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Résumé 
 

1 
 

La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) est une maladie pulmonaire 

inflammatoire consécutive à l'exposition chronique à la pollution atmosphérique et surtout au 

tabagisme dans environ 90% des cas. Cette maladie se caractérise par une obstruction des bronches 

due à une hypersécrétion de mucus, une hypertrophie des muscles lisses, ainsi qu’une destruction 

de la paroi des alvéoles respiratoires amenant le patient à l’emphysème. Le stress induit par la 

fumée de cigarette provoque une activation de la barrière épithéliale pulmonaire associée à une 

altération de la réponse immunitaire responsable d’une susceptibilité accrue aux infections 

pulmonaires. De ce fait, les patients atteints de cette maladie développent des exacerbations 

principalement liées à ces infections bactériennes en particulier à Non-Typable Haemophilus 

influenza (NTHi) et Streptoccocus pneumoniae (Sp).  

La cytokine IL-22 est un acteur très important des défenses antibactériennes et du maintien de la 

barrière épithéliale. Cette cytokine appartient à la grande famille de l’IL-10, et à la sous-famille des 

cytokines IL-20 composée de l’IL-19, l’IL-20 et l’IL-24. L’IL-22 se lie au récepteur formé par les sous-

unités IL-10Rb et IL-22Ra, tandis que les cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 utilisent deux récepteurs 

associant l’IL-20Rb avec l’IL-20Ra ou l’IL-22Ra. Il a été démontré que les cytokines de la famille IL-20 

(IL-19, IL-20, IL-24) agissent sur la clairance bactérienne au cours d’une infection cutanée par 

Staphylococcus aureus (Myles et al., 2013), en inhibant la production des cytokines IL-17 et IL-22. 

De plus, des précédents travaux au laboratoire, ont montré un défaut de l’expression des cytokines 

IL-17 et IL-22 qui participaient à la susceptibilité à l’infection chez les souris atteintes de BPCO 

(Pichavant et al., 2015). Enfin, nos données actuelles montrent que l'exposition à la fumée de 

cigarette augmente l'expression des cytokines de la famille IL-20 et que l'inhibition de cette voie 

permet de bloquer le développement d'épisodes d'exacerbation chez des souris BPCO. 

L'objectif de cette thèse est de préciser le rôle des cytokines IL-20 dans la réponse à l'infection 

bactérienne (Sp, NTHi) tant dans un contexte physiologique qu'au cours d’un contexte mimant la 

BPCO. Pour cela, nous nous focaliserons sur le rôle de l’épithélium pulmonaire tant dans la 

production que dans la fonction de ces cytokines en contexte infectieux.  

Pour répondre à ces questions, nous avons analysé l’expression des cytokines IL-20 par l’épithélium 

pulmonaire in vitro et ex vivo dans un modèle murin mimant l’exacerbation de la BPCO ainsi que 

dans des biopsies pulmonaires de patients fumeurs atteints ou non de BPCO.  

Dans un second temps nous avons évalué la modulation par un anticorps bloquant le récepteur des 

cytokines IL-20  (anti-IL-20Rb) au cours de la réponse anti-infectieuse de l'épithélium dans nos 

modèles in vivo (souris infectées par Sp) et in vitro (cellules épithéliales de trachées murines). Nous 

avons en parallèle évalué l'implication des cytokines IL-20 dans la réparation épithéliale. 

L’ensemble des résultats acquis au cours de la thèse nous a permis de démontrer l'implication des 

cytokines IL-20 et de préciser leur rôle sur l’épithélium pulmonaire au cours de l'infection 

bactérienne ainsi que dans la pathologie de la BPCO. De plus, les résultats obtenus avec l’anticorps 

neutralisant anti-IL-20Rb dans ces contextes d’infections et de BPCO, font de celui-ci une potentielle 

piste thérapeutique pour le traitement des lésions dues à l’infection.



