniae.

Mice were chronically exposed to air or CS over a period of 12 weeks and then intranasally
challenged with 5x104 CFU of S. pneumoniae (Sp) or with PBS (Mock). IL-17 and IL-22 levels
were evaluated in BAL fluids (a), blood (b) and in the supernatants of restimulated pulmonary
cells without (NS) or with anti-CD3 Ab (c). IL-17 and IL-22 producing cells were identified by
intracellular staining among pulmonary NK cells (CD45+ TCRB- NK1.1+), NKT-like cells
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(CD45+ TCRB+ NK1.1+), T cells (CD45+ TCRB+ NK1.1-) and Lin-negative cells (CD45+ CD3-
CDllc- CDI11b- CD45Rb- NKI1.1- CD90.2+ CCR6+) cells (d and e). We have reported
representative dot blot of the selected sub-populations and percentages of cytokine+ cells among
the respective cell population are represented (c). The mean percentage of IL-17+ and IL-22+
cells was calculated for NK, NKT and Lin- cells (d). Results are expressed as mean £ SEM (n=
48-80 mice per group). One representative experiment out of three independent ones is shown
concerning intracellular staining. *: p<0.05 vs controls (one-way ANOVA test).
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Figure 3- CS-exposed mice exhibited a defective response of pulmonary APC to S.
Ppneumoniae.

Mice were chronically exposed to air or CS over a period of 12 weeks and then intranasally
challenged with 5x104 CFU of S. pneumoniae (Sp) or with PBS (Mock). II-1b and 11-23 mRNA
levels were measured in lung tissues 24h post-infection (a). CD45+ Siglec F+ AM and CD11c+
Ia+ CD64+ DC were sorted by flow cytometry 24 hours post-infection. IL-1p and IL-23 levels
were evaluated by ELISA in supernatants 24 hours later (b). Cocultures were performed between
sorted AM (c) or DC (d) and splenic CD4+ T cells purified from air mice. Supernatants were
collected 48 hours later and levels of IL-17 were evaluated by ELISA. Data represent mean +
SEM (n=6-10 mice per group per experiment). One representative experiment out of three ones is
shown concerning cell sorting and cocultures with T cells.

2.4.4. Exogenous IL-22 protects CS-exposed mice from S. pneumoniae infection

Since IL-17 and IL-22 production is ablated in CS-exposed mice, we questioned whether IL-
17 and IL-22 supplementation by means of intranasal treatment could improve the outcome of
pneumococcal infection in CS-exposed mice. We have previously demonstrated that IL-17 was
critical in the development of COPD in a mouse model and higher in COPD patients than in
controls (15). Therefore, exogenous IL-17 could have some deleterious effects during COPD
exacerbations. We therefore tested the effect of exogenous IL-22 in the early control of Sp
outgrowth and lung inflammation. Administration of recombinant IL-22 prior to bacterial
challenge strongly reduced bacterial outgrowth in the lungs and dissemination outside the lungs
(Figure 4a). While treatment with IL-22 had no effect on neutrophil recruitment within the lungs,
it enhanced the number of activated AM and DC in CS-exposed mice (Figure 4b and
supplemental Figure 4a), other well-known effector cells against pneumococcus.This process was
also associated with an increased mobilization of NK and NKT cells in the lungs of infected
COPD mice (supplemental Figure 4b). Of interest, administration of IL-22 resulted in enhanced
levels of transcripts encoding defensin B2 (Defb2) and defensin B3 (Defb3) (Figure 4c¢), both anti-
microbial peptides playing a role in Sp clearance. Finally, IL-22 treatment also strongly reduced
the lung lesions associated with Sp infection, namely the thickening of the alveolar walls and the
inflammatory infiltrate in CS-exposed animals (Figure 4d). This improved clearance of Sp in CS-
exposed mice was also associated with higher IL-17 and IFN-y production by lung cells

(supplemental Figure 4c).

Together, recombinant IL-22 administration can compensate for the lack of Thl7-associated

cytokines in CS-exposed mice to restore anti-pneumococcal defenses.
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Figure 4- Exogenous IL-22 improves the clearance of S. pneumoniae in CS-exposed mice.

Mice were chronically exposed to air or CS over a period of 12 weeks and then intranasally
challenged with 5x104 CFU of S. pneumoniae (Sp) or with PBS (Mock). Recombinant murine
IL-22 was intranasally administered the day before Sp infection. CFU counts were evaluated in
BAL, lung tissues and blood (a). Percentages of neutrophils (identified as CD45+ F4/80- CD11c-
Ly6G+ CDI11b+), AM and DC among CD45+ cells were analyzed in lung tissues from infected
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CS-exposed mice treated or not with rmIL-22 (b). Anti-microbial peptide mRNA levels were
analyzed in lung tissues 3 dpi (c). Histological changes were evaluated at 3 dpi (d). Data
represent mean = SEM (n= 24-40 mice per group). *: p<0.05 vs controls (one-way ANOVA test).

2.4.5. COPD patients showed impaired Th17 cytokine production in response to
S. pneumoniae

To evaluate whether COPD status modulates the response to Sp, PBMC were isolated from 3
different groups: non-smoker healthy controls, smokers and COPD patients, and were stimulated
with Sp. Levels of IL-17 and IL-22 were evaluated in PBMC supernatants. Resting PBMC
exhibited similar levels of cytokines in the three groups (Figure 5a). Exposure to Sp expectedly
increased IL-22 and, to a lesser extent, IL-17 production in the non-smoker and smoker groups,
but had no effect on cytokine production in COPD patients. The response to PHA was also

partially altered in COPD patients, in contrast to the other two groups (data not shown).

We next looked at the cellular sources of IL-17 and IL-22, focusing on conventional T cells,
NK cells, NKT cells, y0 T cells, mucosal-associated invariant T (MAIT) cells and Lineage-
negative cells (Figures 5b and supplementary Figure 5). In the non-smoker group, bacteria
increased the proportion of IL-17-producing cells (in particular Lin-, NK and NKT cells), IL-22-
producing cells (mainly NK and NKT cells) and MAIT cells (not shown). In contrast, the
stimulation with Sp did not significantly amplify the proportion of cells producing these
cytokines in NK, NKT and Lin- cells (Figure 5b) as well as in MAIT cells (data not shown) from
COPD patients. In smokers, IL-17 production induced by Sp was also impaired in these three cell
types, whereas IL-22 expression was only reduced in NK cells. No modification of the
percentage of cytokine+ cells was detected among the three groups of patients for ydT and
CD4/CD8+ T cells (data not shown). This defective production of IL17 and IL-22 was probably
linked to the lower production of IL-1p and IL-23 by PBMC from COPD patients (Figure
5C).These data showed that the blood innate immune cells from COPD patients displayed an
altered Th17 cytokine response to Sp.
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Figure 5- COPD patients have a defective cytokine response to S. pneumoniae.

Levels of IL-17 and IL-22 was quantified by ELISA in supernatants from PBMC from healthy
non-smoker subjects (n=14), healthy smokers (n=14) and COPD patients (n=12) (a). In parallel,
percentages of IL-17 and IL-22 producing cells were measured by intracellular staining in Lin-
(CDl11c- CD14- CD19- CD20-) cells, NK cells and NKT cells (b). Levels of IL-1p and IL-23 was
quantified by ELISA in supernatants from PBMC from healthy non-smoker subjects, healthy
smokers and COPD patients (c). Data represent mean + SEM. *: p<0.05 versus Medium in the
different groups (one-way ANOVA test).
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2.5. Discussion

Infection with Sp is one of the main factor responsible for COPD exacerbation (18, 19). In our
mouse model mimicking COPD, Sp challenge resulted in greater lung inflammation and tissue
remodeling, and therefore an exacerbation of the disease. Combined exposure to CS and SEB
resulted in a raised number of lymphocytes and neutrophils, epithelial remodeling and over-
production of IL-17 (20). Gaschler et al used Haemophilus influenza to exacerbate COPD and
demonstrated that the bacterial burden observed in COPD mice was mainly due to a skewed
inflammatory mediator expression, probably in AM (21). Innate immunity associated with the
recruitment of competent AM and neutrophils is crucial in the early phase of natural anti-
pneumococcal host defense and particularly in bacterial clearance (22). Such a pattern was

observed in our model despite a defective clearance of the pathogen in CS-exposed mice.