Summary 
 

2 
 

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is an inflammatory lung disease due to chronic 

exposure to air pollution and especially to cigarette smoke exposure in approximately 90% of the 

cases. This disease is characterized by obstruction of the bronchi due to hypersecretion of mucus, 

hypertrophy of the smooth muscles, and destruction of the alveolar wall leading the patient to 

emphysema. The stress induced by cigarette smoke exposure causes activation of resident cells 

including pulmonary epithelial cells and an alteration of the immune system responsible for an 

increased susceptibility to pulmonary infections. As a result, patients with this disease develop 

exacerbations especially du to Non-Typable Haemophilus influenza (NTHi) and Streptoccocus 

pneumoniae (Sp). 

The IL-22 cytokine plays a key role in antibacterial defenses and maintenance of the epithelial 

barrier. This cytokine belongs to the large IL-10 family, and to the IL-20 cytokine subfamily also 

including IL-19, IL-20 and IL-24. IL-22 binds to the receptor formed by the IL-10Rb and IL-22Ra 

subunits, while the IL-19, IL-20 and IL-24 cytokines binds to IL-20Rb associated with either IL-

20Ra or IL-22Ra subunits. IL-20 cytokines (IL-19, IL-20, IL-24) have been shown to impair 

bacterial clearance during cutaneous infection with Staphylococcus aureus (Myles et al., 

2013), by inhibiting the production of IL-17 and IL-22 cytokines. In addition, previous work in 

the laboratory showed a defect in the expression of IL-17 and IL-22 cytokines contributing to 

the susceptibility to infection in COPD mice (Pichavant et al., 2015). In fact, our current data 

show that exposure to cigarette smoke increases cytokine expression of the IL-20 family and 

that inhibition of this pathway blocks the development of exacerbation episodes in COPD 

mice. 

The aim of this thesis is to clarify the role of IL-20 cytokines in the response to bacterial 

infections (Sp, NTHi) both in a physiological context and in a context mimicking COPD. To do 

so, we will focus on the role of pulmonary epithelium both in the production and function of 

these cytokines in infectious context. 

To answer these questions, we analyzed the expression of IL-20 cytokines by pulmonary 

epithelium in vitro and ex vivo in a mouse model mimicking the COPD exacerbation as well as 

in pulmonary biopsies of smokers and non-smokers patients and of COPD patients. 

In a second step we evaluated the modulation by an IL-20 receptor blocking antibody (anti-IL-

20Rb) of the anti-infectious response in our in vitro (murine tracheal epithelial cells) and in 

vivo models (Sp-infected mice). In parallel, we evaluated the involvement of IL-20 cytokines in 

the epithelial repair. 

All the results acquired during the thesis allowed us to demonstrate the expression of IL-20 

cytokines and to demonstrate their role on the pulmonary epithelium during bacterial 

infection as well as in COPD. In addition, the results obtained with the anti-IL-20Rb neutralizing 

antibody in these contexts of infections and COPD, suggests a potential therapeutic 

application for respiratory infection. 
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INTRODUCTION 

I. Le Poumon 

L’appareil respiratoire est constitué d’un ensemble d’organes qui a pour rôle principal l’apport 

d’oxygène à l’ensemble du corps humain. Cet appareil est formé d’un ensemble d’organes 

conducteurs reliant les alvéoles au milieu extérieur et une partie purement respiratoire 

composée par les alvéoles pulmonaires. Les voies aériennes dites profondes peuvent être soit 

extra-pulmonaires avec la trachée et les deux bronches souches soit intra-pulmonaires qui se 

divisent dans le poumon en différents segments bronchiques. 

Le poumon est un organe essentiel au bon fonctionnement de l’organisme car il va permettre 

la respiration des tissus profonds et l’élimination du dioxyde d’oxygène. Cet organe fonctionne 

de par son insertion intra-thoracique et il est protégé par la plèvre pariétale et la plèvre 

viscérale. Les mouvements de l’air sont dus à l’action conjuguée des muscles présents dans la 

cage thoracique d’une part et du diaphragme d’autre part. 

A. L’architecture pulmonaire 

L’appareil respiratoire est composé de deux parties bien distinctes et séparées par le larynx : 

les voies aériennes supérieures composées du nez, des sinus, du nasopharynx et de la trachée, 

puis les voies broncho-pulmonaires. La surface pulmonaire représente environ 100m2 de 

surface et est en contact avec environ 10 000 litres d’air inhalé par jour (Holgate, 2007). Chez 

l’homme, le poumon est segmenté en trois lobes à droite et deux lobes à gauche qui sont 

alimentés par dix segments broncho-pulmonaires. L’ensemble des bronches allant de la 

trachée jusqu’aux bronchioles pulmonaires forme l’arbre bronchique qui va permettre la 

bonne diffusion de l’air inspiré jusqu’aux alvéoles puis secondairement son expiration (Figure 

1). Les bronches respiratoires sont prolongées par des bronchioles aboutissant elles-mêmes à 

des lobules. L’épithélium respiratoire est un épithélium pseudostratifié avec des cellules 

ancrées au niveau de la lame basale (Coraux et al., 2005). L’air inhalé, une fois arrivé au niveau 

des alvéoles, est ensuite traité par ce que l’on appelle le poumon périphérique permettant les 

différents échanges gazeux par biais des acini au niveau des différents lobules des alvéoles 

pulmonaires. 
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Figure 1 : L’arbre bronchique.  

Les poumons sont composés de nombreux canaux permettant l’arrivée de l’air aux alvéoles. En 

premier lieu, la trachée va conduire l’air jusqu’aux deux bronches souches qui vont chacune se diviser 

en bronches lombaires puis en bronches. A la terminaison des bronches, on retrouve les bronchioles 

amenant l’air aux conduits alvéolaires qui vont permettre la fin du cheminement de celui-ci au niveau 

des alvéoles (http://www.egmos.org). 

B. Physiologie pulmonaire 

La physiologie pulmonaire est composée de nombreuses fonctions. La plus connue du grand 

public sont les échanges gazeux qui permettent la transformation du sang pauvre en oxygène 

et chargé en gaz carbonique provenant du cœur, en sang oxygéné permettant l’alimentation 

de tous les organes du corps humain. Mais ces échanges gazeux permettent également 

l’entrée dans les voies aériennes de multiples micro-organismes ainsi que différents types de 

particules (e.g nanoparticules) pouvant créer une réponse inflammatoire au niveau 

pulmonaire (Pope et al., 2004). Cependant le poumon a longtemps été considéré comme une 

zone « stérile » mais ce message n’est pas tout à fait vrai. En effet il s’agit uniquement de la 

zone composée des alvéoles respiratoires qui est rendue stérile principalement grâce à 

l’épuration mucociliaire et à la production de facteurs solubles antimicrobiens par l’épithélium 

des voies respiratoires. Le mucus est principalement composé de mucines et de peptides 

antimicrobiens agissant sur la clairance des micro-organismes (Rogan et al., 2004) (Travis et 

al., 1999). 

Ces aspects de la physiologie ne sont possibles que grâce à la mécanique pulmonaire. En effet, 

cette mécanique met en place une inspiration qui est un phénomène actif basé sur la 

contraction du diaphragme. Le diaphragme va augmenter le diamètre de la cage thoracique 

et des muscles intercostaux, induisant une diminution de pression interne permettant l’entrée 

de l’air. L’élasticité musculaire va permettre de revenir au diamètre de base de la cage 

thoracique en chassant l’air présent dans les poumons. L’expiration est qualifiée de 

phénomène passif. La ventilation du poumon est régulée par le système nerveux central 

suivant le taux de dioxyde de carbone présent dans le sang (www.pneumocourlancy.fr). 

http://www.pneumocourlancy.fr/
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C. Les muqueuses pulmonaires 

Une muqueuse est un épithélium en contact avec le milieu extérieur. Pour préserver cette 

structure, elle bénéficie d’une lubrification et elle est intégrée à un tissu conjonctif encore 

appelé lamina propria. Cette muqueuse a pour but de protéger l’organe des agressions 

extérieures grâce à l’escalator muco-ciliaire présent dans les voies aériennes 

(www.respir.com) (Figure 2).  