Indeed, we observed some important modifications in the activation of APC from CS-exposed
mice, but also in not conventional lymphocytes. Major cellular sources of IL-17 and IL-22,
described as NK, NKT, ILC in mice and humans (23-26), failed to produce higher levels of Th17
cytokines in response to Sp in CS-exposed mice whereas only the production of IL-22 was
altered in conventional T cells. According to the implication of such cells in the protection
against Sp (16, 22, 26), this suggests that this defect might be an important determinant of
bacterial susceptibility during COPD. In contrast, the activation of conventional T cells, MAIT
and ydT cells was not clearly modified during COPD.

The defective activation of conventional T cells and some innate populations could be
explained by the alteration of pulmonary APC, as previously reported in CS-exposed mice (15,
27). Indeed expression of pro-Th17 cytokines, such as IL-1f and IL-23 (28), was decreased both
in lung AM and DC from infected CS-exposed mice. IL-23 plays a key role in the clearance of
the bacteria and the production of Th17 cytokines by ILC (29). IL-23 is also needed for IL-17
expression by others immune cells like NKT and yd T-cells (22). Therefore, APC from CS-
exposed mice can not correctly educate the T cells and other innate cells to respond to Sp. Such a
defective production of IL-18 and IL-23 was also observed in COPD patients in response to Sp.
(27).Altogether, during COPD, the reduced production of IL-17 and IL-22 by conventional T
cells and other innate cells might result from a deficient IL-1 and IL-23 synthesis by DC in

response to Sp.
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Functionally, IL-17 and IL-22 have been reported as essential factors in anti-bacterial
defenses. During infection, the early production of IL-22 by innate immune cells is crucial for
host protective immunity (12, 30, 31) including a role in chemotaxis and tissue repair (13, 31-35).
It has been recently shown that IL-17A is required for NTHi-exacerbated pulmonary neutrophilia
induced by cigarette smoke although the role of IL-22 was not evaluated (36). Moreover, IL-17
and IL-22 induced the production of anti-microbial peptides (including B-defensins, SI00A7-9,
Reg3p and Reg3y) important in the containment of pathogens (31, 33, 34, 37). In our report, the
defective production of IL-22 in CS-exposed mice to Sp was not associated to an impaired
production of these antimicrobial peptides as previously reported in COPD patients (38).
Nevertheless, opposite results have been reported suggesting that the levels of antimicrobial
peptide expression were insufficient to control the higher bacterial load both in COPD patients
and mice. We can also suspect that bacterial susceptibility in infected CS-exposed mice was not
solely related with the defective production of cathelicidin, an IL-22 independant peptide
involved in defense against Sp (39). Interestingly, local administration of rmIL-22 amplified -
defensin levels in the lungs and a competent immune response, allowing Sp clearance in CS-
exposed mice. No impact on neutrophil influx was observed in infected CS-exposed mice,
suggesting that the effect of this cytokine is mostly related with cell priming to efficiently kill the
bacteria and/or the release of anti-microbial peptides. In these settings, the preventive role of IL-
22 on lung injury is potentially linked to its complementary action on the induction of
antimicrobial peptides, the activation of immune cells (including neutrophils) and in the
maintenance of the epithelial barrier (40). In infected CS-exposed animals, treatment with rmIL-
22 results in an efficient resolution and to the preservation of lung tissue after infection, as
previously reported in inflammatory models (41). The balance between IL-17 and/or IL-22
expression has been found to contribute to either the pro-inflammatory or tissue-protective phases
of lung defense, depending on the context (24, 32, 34). In our model, a protective role for IL-17
cannot be excluded (42), since the production of IL-17 was also defective in CS-exposed mice
and patients in response to Sp. However, IL-17 is implicated in COPD pathogenesis. During
COPD exacerbation, this cytokine has no effect on lung bacterial load and promotes the

neutrophil recruitment, which is potentially deleterious (36).

Alteration of the innate immune response to bacterial infection is a key determinant in the

COPD course. It is now well recognized that respiratory infections are important in the induction,
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progression and exacerbation of the disease. Here we identified the IL-22 defect as a key factor in
COPD exacerbations, both in patients and in the murine model. This alteration related to deficient
activation of lymphocytes by APC offers hints for the development of novel therapeutic
strategies in COPD exacerbations. Thereby, we propose IL-22 as a promising target in the
treatment and/or the prevention of COPD exacerbations. Restoring this defective cytokine
response could represent an ideal therapy to build a competent immune response against

pathogens in COPD patients, and to limit the consequences of exacerbation of the disease.
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2.8. Principaux résultats

Ces données montrent que la production des cytokines Th17 en réponse a Streptococcus
pneumoniae est altérée a la fois dans le modele expérimental murin de BPCO et in vitro dans les
cellules mononucléées de patients atteints de BPCO. Ce défaut de réponse touche essentiellement
les cellules NK et NKT et dans une moindre mesure les cellules T conventionnelles. Nous avons
aussi démontré le mécanisme d'action en mettant en évidence une réduction de la production
d'IL-1B et d'IL-23 par les cellules présentatrices d’antigénes des souris exposées de fagon
chronique a la fumée de cigarette. Cela se traduit par une incapacité de ces cellules a induire une
production d'IL-17A par les cellules T. Un défaut similaire d'expression de ces cytokines pro-
Th17 a été retrouvé chez les cellules mononucléées circulantes stimulées par Streptococcus
pneumoniae de patients atteints de BPCO. Il nous reste cependant a identifier le mécanisme par
lequel se développe ce défaut de réponse des cellules présentatrices d’antigéne. Nous pouvons
supposer que l'exposition a la fumée de cigarette participe a cette altération de la fonction de ces
cellules. De plus, les causes de l'exacerbation ne sont pas uniquement liées a Streptococcus
pneumoniae et elles impliquent d'autres bactéries, en particulier Haemophilus influenzae non
typable, une bactérie impliquant des mécanismes d'activation trés différents de ceux de
Streptococcus pneumoniae. Un autre modele d'exacerbation de la BPCO par Haemophilus
influenzae non typable a été développé pour analyser si ce défaut est également retrouvé dans ce

contexte.
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3. Les cytokines Th17 dans la BPCO, revue de la littérature (en préparation)

Dans les deux travaux expérimentaux présentés dans ce document, nous démontrons que la
BPCO s'accompagne d’un défaut d'expression d'IL-17A et d'IL-22 en réponse a Streptococcus
pneumoniae. De plus, le laboratoire vient de montrer que la réponse a Haemophilus influenzae
non typable est également diminuée avec un défaut spécifique d'IL-22. Parall¢lement a cela, il est
maintenant bien établi que ces mémes cytokines participent au développement de la BPCO. Cette
discordance apparente implique vraisemblablement des voies de signalisation différentes qui
pourraient s'antagoniser.

Ces données suggerent de nouvelles cibles thérapeutiques qui pourraient étre utilisées soit
pour bloquer le développement de la BPCO, soit pour limiter les conséquences de 1'exacerbation.
Afin de clarifier ces différents processus et de bien évaluer l'impact de ces données sur le
développement de nouvelles thérapeutiques, il nous a semblé important de faire une mise au
point sur les données disponibles concernant le role des cytokines IL-17A / IL-22 dans la BPCO.
Nous avons ainsi décortiqué les mécanismes trés différents régissant le développement de la
BPCO et ceux conduisant a I'augmentation de la susceptibilité a l'infection chez ces patients et a

l'exacerbation de la pathologie.

Manuscrit de travail en vue d’une soumission dans European Respiratory Journal.
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Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a chronic inflammatory disease of the
airways mainly due to cigarette smoke exposure (1). The disease is characterized by persistent
airway limitation that is usually progressive and punctuated by clinical exacerbations mainly
related to viral and bacterial infections (2). These exacerbations have a strong impact on health
status, exercise capacity, lung function and on mortality (3). Understanding underlying immune
mechanisms responsible for disease progression and this susceptibility to infection is crucial to
guide future therapeutics. As Th17 cytokines play a key role to drive protective immune response
against mucosal infection, this review focuses on the role of Th17 cytokines, interleukin-17 (IL-

17) and IL-22, in COPD physiopathology and exacerbations (4).

3.1. Th17 immunity in the lung

Th17 cells is a new T cell subset differentiated from naive CD4+ T cells stimulated with an
antigen presented by antigen presenting cells (APC) in presence of IL-6 and IL-1p in humans or
IL-6 and TGF-B in mice (5). IL-23 will secondarily promote complete differentiation and
sustained IL-17 production. Th17 cells but also innate cells like Yo T cells, type 3 innate
lymphoid cells (ILC3), natural killer (NK) or NKT cells produce IL-17A, IL-17F and IL-22
which are key cytokines in host immune response against mucosal infections (4). IL-17 family
consists of six members but antimicrobial activity is mainly associated with IL-17A, IL-17F and
IL-17A/F heterodimer members (6). IL-17A, IL-17F and IL-17A/F receptor is the IL-17 receptor
A (IL-17RA)-IL-17RC complex. IL-22 is a member of the IL-10 family like IL-19 and IL-20,
and is mostly coexpressed with IL-17 (7). IL-22 receptor is a heterodimer receptor complex
composed of IL-22 receptor subunit 1 (IL-22RA) and IL-10R2 (8). Activation of IL-17 or IL-22
receptors expressed on bronchial epithelial cells induces secretion of neutrophils chemotactic
factors as granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) or chemokine CXC ligand (CXCL)S,
cytokines like IL-6 and antimicrobial peptides such as B-defensins and S100 proteins (6,8). [L-22
contributes also to tissue protection and regeneration by inducing mucus-associated protein
secretion from goblet cells and epithelial cells proliferation (7). However, neutrophil recruitment
is mainly related to IL-17A and IL-17A/F as neutralization of IL-17F or IL-22 has no effects on it
suggesting specific role of each cytokines which do not exclude inter-cytokine interactions (9). In
particular, during bacterial infection IL-22 synergize with IL-17A to induce antimicrobial

peptides and chemokine production (10). These cytokines have both beneficial and deleterious
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effects that depend on their relative production (11). Therefore, differential expression of IL-17
and IL-22 is tightly regulated by different transcriptional factors including STAT3, RORyt, c-Maf
and AHR which are activated by different combinations of cytokines including IL-18, IL-6, IL-
23 or TGF-P suggesting an important driving role of APC that produce these cytokines (7).

3.2. IL-17 and IL-22 cytokines and COPD chronic inflammation (Figure 1)

Compared to nonsmokers (NS) and healthy smokers without airways obstruction (HS), blood
IL-17A protein levels from COPD patients are higher whereas IL-22 concentration was higher in
COPD and HS compared to NS (12). The blood concentrations of IL-17A but not IL-22 increased
with COPD stages and are negatively correlated with airflow limitation measured by percentage
of forced expiratory volume in the first second (FEV1%). This is associated with a higher number
of Th17 cells and IL-17-producing CD8+ T-cells (Tc17) in the blood of COPD patients compared
to NS and HS, these numbers being related with airflow limitation severity (13, 14). Interestingly,
Thl cells are elevated in blood from COPD and HS but are not correlated to airways obstruction
suggesting that systemic Th17 inflammation may be more relevant in COPD physiopathology. In
the airways, IL-17A and IL-22 concentrations increase with COPD severity (12). These levels of
IL-17A in the sputum are correlated with those of neutrophil chemotactic mediators, CXCL8 and
IL-6, concentration and with airway obstruction (15). Therefore, the first step of COPD
physiopathology and particularly, the neutrophilic inflammation, seems strongly dependant of IL-
17. Immunostaining of bronchial biopsies showed higher IL-17A, IL-17F and IL-22 positive cells
in COPD patients including endothelial cells (16). As suspected, Th17 and Tcl7 cells are more
frequent throughout bronchial airways and in lung alveolar wall of COPD patients (17, 18). But
in small airways, IL-17A and IL-17F positive cells included not only T cells but also neutrophils,
mast cells and B-cells demonstrating the multiple cell sources of these cytokines in the disease
(19). The formation of bronchial associated lymphoid tissue (BALT) is a characteristic feature
during COPD physiopathology (20). IL-17A contribute to lymphoid follicles development via
activation of CXCL12 but IL-17A positive cells are found in there periphery whereas IL-17F
positive cells are throughout the follicles suggesting different roles for IL-17A and IL-17F related
to the differentiation of T and B cells, respectively (19, 21).
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Figure 1: IL-17 in stable COPD physiopathology. ROS: reactive oxygen species,
DAMPS: damage-associated molecular patterns, IL: interleukin, T: T-cell, B: B-cell, yd:
gamma delta T cell, ILC3: innate lymphoid cell type 3, NKT: natural killer T cell, G-CSF:
granulocyte-colony stimulating factor, CXCLS: interleukin 8.

In murine model, cigarette smoke induced expansion of Th17 and Tc17 cells (22). However,
innate immune cells are also involved as there is an increased IL-17A production by NK cells,
NKT and yd T-cells in cigarette smoke exposed mice with no detection in macrophages and
neutrophils (23). We obtain similar results in our model of chronically exposed mice exhibiting
expansion of IL-17A producing NKT (24). These production of IL-17A by these cells are
important as cigarette smoke induced inflammation is reduced in ///7a-/- mice or when using
neutralization of IL-17A (23). In our hands, mice deficient in NKT cells are unable to develop
inflammation and lung function alteration at least during the first step of the exposure to CS.
Similar findings has been suggested for yd T-cells that are an important cell sources for these
cytokines (23).

The production of IL-17 is controlled by regulatory cytokines including IL-10 and TGF-f
(25). Interestingly, sputum IL-10 concentrations are lower in COPD patients and negatively
correlated to airways obstruction (12, 15). This change of the balance between IL-10 and IL-17A
was shown to be related to decreased activity of indoleamine 2, 3-dioxygenase (IDO), a tolerance
inducer with abilities to control oxidative stress, in COPD patients (15). Conversely, Kalathil et
al. reported an increased concentration of IL-10 and TGF-B in plasma of COPD patients
associated with an increased regulatory activity in circulating T cell although this study did not
included smokers as controls (26). In our hands, in vivo exposure to cigarette smoke induced IL-
10 expression in the lung and i//0-/- mice exposed to cigarette smoke have a higher IL-17
response associated with a more severe alteration of lung function (Manuscript in preparation).

We can hypothesized that COPD physiopathology implicates two waves of Th17 cytokines
production, a first one related to activation of innate immune cells and a second one associated to
the development of Th17 cells. This might also correspond to different mechanisms of production
since innate lymphocytes are quickly activated by airway epithelial cells and dendritic cells (DC)
exposed to cigarette smoke. In contrast, the development of Th17 cells requires a more complex
process probably involving auto-immune response and an alteration of the regulatory

mechanisms.
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3.3. Role of IL-17 and IL-22 in airway hyperreactivity

Association between IL-17 and airway obstruction was confirmed in different experimental
models. Kim et al. showed that wild-type but not ///7-/- mice fed with a high fat diet for 12
weeks develop airway hyperreactivity (27). This effect was dependent of expansion of innate
lymphoid cells producing IL-17A (ILC3) induced by IL-1PB, a cytokine which is elevated in
COPD patients (28). Interestingly, high fat diet fed Rag-/- mice also developed airway
hyperreactivity demonstrating that this effect was independent of adaptive immune cells
production of IL-17. Similar results were obtained in mice models exposed to different
environmental toxics. Pichavant et al. showed that wild-type mice exposed 5 days to ozone
develop airway hyperreactivity (29). This was associated with neutrophil increase and dependent
of NKT activation and of IL-17. More recently, we confirmed the involvement of IL-17A
produced by iNKT in airway hyperreactivity pathogenesis in a model of mice exposed 12 weeks
to cigarette smoke, an effect that depended on iNKT activation by CD11b+ DC and on oxidative
stress (24). In a model of 3-days cigarette smoke exposure, Li ef al. showed that injection of
recombinant IL-22 alone or in association with cigarette smoke induced airway hyperreactivity
with increased IL-17A and neutrophils demonstrating possible deleterious effects of this cytokine
(30). Finally, McGovern et al. showed in a model of mice exposed to chlorine that airway
hyperreactivity development was dependent of neutrophils (31). Interestingly, the relationship
was conforted by the correlation between IL-17A concentrations with sputum neutrophil counts
(12). Altogether, these data suggest that Th17 cytokines produced by innate immune cells in

inflammatory context will induce airway obstruction through neutrophil recruitment.