1. La muqueuse trachéo-bronchique 

La trachée est un tube flexible formé chez l’homme par une 20ème d’anneaux cartilagineux et 

mesurant onze centimètres de long et deux centimètres de large. Le muscle lisse et un muscle 

trachéal forment cet organe en plus des anneaux à base de cartilage. Sa paroi est composée 

de plusieurs éléments : 

- Une muqueuse qualifiée de respiratoire composée d’un épithélium pseudostratifié 

formé par des cellules cylindriques. Les cellules caliciformes s’intercalent entre les 

nombreuses cellules ciliées. Les cils de l’épithélium battent de manière synchronisée 

en direction du pharynx permettant la remonté du mucus. De plus, on retrouve des 

cellules basales de petite taille n’atteignant pas la lumière de l’organe. Ces dernières 

sont des cellules impliquées dans la régénération de l’épithélium et sont les 

progéniteurs d’autres types cellulaires (Inayama et al., 1988). La membrane basale est 

épaisse et le chorion riche en vaisseaux, en fibres élastiques longitudinales et en 

glandes mixtes. 

- Une couche fibro-cartilagineuse composée des anneaux de cartilage liés par du tissu 

fibreux et des fibres élastiques. 

- Une couche conjonctive externe composée de tissus adipeux, de nerfs contractiles et 

de vaisseaux sanguins.  

Les bronches sont classées en plusieurs catégories et possèdent différentes particularités : 

- Les bronches souches ou bronches lombaires (externes aux poumons) sont de même 

composition que la trachée. On retrouve les anneaux cartilagineux et un épithélium 

pseudostratifié.  

- Les bronches segmentaires (internes aux poumons) possèdent un épithélium 

cylindrique simple composé de cellules ciliées et caliciformes.  

Le chorion de l’ensemble des bronches est mince et possède des nodules cartilagineux et des 

glandes mixtes. Les muscles lisses vont en augmentant dans les bronches segmentaires et 

persistent en nombre réduit dans les bronchioles. 

2. La muqueuse des bronchioles 

La muqueuse des bronchioles localisée au niveau du poumon périphérique est constituée d’un 

épithélium cubique simple composé principalement de cellules basales, de cellules 

http://www.respir.com/
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épithéliales ciliées avec une longueur de cils plus courte que la taille des cils observée sur les 

cellules épithéliales ciliées retrouvées au niveau des bronches, de cellules caliciformes et de 

cellules Club (anciennement appelées cellules de Clara) ayant un pôle apical « bombé » 

autrement dit une forme pyramidale. Ces dernières produisent des anti-protéases et des 

oxydases qui sont libérées au niveau des microvillosités situées au pôle apical de ces cellules. 

Dans la plupart des cas les sécrétions par les cellules Club sont de type mérocine c’est-à-dire 

une sécrétion par exocytose, alors que la sécrétion est de type apocrine ou de type diffusion 

après stimulation. Pour finir il existe également des cellules endocrines permettant la 

régularisation de la vascularisation et de la ventilation. Le chorion est composé de fibres de 

collagène et de quelques rares cellules musculaires lisses annulaires. Les bronchioles 

terminales se divisent chacune en une dizaine de canaux alvéolaires. 

3. La muqueuse alvéolaire 

Le canal alvéolaire est constitué de cellules musculaires lisses, de fibres de collagène et est 

recouvert d’un épithélium de type cubique aplati ou pavimenteux qui se prolonge au niveau 

des alvéoles. La muqueuse alvéolaire est située au niveau du poumon périphérique et est 

composée de deux types de cellules épithéliales : les pneumocytes de type I représentant 97% 

de cette paroi perméable aux gaz et imperméable aux liquides et les pneumocytes de type II. 

Les pneumocytes de type II sont les cellules sécrétant le surfactant composé de 

phospholipides et de protéines tensio-actives. De plus, ces cellules sont impliquées dans le 

processus inflammatoire pulmonaire car elles sont capables de présenter les antigènes et de 

sécréter des cytokines. Le chorion de la muqueuse alvéolaire est riche en fibres élastines. 

 

Figure 2 : Schéma des voies aériennes respiratoires chez l’homme. 

1. Cellule épithéliale ciliée, 2. Cellule épithéliale caliciforme, 3. Glande sous muqueuse, 4. Cartilage 

pulmonaire, 5. Cellule du muscle lisse, 6. Cellule épithéliale Club, 7. Vaisseau sanguin, 8. Membrane 

basale, 9. Mucus, 10. Pneumocyte de type I, 11. Septum alvéolaire, 12. Pneumocyte de type II. Adapté 

de : (Bergofsky, 1991). 

L’exposition répétée de la muqueuse respiratoire à des facteurs environnementaux nocifs, ou 

des micro-organismes, peut conduire au développement de pathologies pulmonaires 

transitoires voire même chroniques telles que la Broncho-Pneumopathie Chronique 

Obstructive (BPCO), l’asthme, la tuberculose… 



Introduction : Le Poumon 

7 
 

D. Les pathologies pulmonaires 

Les pathologies pulmonaires sont multiples et possèdent de nombreuses origines. Les plus 

sévères sont les suivantes (www.poumon.ca) : 

- La Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive est une maladie inflammatoire 

chronique pulmonaire. La cause principale de cette maladie est le tabagisme. Cette 

maladie est caractérisée par une obstruction bronchique partiellement irréversible et 

une destruction de la paroi des alvéoles conduisant ainsi à l’emphysème.  

 

- Les cancers du poumon peuvent être de deux types. Les carcinomes à petites cellules 

souvent très agressifs s’ils ne sont pas traités à temps et les cancers bronchiques non 

à petites cellules. 

 

- L’asthme est une pathologie chronique et inflammatoire caractérisée par la dyspnée, 

une inflammation chronique des bronches, une production anormale de mucus et une 

bronchoconstriction. 

 

- La fibrose pulmonaire idiopathique est une maladie chronique très grave car elle induit 

la dégradation des fonctions pulmonaires. Un phénomène de cicatrisation 

(irréversible) s’installe et conduit à la dyspnée. Les causes de cette maladie restent 

encore inconnues. 

 

- La maladie pulmonaire la plus connue du grand public est la Tuberculose causée par 

un agent pathogène appelé Mycobactérium tuberculosis (bacille de Koch). Ce bacille 

va créer des lésions pulmonaires, la plupart du temps irréversibles, appelées cavernes 

dans lesquelles peuvent se loger les Aspergillus, ou donner suite à des tumeurs. 

 

- Les pneumopathies infectieuses peuvent être de différentes natures : soit d’origine 

bactérienne notamment causées par le Streptococcus pneumoniae et Haemophilus 

influenza, soit d’origine virale causées par le virus influenza ou le rhinovirus. Ces 

pathogènes sont très impliqués dans les cas d’exacerbation de la BPCO. Elles peuvent 

également être d’origine fongique. 

 

 

Les rôles essentiels du poumon sont principalement médiés par l’épithélium respiratoire. La 

première ligne de défense mise en place par celui-ci est la clairance mucociliaire ainsi que la 

synthèse de différents facteurs tels que des cytokines et peptides antimicrobiens permettant 

la protection pulmonaire contre les agents extérieurs qu’ils soient de nature 

environnementale ou pathogénique. 

http://www.poumon.ca/
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II. L’épithélium respiratoire 

L’épithélium du tractus respiratoire joue un rôle essentiel dans la protection de l’appareil 

respiratoire (notamment contre les pathogènes). Cette fonction est prise en charge en 

premier lieu par l’épuration muco-ciliaire. Cependant, des études récentes mettent en lumière 

le rôle de cet épithélium au sein de l’immunité, à la fois en contrôlant la réaction 

inflammatoire, et en participant à l’immuno-régulation. De plus l’épithélium alvéolaire va 

permettre le rôle essentiel et le plus connu du poumon : celui d’oxygéner l’ensemble de 

l’organisme. 