3.4. Role of IL-17 and IL-22 in emphysema

Emphysema is the consequence of alveolar wall destruction, which is common in COPD (32).
Harrison et al. showed in a mouse model exposed six months to cigarette smoke that increase of
CCR6 positive Th17 cells was associated with airspace enlargement (33). As Bracke et al. had
already demonstrated that Ccr6-/- mice were protected against cigarette smoke-induced
emphysema, this suggests a pathogenic role of these cells (34). Molecular mechanisms of
cigarette smoke-induced Th17 differentiation and activation are not fully clarified. In fact, Chen
et al. showed in vitro that this differentiation is aryl-hydrocarbon receptor (AHR)-dependent (35).

However, inflammasome activation seems to be also important as IL-17A induction is reduced in
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1lIr1-/- mice (36). Finally, cigarette smoke-induced microRNA miR-22 expression in antigen-
presenting cells is also required to promote Th17 cell-dependent emphysema demonstrating that
different pathways may be involved (37). Pathogenic role of IL-17A was confirmed by Kurimoto
et al. showing that //17a-/- mice were protected against elastase-induced emphysema, an effect
which is associated with reduced neutrophil chemotactic factors KC and MIP-2, and neutrophils
(38). Furthermore, Chen ef al. demonstrated that IL-17RA signaling is required for emphysema
development (35). In their model, combination of IL-17 and IL-22 increased the expression of
matrix metalloproteinases, molecules involved in tissue destruction (32). Moreover, IL-17A
knockout (KO) mice and neutralization of IL-17A in wild-type (WT) mice reduced macrophage
and neutrophil recruitment and chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2), CCL3 and matrix
metalloproteinase (MMP)-12 mRNA expression in response to acute CS exposure (23). These
data suggest that IL-17A and IL-22 induce emphysema via proteases release by immune cells and
epithelial cells (32, 39). However, Chang et al. demonstrated that cigarette smoke-induced IL-
17A could also directly induce apoptosis of type II alveolar cells (40). Therefore, IL-17A and IL-

22 promote emphysema through proteases production and alveolar cells apoptosis induction.

3.5. IL-17 and IL-22 in COPD exacerbations (Figure 2)

Under normal conditions without chronic inflammation, IL-17 and IL-22 are key factors to
control extracellular bacterial and fungal infections (41-43). In COPD exacerbations, these
cytokines are also important but their involvement seems to be more complex and may depend of
the responsible pathogen. In a small clinical study, Andelid et al. showed that COPD patients
with airway colonization by opportunistic pathogens exhibited lower blood IL-17A concentration
(44). In their subgroup of patients with an exacerbation, blood IL-17A was undetectable. In
another population, Zhang et al. showed decreased sputum IL-17A concentrations during COPD
exacerbation correlated with disease severity (45). However, the interpretation of both studies
were not possible since the exacerbation etiologies were not defined. Nontypeable Haemophilus
Influenzae (NTHI) is the most common bacteria associated with COPD exacerbation (2). During
NTHi-associated COPD exacerbation, Roos et al. described increased sputum IL-17A
concentration (36). Despite decreased neutrophils recruitment in ///7a-/~- mice and in wild type
mice treated with a neutralizing IL-17A antibody, no increased bacterial burden nor delayed

bacterial clearance were observed showing that IL-17A was not involved in the protection against
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NTHi during COPD. In contrast, we demonstrated in our murine model of COPD exacerbation
by NTHi, a protective effect of IL-22 which is decreased in COPD mice compared to mice not
exposed to cigarette smoke (46). Streptococcus pneumoniae is another bacteria frequently
associated with COPD exacerbations (2). IL-17A and IL-22 was shown to be involved in
protective host response against this bacteria and again, IL-22 seems to play a key role in
protective effects (41, 42, 47). In addition, exposure to bacteria of peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) from COPD patients to Streptococcus pneumoniae did not increase IL-17 and IL-
22 production in contrast with healthy non-smokers and smokers (48). We obtained similar
results with our murine model and demonstrated that this defective IL-17A and IL-22 response
was related to a reduced production of IL-1f and IL-23 by AM and DC. In this context, we
observed as previously shown with LPS, that cigarette smoke exposure altered the response of
DC to S. pneumoniae, leading to a decreased ability to promote Th17 differentiation of T cells.
Interestingly, S. pneumoniae exposure of PBMC including circulating DC from smokers without
airways’ obstruction was not associated with a defect in Th17 cytokine secretion in contrast with
blood cells from COPD patients whereas the phenotype of lung DC was similarly modified in
both populations (49). These data suggest that defective systemic response to bacteria is a
specific feature of COPD which may be the consequence of the conjugate effect of exposure to
CS, systemic chronic inflammation associated with the disease and/or host predisposition to
develop the disease. Altogether, these data suggest that impaired balance between IL-17A and IL-
22 with a defective production of the second is a main feature in COPD leading to bacterial

infection and colonization of the airways.

123



Articles

Bacteria
| = = == e e — - -
|
l |
|
T I
I reduced production
- ——— == defective phagocytosis = = _I 1
|
! |
macrophages I
PP I antimicrobial
I peptides
< COLONIZATION >
<
|

dendritic cells

—
IL-18
IL-6

IL-23
0000 ®
G-CSF 90 = O%
v cxcL8 ° @ E
- CXCL1 roteases
/ \ neutrophils P
N
( @ ‘ increased response to NTHI
\ J defective response to Sp

v

NN

< LUNG DAMAGES>

P— T

to pathogens

124



Articles

Figure 2: Defective IL-22 and differential IL-17 responses during COPD
exacerbations. IL: interleukin, yd: gamma delta T cell, ILC3: innate lymphoid cell type 3,
NKT: natural killer T cell, G-CSF: granulocyte-colony stimulating factor, CXCLS:
interleukin 8, CXCL1: chemokine C-X-C motif ligand 1, IL-17R: IL-17 receptor, IL-22R:
IL-22 receptor.

Viruses like influenza virus and rhinovirus (HRV) are also associated with COPD
exacerbations (2). In wild-type mice non-exposed to cigarette smoke, influenza virus induce
production of IL-17A and IL-22 by conventional T-cells and innate lymphoid cells with 1L-22-
dependent protective effects against secondary bacterial infection (42, 50, 51). Most of the effects
of IL-22 in this context are related to its maintenance on the epithelial barrier and the effect on
airway remodeling. However, we cannot exclude the modulation of the production of anti-
microbial peptides. Conversely, Guillon et al. showed in a model of mice chronically exposed to
cigarette smoke an alteration of IL-22-dependent signaling during influenza virus infection (52).
In this model, influenza virus induced IL-22R expression on bronchial epithelial cells that was
cleaved by neutrophil proteases leading to decrease production of antimicrobial peptides. This
result was comforted by increased levels of soluble fragment of IL-22R in sputa from COPD
patients with acute exacerbations. HRV are the most frequent viruses associated with COPD
exacerbation which could be explained by defective immune response (2). In fact, IL-17A
synergistically enhanced HRV-16-induced production of CXCL8 and [-defensin-2 and
suppressed production of RANTES (53). However, antimicrobial peptide concentration in sputa
from COPD patients during HRV-induced exacerbation were lower with an inverse correlation
with bacterial load (54). Thus, in COPD, viruses infections may lead to increased inflammation
and as a consequence to increased symptoms in the context of pre-existing IL-17A high levels.
This may be associated with increased risk of subsequent bacterial infection due to altered

antimicrobial peptides response to IL-17A and IL-22.

Although COPD patients are known to be at risk for invasive or chronic necrotizing
aspergillosis (IA, CNA), no data are available on the role of Th17 response in fungal infections in
COPD context (55, 56). Nevertheless, Aspergillus fumigatus, which is the main species
responsible for these infections, has been shown to induce IL-17A, IL-17F and IL-22 secretion
through the Dectin-1 dependent production of IL-1p, IL-6 and IL-23 (57). A defective expression

of Dectin-1 was also found in individuals with hematological malignancies who developed 1A
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when compared to patients who had no evidence of invasive fungal infection (58). These data
suggest an important role for Th17 response in IA, and support a potential role for alterations of

the Th17 response in A. fumigatus infections in the course of COPD.

3.6. Future Directions

On the whole, Th17 cytokines play important but opposite roles during both stable state and
exacerbation of COPD. The IL-17A increase seems to be more related to chronic inflammation
leading to airway obstruction and emphysema whereas the IL-22 defect seems to be responsible
for the lack of control of infection either by bacteria and fungi but also with viruses. Thus, it

seems essential to decipher the cytokine specific mechanisms implicated in these alterations.

As underlined above, the production of IL-17 implicate different cell sources and mechanisms
of activation. Direct activation of antigen presenting cells (including airway epithelial cells) by
cigarette smoke can lead to activation of NKT cells, a process blocked by preventive
administration of anti-oxidants (24). Nevertheless, clinical trials evaluating the effects of the
antioxidant N-acetylcysteine in COPD showed mixed results with significant reduction in
exacerbations frequency but no clear changes in disease progression emphasizing the need of new
therapeutic targets (59). The development of a Thl7 response probably implicated the
modification of self proteins responsible to the emergence of auto-immune reaction associated
with an altered regulatory T cell function. Therefore, blocking IL-17A production seems to be a
promising therapeutic target in COPD patients as reported in mice model since neutralizing IL-17
pathway minimizes structural changes associated with the disease without diminishing the
control of bacterial infections. However these studies had a preventive design, additional studies
are still needed to evaluate IL-17 pathway inhibition benefits when the disease is already
established. Moreover, clinical data from patients treated for psoriasis with IL-17 inhibitors
showed higher rates of infections and candidiasis suggesting that this treatment may be
associated with higher exacerbations and/or fungal infections in the context of COPD (60).
Therefore, further studies are needed to thoroughly evaluate benefit-risk of inhibiting IL-17
pathway in patients with already established COPD.

During bacterial and viral infection, the defect in IL-22 production associated with the
defective response of APC (particularly AM and DC) seems to be a key feature of the

exacerbation. However, we cannot exclude that this mechanism was also associated with a
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dysfunction of lymphocytes as suggested in our model with NTHi (46). To decipher the
mechanism responsible to the altered production and function of IL-22 seems essential in order to
propose therapeutic approach in this context. As shown in by our data, this defect is related to an
altered ability of APC to promote the production of IL-22 by lymphocytes. Although the
oxidative stress did not seems as important, we can also suspect that exposure to cigarette smoke
altered the phagolysosome trafficking which secondarily should impact on the signaling
pathways triggered by bacteria. A dysregulation of the miRNA expression after exposure to
cigarette smoke has been reported and is also implicated in DC dysfunction although their role
during the exacerbation has not yet evaluated (37). In addition, we cannot exclude the generation
of inhibitory factors such as IL-10 in this context. Interestingly, our data showed that IL-22
supplementation increases bacterial clearance and markedly reduces both the lung inflammation
and the tissue lesions underlining the interest of an immuno-therapeutic approach aiming to boost
this response to bacteria. Treatment able to restore an efficient response of APC to bacteria might
be of great interest in this context. Two strategies might be planned: either to remove the block
inhibiting the pro-IL-22 cytokine production or to boost IL-22 producting cells with immuno-
stimulants. Some adjuvants such as Flagellin had the ability to promote the IL-22 response
through the stimulation of an axis DC-ILC3 and so, to promote the clearance of bacteria in
control mice (47). We have now evaluated the preventive effect of flagellin on bacteria-induced
COPD exacerbation in our experimental murine models and this treatment accelerates the
bacterial clearance and prevents the inflammatory reaction and tissue lesions associated with
infections with Sp or NTHi in COPD mice (Manuscript in preparation). Nebulization of this
adjuvant in association with other treatments of the COPD exacerbation may be of great interest
in COPD patients as it would improve local IL-22 production in the infection site and reduce the
systemic side effects. Moreover, the function of IL-22 was also altered due to the specific
cleavage of its receptor by neutrophil proteases (52). Thus, deciphering anti-proteases blocking
neutrophil proteases might have a double interest by protecting the IL-22R on airway epithelium

and by limiting the degradation of the extracellular matrix.

Altogether, these data pave the way for the development of future therapeutic or
preventive approaches both during the development of COPD as well as during the

exacerbation by carefully modulate the balance between IL-17 and IL-22.
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1. Synthése des résultats

1.1. Résultats expérimentaux

Ce travail met en évidence la présence d’un défaut de réponse des cytokines IL-17A et IL-22
en réponse a Streptococcus pneumoniae dans la BPCO par 3 approches différentes : ex vivo, in
vitro et in vivo. Ce déficit de production par les lymphocytes Th17 et les cellules innées semble
lié a une altération des cellules présentatrices d’antigéne (cellules dendritiques et macrophages)

qui perdent leur capacité a induire cette réponse.

Dans le modele in vivo, les souris exposées de fagon chronique a la fumée de cigarette et
présentant un phénotype proche de celui de la BPCO, présentent un défaut de production de 1’IL-
17A et de I'IL-22, en réponse a Streptococcus pneumoniae, par les lymphocytes T conventionnels
et les cellules innées NK, NKT avec un effet plus marqué pour I’'IL-22. Ceci est associé a une
inflammation pulmonaire plus importante et un retard de clairance de la bactérie qui sont tout
deux améliorés par I’apport d’IL-22 recombinante. Ce défaut de production d’IL-17A et IL-22 est
associ¢ a un défaut de synthése d’IL-1B et d’IL-23 par les cellules présentatrices d’antigene,
cellules dendritiques et macrophages, et une incapacité de ces cellules a induire la production
d’IL-17A par les lymphocytes T CD4" suggérant que 1’altération de ces cellules pourraient en

étre la cause.

Dans le modele in vitro, I’exposition a la fumée de cigarette de cellules dendritiques dérivées
de monocytes inhibe leur maturation secondaire a 1’exposition a Streptococcus pneumoniae. Ce
défaut de maturation s’associe notamment a un défaut de production des cytokines pro-Th17, IL-
6 et IL-23, et une incapacité a induire la production d’IL-17A et d’IL-22 par les lymphocytes T
autologues. Cette production d’IL-17A est restaurée lors de 1’ajout d’IL-23 recombinante dans le
milieu de coculture suggérant que le défaut de production des cytokines pro-Th17 par les cellules
dendritiques est déterminant dans cette incapacité a activer les lymphocytes T conventionnels. Ce
travail n’a pas permis d’identifier clairement le ou les mécanismes par lesquels la fumée de
cigarette inhibe la fonction de ces cellules dendritiques mais suggere que ’altération du trafic des

phagolysosomes pourrait étre impliquée.
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L’analyse ex vivo de PBMC de patients atteints de BPCO conforte ces résultats. En effet,
I’exposition de ces cellules a Streptococcus pneumoniae montre un défaut de production d’IL-
17A et surtout d’IL-22 par rapport aux PBMC de sujets sains et de fumeurs sans BPCO.
L’analyse des populations cellulaires sources de ces cytokines montrent un défaut d’induction de
la production d’IL-17A et IL-22 par les cellules lymphoides innées notamment NK et NKT
¢galement observé en partie chez les PBMC issues de sujets fumeurs sans BPCO. Cela s’associe
a un défaut de production des cytokines pro-Th17 IL-6 et IL-23 en réponse a Streptococcus
pneumoniae renforgant ’hypothése d’une altération de 1’induction de la réponse Thl7 par les

cellules présentatrices d’antigéne, principales sources de ces cytokines.

1.2. Revue de la littérature

L’analyse de la littérature a mis en évidence le peu de données sur le réle des cytokines IL.-17
et [L-22 au cours des exacerbations de la BPCO et nous a permis de montrer la complexité de
leur implication qui pourrait dépendre du pathogene responsable. De fait, les rares données issues
de patients en exacerbation peuvent sembler discordantes. Ainsi, Andelid ef al. ont montré que
les patients atteints de BPCO et colonisés par un pathogéne opportuniste au niveau des voies
aériennes présentaient des concentrations sanguines d’IL-17A diminuées avec des taux
indétectables dans le sous-groupe de patients ayant présenté une exacerbation (266). Zhang et al.
ont également montré une diminution des concentrations d’IL-17A dans les expectorations
pendant I’exacerbation de la BPCO, diminution corrélée a la sévérité de la BPCO (267). Ces deux
¢tudes ne donnaient malheureusement pas 1’étiologie de ces exacerbations. A 1’inverse, Roos et
al. ont décrit une augmentation des concentrations d’IL-17A dans les expectorations de patients
présentant une exacerbation associée a Haemophilus influenzae (259). Cependant, dans leur
modele de souris déficientes en IL-17A ou sauvages traitées avec un anticorps neutralisant de
I’IL-17A, il n’était pas observé d’augmentation de la charge bactérienne ni de retard de la
clairance bactérienne apres infection par NTHi suggérant que 1I’IL-17A n’est pas indispensable
dans la protection contre NTHi au cours de la BPCO. Dans le laboratoire, il a été confirmé une
augmentation de I'IL-17A lors d’une infection par Haemophilus influenzae chez les souris
exposées de manicre chronique a la fumée de cigarette mais associée a une diminution de la

production d’IL-22 qui elle a un rdle protecteur contre ce pathogéne dans ce contexte
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d’inflammation chronique (268). L’altération de la balance IL-17 / IL-22 semble donc étre un

¢lément déterminant dans les exacerbations bactériennes de la BPCO.