A. Physiologie de l’épithélium respiratoire 

1. Anatomie de l’épithélium respiratoire 

Un épithélium est classiquement constitué de cellules jointives et juxtaposées liées les unes 

aux autres par des jonctions serrées qui permettent la cohésion des cellules entre elles.  De 

plus, elles sont adhérentes et ancrées à la lame basale faisant la jonction avec les constituants 

du tissu conjonctif. Les cellules épithéliales sont des cellules dites polarisées du fait de 

l’orientation du pôle apical tourné vers la lumière de l’organe, et le pôle basal tourné vers le 

tissu conjonctif en lien avec la lame basale. Ces cellules, de par leur rôle de barrière, possèdent 

un cytosquelette très développé et un noyau volumineux unilobé.  

L’épithélium respiratoire est un épithélium de revêtement pseudo stratifié et prismatique qui 

comporte différents types cellulaires (précédemment décrit dans le Chapitre I). Il comporte 

notamment des cellules épithéliales ciliées et des cellules épithéliales productrices de mucus 

(généralement une cellule à mucus pour cinq cellules ciliées). Les cellules épithéliales sont 

classées en trois groupes : les cellules progénitrices, les cellules ciliées et les cellules 

sécrétrices (Spina, 1998) : 

- Les cellules basales sont des cellules progénitrices n’étant pas en contact avec la 

lumière bronchique. Plus on descend le long de l’arbre bronchique, plus ces cellules se 

font rares (Evans et al., 1990) (Evans and Plopper, 1988). Ces cellules sont capables de 

se différencier pour donner naissance à des cellules épithéliales ciliées ou à des cellules 

épithéliales caliciformes (Boers et al., 1998). Les marqueurs Kératine-5 (KRT5) 

(filament intermédiaire qui permet la formation du cytosquelette des cellules basales) 

et Tumor Protein 63 (TP63) (qui régule les cellules souches en cellules progénitrices 

adultes) permettent de caractériser le phénotype de ces cellules(Amatngalim et al., 

2018). 

 

- Les cellules Club, sont uniquement retrouvées au niveau des bronchioles dans le 

poumon. Ce sont des cellules progénitrices capables de se dédifférencier en cellules 

ciliées pendant la régénération épithéliale (Hogan et al., 2014) (Bertoncello and 

McQualter, 2013) (Ardhanareeswaran and Mirotsou, 2013) (Lau et al., 2012) (Kotton, 

2012) (Rackley and Stripp, 2012). Elles synthétisent de nombreuses protéines 
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spécifiques telles que la  Secretoty Leukocyte Protease Inhibitor (SLPI) qui est un 

inhibiteur qui protège les cellules épithéliales contre les sérines protéases (De Water 

et al., 1986) ou encore l’utéroglobuline dont le rôle est encore mal connu (Heinzmann 

et al., 2003) et qui permet de les distinguer des autres types cellulaires (Amatngalim 

et al., 2018) ainsi que des enzymes du cytochrome P450 (Yang et al., 2012).  Elles 

produisent également un liquide proche en composition du surfactant pulmonaire. 

 

- Les cellules sécrétrices sont divisées en deux populations distinctes : les cellules 

caliciformes permettant la sécrétion de mucus contenant entre autre des mucines 

servant à de neutraliser les agents étrangers au niveau de la trachée et des bronches 

(Jeffery, 1983). Ces cellules sont caractérisées par un faible niveau de vésicules de 

sécrétion au niveau de l’appareil de Golgi et par les marqueurs phénotypiques des 

mucines MUC5AC et MUC5B (Amatngalim et al., 2018). A la différence des cellules 

caliciformes, il existe les cellules séreuses qui morphologiquement ressemblent aux 

cellules caliciformes mais qui possèdent de nombreuses vésicules de sécrétion (Rogers 

et al., 1993). Les sécrétions des glandes séreuses sont associées à l’humidification de 

l’air qui a préalablement été purifié par les cellules ciliées et le mucus. 