2. Discussion et perspectives

2.1. Défaut de réponse IL-17 et IL-22 au cours des exacerbations de la BPCO

Au cours de ce travail, un défaut de réponse IL-17A et IL-22 a Streptococcus pneumoniae a
¢été mis en évidence sur des données expérimentales. L’extrapolation de ce travail a la clinique et
la perspective de nouvelles thérapeutiques amenent a se poser la question de la spécificité de ce
défaut sur le plan immunologique, de sa spécificité au plan microbiologique et de son implication
dans le contexte réel des exacerbations bactériennes mais ¢également des colonisations

bronchiques.

2.1.1. Spécificité immunologique du défaut de réponse Th17

Ce travail montre non seulement la présence d’un défaut de réponse Th17 mais également une
altération de la réponse Thl a Streptococcus pneumoniae illustrée par une réponse IFN-y
diminuée. Les trois approches montrent que ce défaut Thl est associé¢ a un défaut de production
de la cytokine pro-Thl, IL-12, confortant le rdle central de I’altération de la réponse des cellules
présentatrices d’antigénes dans la susceptibilité aux infections. La réponse IFN-y joue également
un réle important dans le controle des infections bactériennes et notamment a Streptococcus
pneumoniae suggérant que la correction du défaut de réponse IFN-y pourrait étre une cible
intéressante dans la prise en charge des exacerbations et éventuellement de leur prévention
(269,270). Cependant, ’IFN-y est ¢galement impliqué a 1’état stable dans le développement de
I’emphyseme (271). L’apport exogene de cette cytokine ou I’induction directe de sa production
pourrait donc étre délétére sur la progression de la BPCO, problématique assez proche de celle de
la modulation de I'IL-17A discutée dans la revue intégrée a la partie résultats de cette thése. Par
contre, une approche ponctuelle avec I’apport d’un adjuvant induisant la réponse IFN-y au cours
d’une exacerbation bactérienne ou la modulation des voies de contrdles de cette production
d’IFN-y, comme celle de I’IL-18 qui participe a la physiopathologie de la BPCO via I’induction
notamment d’IFN-y et d’IL-17A, pourraient étre envisagées (272).
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2.1.2. Spécificité microbiologique du défaut de réponse Th17

Ce travail est centré sur la réponse a Streptococcus pneumoniae, 'une des 3 bactéries les plus
fréquemment associée aux exacerbations de la BPCO avec Haemophilus influenzae et Moraxella
catarrhalis (177). Sur un plan physiopathologique et dans 1’optique de traitements futurs, se pose
maintenant la question de la spécificit¢ de ce défaut de réponse Thl7 a une espeéce voire un
sérotype particulier. L’importance de ces cytokines IL-17 et IL-22 chez le sujet sain sans
inflammation chronique dans le contrdle des infections par les bactéries extracellulaires et par les
champignons suggere qu’un défaut de réponse de ces cytokines devrait étre associé a une
augmentation de la susceptibilit¢ aux infections pour I’ensemble de ces pathogenes (269,273—
275). Cependant, il est montré qu’en fonction du sérotype, le Streptococcus pneumoniae peut
activer différents récepteurs et donc étre responsable de réponses immunes différentes. Par
exemple, les sérotypes 1 et 8 activeraient moins le récepteur NLRP3 de I’inflammasome et les
sérotypes 3 et 14 seraient spécifiquement reconnus par le récepteur CD209 (DC-SIGN)
(276,277). Le sérotype 1 de Streptococcus pneumoniae utilisé dans cette thése est 'un des
sérotypes les plus fréquemment associés aux pneumonies séveres chez les patients atteints de
BPCO (278). Par contre, il n’est que rarement isolé au cours des exacerbations de la BPCO
posant la question de I’extrapolation de ces résultats a ce contexte particulier (279). Pour toutes
ces raisons, ces résultats devront donc étre confirmés avec des sérotypes de Streptococcus
pneumoniae plus fréquemment associés aux exacerbations, notamment les sérotypes 9V, 19F,
15A, 11A et 3 plus fréquemment associés a des rechutes, et les sérotypes 15A, 16F, 3 et 33F plus
fréquemment associés a des réinfections, c’est-a-dire impliquées dans de nouvelles exacerbations
liées a des sérotypes différents (280). Cependant, les résultats de cette thése ne sont pas
spécifiques a Streptococcus pneumoniae puisque dans un autre travail du laboratoire, il a été
montré que le défaut de réponse IL-22 était aussi observé pour NTHi (268). Ainsi, le défaut de
réponse IL-22, et probablement plus 1’altération de la balance IL-17A / IL-22, semble étre un
facteur non spécifique a Streptococcus pneumoniae impliqué dans la susceptibilité et la sévérité

des exacerbations d’origine bactérienne de la BPCO.

2.1.3. Démonstration de ce défaut chez ’homme

Les trois approches expérimentales présentées dans ce travail doivent maintenant E&tre

complétées par une étude clinique afin de démontrer la réalité de ce défaut de réponse Th17 au
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cours des exacerbations bactériennes. Cette étude nommée COPDI1722 sera mise en place
prochainement et a déja été accepté par le Comité de Protection des Personnes de la Région
Nord-Ouest. Elle est enregistrée sur Clinical Trial avec le code NCT02655302. Cette étude
régionale multicentrique réunissant 4 hopitaux de la métropole lilloise a comme objectif d’inclure
100 patients lors d’une hospitalisation pour exacerbation de BPCO sur une durée de 3 ans. Lors
de I’exacerbation et a distance de celle-ci (8 a 16 semaines) seront notamment collectés des
expectorations et des prélévements sanguins afin de réaliser des analyses immunologiques et
microbiologiques. Un suivi des exacerbations et de la fonction respiratoire sera réalisé pendant 4
ans. L’objectif principal est de démontrer la présence d’un défaut de réponse I1L-17 et IL-22 au
cours des exacerbations bactériennes en se basant sur le taux de ces cytokines dans les
expectorations. Ces cytokines et d’autres marqueurs importants de 1’inflammation seront dosés
¢galement dans les expectorations et le sang périphérique. Les mesures réalisées en exacerbations
et a I’état stable seront comparées et interprétées en fonction des données microbiologiques
incluant des analyses bactériologiques standard, une recherche de virus respiratoires et des
bactéries atypiques par qPCR, une analyse mycologique des expectorations et une analyse du
microbiome par métagénomique. Les résultats de cette étude apporteront un éclairage important
sur le lien entre immunit¢ Th1l7 et la physiopathologie de la BPCO, notamment de ses

exacerbations.

2.2. Mécanismes de I’altération de la maturation des cellules dendritiques

Comme rappelé ci-dessus, le ou les mécanismes par le ou lesquels la fumée de cigarette inhibe
la maturation des cellules dendritiques induite par Streptococcus pneumoniae n’ont pas été
clairement identifi¢s. L’inhibition de la maturation des cellules dendritiques normalement induite
par I’exposition au LPS a déja été décrite précédemment (115). La méme équipe a montré que
cette inhibition de la production d’IL-12 et d’IL-23 était liée au stress oxydant avec un effet
protecteur de la N-Acétyl-Cystéine (116). Malgré une tendance a une amélioration de
I’expression des molécules de costimulation CD80 et CD86 et de la production d’IL-23, aucun
antioxydant parmi ceux testés dans notre modele a différentes doses décrites comme efficaces
dans les autres publications n’a permis de corriger significativement 1’effet de la fumée de
cigarette. Ce résultat négatif semble refléter la présence d’un ou plusieurs autres mécanismes

indépendants du stress oxydant. Pour autant les données de la littérature sur le sujet et la
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reproduction partielle des effets observés par I’induction d’un stress oxydant mitochondrial
suggerent que ce stress oxydant participe mais n’est pas indispensable a I’inhibition de la

maturation des cellules dendritiques en réponse a Streptococcus pneumoniae.

Contrairement au LPS qui agit principalement via son action sur le TLR4, Streptococcus
pneumoniae agit via plusieurs récepteurs et nécessite notamment d’étre internalisé pour que ses
antigeénes puissent étre apprétés puis présentés par le CMH. Dans notre modele in vitro, nous
avons montré une endocytose de la bactérie plus importante par les cellules dendritiques
préalablement exposées a la fumée de cigarette et des résultats encore préliminaires semblent
montrer une diminution de la bactéricidie de ces bactéries phagocytées. Or, I’héme-oxygénase 1
(HO-1) qui est augmentée dans notre modele et le monoxyde de carbone qui est présent dans la
fumée de cigarette sont tout deux associés a une inhibition de la fusion endosome-lysosome
(281). De plus, I’inhibition du trafic des phagolysosomes par d’autres bactéries comme Coxiella
burnetii et Brucella abortus est associée a une diminution de la maturation des cellules
dendritiques (282). Enfin, il a été montré que 1’activité bactéricide des macrophages dépendait de
I’induction d’espeéces réactives de 1’oxygéne mitochondriales, production dépendante de la voie
de signalisation de TRAF6 dont la dégradation est augmentée lors de I’exposition a la fumée de
cigarette (283,284). Par conséquent, nous émettons 1’hypothése que le défaut de maturation des
cellules dendritiques est li¢, au moins en partie, a ’altération du trafic des phagolysosomes,
hypothése que nous projetons de tester prochainement a I’aide de notre modéle in vitro de

cellules dendritiques dérivées de monocytes exposées a la fumée de cigarette.

2.3. Conséquences sur I’épithélium bronchique

Ce travail s’est principalement concentré sur la démonstration de ce défaut de réponse IL-17 et
IL-22 aux bactéries dans la BPCO et les cellules immunitaire impliquées. Il reste un dernier
acteur que nous n’avons pas encore exploré de fagon approfondie qui est 1’épithélium
bronchique. En effet, 1’épithélium bronchique est I'un des tous premiers types cellulaires en
contact avec les bactéries dans les voies aériennes, avec les cellules dendritiques qui projettent
des extensions de leur cytoplasme dans la lumicre bronchique, ainsi qu’avec les macrophages
alvéolaires, présents dans la lumiére bronchique et alvéolaire. Or, cet épithélium produit un
certain nombre de signaux en réponse a 1’agression par la fumée de cigarette et/ou a un agent

pathogéne qui participent a la modulation de la réponse inflammatoire et plus particuliérement au
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recrutement des cellules dendritiques et a la modulation de leur phénotype (285). L’¢pithélium
bronchique joue donc vraisemblablement un rdle dans I’inhibition de la réponse 1L-17 — IL-22

vraisemblablement en modulant I'effet de ces cytokines.

Ces cytokines et plus particuliecrement I’IL-22 induisent la production de peptides
antimicrobiens et permettent la régénération de 1’épithélium (239). Au cours de 1’exacerbation de
la BPCO, le récepteur de I'L-22 et non celui de I'IL-17 est spécifiquement clivé par des
protéases du neutrophile, empéchant ainsi la production de peptides antimicrobiens ou le
maintien de la barriere épithéliale (286). La pertinence de ces résultats expérimentaux est
confortée par la mise en évidence d’une augmentation des taux du fragment soluble du récepteur
de I’IL-22 dans les expectorations de patients atteints de BPCO en exacerbation aigu€. Le défaut

de signalisation IL-22 impacte donc également en retour la réponse de I’épithélium a I’infection.

2.3.1. Cytokines Th17 et peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens jouent un réle important dans la réponse immune innée aux
pathogenes (221). Des données montrent qu’ils sont modulés au cours de la BPCO mais avec des
résultats discordants dans la littérature (222). Ainsi, pour la B-défensine 2, qui est le peptide anti-
microbien qui est le plus efficace contre Streptococcus pneumoniae et qui est induit via
I’activation du TLR2 par ce méme pathogene, les études cliniques montrent qu’elle est diminuée
dans les voies aériennes des patients atteints de BPCO et augmentée dans le parenchyme
pulmonaire (221,222,287). Par contre, dans nos modeles d’infection de souris exposées de fagcon
chronique a la fumée de cigarette a Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae, nous
n’avons pas observé de défaut d’expression de ce peptide par contre, il y avait un défaut

d’induction de la cathelicidine (268,288).

Des travaux préliminaires ont été réalisés pour évaluer la production de B-défensine 2 par des
cellules épithéliales bronchiques primaires exposées a un extrait de fumée de cigarette, a
Streptococcus pneumoniae et/ou a de ’IL-17A ou de I’'IL-22. Les expériences d’optimisation ont
mis en évidence que seules les cellules bien différenciées comme des cellules bronchiques
primaires avec un faible passage et n’ayant pas été congelées produisent ce peptide a des taux
détectables. Nos données montrent, en dépit de 1’absence d’induction par Streptococcus
pneumoniae dont 1’exposition doit encore étre optimisée, que 1’expression de la B-défensine 2

semble étre inhibée par la fumée de cigarette et stimulée faiblement par 1’IL-22 et fortement par
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I’IL-17A (Figure 4). L’IL-22 n’avait aucun effet sur I’expression de deux autres peptides
antimicrobiens, ST00AS8 et SI00A9, alors que I’[L-17A multipliait leur expression par 2 a 3 fois
sans commune mesure sur ses effets puissants sur I’expression de la B-défensine 2 suggérant
qu’il pourrait exister une spécificité d’action de I'IL-17A et I'IL-22. Ces travaux doivent étre
poursuivis pour confirmer ou infirmer ces résultats préliminaires et analyse I’effet conjugué de

I’IL-17 et de I’IL-22 associées ou non a la fumée de cigarette.
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Figure 4 : Expression de la B-défensine 2 mesurée par PCR 6 heures apres la simulation des
cellules épithéliales bronchiques par Streptococcus pneumoniae (Sp) (n=1 en duplicate). Les
résultats sont rendus en expression relative par rapport a I’expression de la GAPDH. En grisé les
conditions stimulés par I’[L-22, en noir par I’IL-17A. Med = milieu seul, CSE = extrait de fumée
de cigarette.

2.3.2. Mise en place d’un modéle complexe d’interaction intercellulaires

Dans le but d’explorer plus avant le role de I’épithélium dans la modulation de la réponse IL-
17 / 1L-22 et en retour, I’impact de ces cytokines sur la production de peptides antimicrobiens et
le remodelage épithélial, un nouveau model expérimental incluant les deux types cellulaires

prédominants de la paroi bronchique, les cellules épithéliales et les fibroblastes, a été¢ développé.

Des cellules épithéliales bronchiques primaires ont été différenciées en interface air-liquide

pendant 5 semaines en coculture avec des fibroblastes bronchiques situés dans la chambre
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inférieure sans contact physique entre ces deux populations cellulaires. Ce systéme étant
¢galement destiné a étudier les mécanismes impliqués dans le développement d’un syndrome de
recouvrement asthme-BPCO (ACOS), les deux populations de cellules ont été mixées avec 4

conditions au final associant :

1. des cellules épithéliales d’un patient BPCO avec des fibroblastes de BPCO

2. des cellules épithéliales d’un patient BPCO avec des fibroblastes d’asthmatique
3. des cellules épithéliales d’un patient asthmatique avec des fibroblastes de BPCO
4

des cellules épithéliales d’un patient asthmatique avec des fibroblastes d’asthmatique

Dans cette étude préliminaire visant a démontrer la faisabilité de ce modele et la présence
d’interaction intercellulaires, une seule source a été utilisée pour les cellules épithéliales de
BPCO et d’asthmatique combinées a 4 sources pour chaque type de fibroblastes. Aucun stimuli

particulier n’a été ajouté.

La différenciation épithéliale était bonne pour les conditions avec épithélium asthmatique avec
une résistance épithéliales croissant significativement tout au long des cocultures et une bonne
différenciation en histologie (Figures 5 et 6). Concernant I’épithélium de BPCO, les résistances
ont chutées brutalement la derniére semaine de coculture aprés une augmentation continue
suggérant un probléme qui n’a pas été authentifié, raison pour laquelle seules les conditions avec

¢épithélium asthmatiques ont été analysées.
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Figure 5: résistances ¢&lectriques trans-épithéliales au cours de la
différenciation en air-liquide de 1’épithélium asthmatique en coculture avec
des fibroblastes d’asthmatiques (AA), de BPCO (AC) ou seul (Asthma).

Figure 6 : cross-section de I’épithélium asthmatique sur la membrane de
I’insert issus des cocultures montrant en coloration Hématéine et Eosine un
aspect pseudo-stratifié (au-dessus) et au marquage a la cytokératine 18, une
bonne différenciation (au-dessous).

L’analyse de I’expression génique par microarray distinguait clairement les conditions ou les
cellules épithéliales du méme sujet asthmatique avaient été mises en coculture avec des
fibroblastes bronchiques de patients asthmatiques de celles avec des fibroblastes de patients
atteints de BPCO démontrant I’impact des interactions entre ces deux types cellulaires (Figures 7
et 8). De plus, parmi les genes significativement modulés, ressortaient notamment des genes

impliqués dans le remodelage des voies aériennes (Tableau 4).

Ces résultats qui sortent en partie du champ de cette theése mettent en évidence la faisabilité de
ce modele qui integre les interactions épithélium — fibroblastes dans sa conception et sa

pertinence dans la perspective d’une évaluation du remodelage et des effets protecteurs ou non
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des cytokines IL-17A et IL-22. Ce modele pourra ensuite étre complexifié pour évaluer les
interactions avec d’autres types cellulaires notamment les cellules dendritiques et les effets sur la

réponse immune Th17.
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Figure 7 : Analyse cluster de I’expression génique des conditions d’épithélium asthmatique avec
fibroblastes asthmatiques (FA), BPCO (FC) ou sans fibroblastes (CTL) par analyse des distances
entre les différentes conditions. Les chiffres correspondent a des fibroblastes bronchiques issus
de donneurs différents.
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Figure 8 : Représentation heat map de la différence d’expression génique entre les conditions de
coculture avec les fibroblastes de patients asthmatiques (FA) et ceux de patients BPCO (FC). Les
genes sur-exprimés sont en vert, les sous-exprimés en rouge.

Tableau 4 : Expression différentielle de génes associés au remodelage des voies aériennes

Génes variation en log, p ajusté
TGF-a Transforming Growth Factor alpha -1.29 0.005
TGF-p2 Transforming Growth Factor beta 2 -1.39 0.004
MMP9 Matrix Metallopeptidase 9 -3.08 0.029
MMP10 Matrix Metallopeptidase 10 -1.56 0.005
TIMP2 Metalloproteinase Inhibitor 2 precursor -1.49 0.005
SERPINB2 Plasminogen activator inhibitor 2 -2.74 0.004
SERPINE1 Plasminogen activator inhibitor-1 -2.27 0.005
LOXL1 Lysyl Oxidase Like 1 +1.12 0.032
LOXLA4 Lysyl Oxidase Like 4 +1.74 0.005
COL4A1 Collagen type IV alpha-1 subunit -1.04 0.008
ECM1 Extracelullar Matrix Protein 1 precursor -2.63 0.027
EDNI1 Endothelin 1 - 1.58 0.009
EDN2 Endothelin 2 - 1.61 0.042

Quelques genes associés au remodelage des voies aériennes dont [’expression est
significativement différente entre les conditions avec fibroblastes BPCO (FC) et celles avec
fibroblastes asthmatiques (FA).

2.4. Perspectives thérapeutiques

Ce travail et la revue de la littérature évoquent deux axes de recherche pour de nouvelles
thérapeutiques ciblant la voie IL-17A et IL-22 ; une premicre visant a contrler 1I’inflammation
chronique qui semble principalement liée a I’'IL-17 et une deuxiéme visant a restaurer la réponse

IL-22 au cours des exacerbations.

En effet, les données de la littérature montrent a montré I’impact délétere de 1’augmentation de
I’IL-17A dans la physiopathologie de la BPCO a I’état stable mais également en exacerbation
notamment lorsque cette cytokine démontre une synergie avec les virus responsable d’une

inflammation encore plus importante (289). Inversement, I’inhibition de cette voie ne semble pas
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aggraver les infections respiratoires bactériennes (259). Cette derniére information doit toutefois
étre tempérée, l’utilisation d’anti-IL-17 dans le psoriasis étant associée a une fréquence
augmentée d’infections et de candidose (290). Enfin, les études expérimentales montrent un effet
bénéfique lors de I’inhibition préventive de I'IL-17A. La démonstration de I’efficacité et du
caractére favorable du rapport bénéfice-risque d’une inhibition de cette voie dans le contexte
d’une BPCO déja établie reste donc a faire. L’inflammation Thl étant également délétére en
chronique dans la BPCO, une thérapeutique ciblant I’IL-18 impliquée dans 1’activation de ces

deux voies pourrait également étre envisagée comme discuté ci-dessus (272).

Dans le contexte de I’infection bactérienne, qui plus est dans le modele de souris exposées de
fagon chronique a la fumée de cigarette et présentant un phénotype proche de la BPCO, 1’apport
exogene d’IL-22 recombinante a démontré son efficacité en terme de clairance de la bactérie et
de réduction de [Dinflammation et des Iésions pulmonaires induites par 1’infection
(268,273,288,291). Une meilleure connaissance des mécanismes et voies de signalisations
impliquées dans ’inhibition de la réponse IL-22 permettraient sans doute d’envisager d’autres
cibles thérapeutiques pour traiter ce déficit comme par exemple un traitement qui inhiberait le
clivage du récepteur de I’'IL-22 observé au cours des exacerbations de la BPCO et permettrait
ainsi une augmentation de la production de peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales

bronchiques et une amélioration de la régénération épithéliale (286).

De fagon intéressante, la flagelline, un agoniste du TLRS administré par voie inhalée,
augmente la production d’IL-22 par les ILC3 dans le contexte d’infection a Streptococcus
pneumoniae et améliore la survie des souris (292). L'administration de cette molécule pourrait
étre envisagée comme traitement adjuvant des thérapeutiques habituelles de ’exacerbation et
éventuellement en aérosol afin d’avoir un effet maximal au niveau du site de I’infection tout en
minimisant les effets secondaires systémiques. De plus, la flagelline a démontré son efficacité
comme adjuvant dans des vaccins ce qui devrait faciliter la mise en place rapide de nouvelles
¢tudes cliniques, le profil de sécurité de la molécule étant déja en partie évalué chez I’homme
(293). Dans un travail préliminaire utilisant les cellules mononucléées circulantes (PBMC) de
sujets sains non fumeurs, de fumeurs sans obstruction bronchique et de BPCO, 3 adjuvants
différents ont été testés, le LPS qui est un agoniste du TLR4, la flagelline (FliC) qui est un
agoniste du TLRS5 et 1’olygodéoxynucléotide CpG qui est un agoniste du TLRO. Seule la
flagelline avait un effet significatif sur les PBMC de patients atteints de BPCO en induisant la
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production d’IL-17A et dans une moindre mesure d’IL-22 (Figure 9). Ces résultats devront étre
répétés mais apporte un argument supplémentaire en faveur d’un bénéfice de cette molécule

comme adjuvant de la prise en charge des exacerbations de la BPCO.
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Figure 9 : Production d’IFN-y, d’IL-22 et d’IL-17 par les PBMC de sujets témoins non
fumeurs (n=9), de sujets fumeurs non obstructifs (n=5) et de patients atteints de BPCO (n=3) en
réponse aux différents immunostimulants : LPS, Flagelline (FliC) et CpG. Les résultats sont
exprimés en moyennes (pg/mL) + SEM.

2.5. Conclusion

Des arguments de plus en plus nombreux témoignent d’une altération de la réponse IL-17A et
IL-22 au cours des exacerbations bactériennes de la BPCO. Celle-ci devrait étre confirmée dans
I’étude COPD1722 qui débutera prochainement et apportera de nombreuses informations sur les
rapports entre cette immunité, les différents pathogenes impliqués, le microbiome, et les
phénotypes des patients BPCO. De plus, ce projet a pour objectif d'identifier des marqueurs
diagnostiques et pronostiques chez ces patients. Des études expérimentales complémentaires sont
également nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes responsables de ce déficit et leur
conséquence sur la physiopathologie de la maladie en terme de remodelage bronchique et

colonisation des voies aériennes et d'interaction avec le microbiome pulmonaire.
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