 

- Les cellules épithéliales ciliées sont des cellules différenciées majoritairement 

représentées dans l’épithélium bronchique (Ayers and Jeffery, 1988). Ce sont des 

cellules présentant une quantité importante de mitochondries qui fournissent 

l’énergie nécessaire au battement des cils impliqués dans l’ascenseur muco-ciliaire. 

Leur caractéristique phénotypique est représentée par Forkhead box protein J1 

(FOXJ1) qui est un facteur de transcription impliqué dans la ciliogenèse (Amatngalim 

et al., 2018). 

2. Fonctions de l’épithélium respiratoire 

L’épithélium respiratoire possède de nombreuses fonctions propres aux différents types 

d’épithéliums qui le constituent (Figure 3). L’épithélium de revêtement qui constitue 

l’épithélium bronchique possède un rôle essentiel dans la mise en place de l’inflammation 

pulmonaire et il assure également les rôles de barrière et de protection physico-chimique vis-

à-vis du milieu aérien. Ce phénomène repose sur la clairance muco-ciliaire qui est liée à la 

sécrétion de  mucus grâce aux cellules caliciformes et au  mouvement coordonnés des cils 

présents sur les cellules ciliées qui permettent la progression du mucus vers les voies 

aériennes supérieures. 

Un liquide de surface d’environ 5-10 µm de diamètre appelé mucus tapisse les voies aériennes 

respiratoires chez l’homme, protégeant ainsi le poumon contre les agressions extérieures 

telles que les bactéries, les poussières et autres substances (Smith et al., 2008). Le mucus est 

composé de deux phases, une première appelée la couche périciliaire qui est la plus profonde 

du mucus et la couche externe viscoélastique plus externe (Sleigh et al., 1988). Ce mucus est 

principalement composé de sels et de glycoprotéines (telles que les mucines) sécrétées par 
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les cellules épithéliales sécrétrices présentes aux différents étages de l’arbre bronchique, 

rendant cette sécrétion collante, non linéaire et viscoélastique (Fulford and Blake, 1986). En 

effet, ce sont les cellules caliciformes et séreuses qui le synthétisent au niveau de la trachée 

et des bronches, et les cellules Club et ciliées qui le synthétisent au niveau des bronchioles.  

Le mucus produit par les cellules caliciformes va fixer les pathogènes et particules extérieures 

tandis que les cellules épithéliales ciliées, possédant au niveau de leur pôle apical environ 200 

cils / cellule, vont les expulser vers l’extérieur du corps par un mouvement coordonné. Cet 

ascenseur muco-ciliaire est rendu possible par la sécrétion d’un fin film liquidien présent tout 

au long des voies respiratoires.  

L’épaisseur de ce film liquidien décroît de la trachée aux alvéoles et celui-ci est également 

impliqué dans le maintien des échanges thermiques et hydriques. Concernant l’épithélium 

alvéolaire, celui-ci possède le rôle de surface d’échange pour l’air et le dioxyde d’oxygène. La 

fonction d’ouverture et de rétractation des alvéoles respiratoires est entrainée par le 

surfactant pulmonaire qui va diminuer la tension superficielle des alvéoles permettant ainsi 

d’éviter le collapse alvéolaire.  En cas d’encombrement des voies aériennes, la toux peut être 

enclenchée pour faciliter l’expectoration de sécrétions. 

 

Figure 3 : Répartition des différents types cellulaires épithéliaux aux différents étages de l’arbre 

bronchique. 

A) Composition de l’épithélium bronchique : cellules basales (1), cellules caliciformes (2), cellules ciliées 

(3), la membrane basale (4), et le mucus composé de 2 phases : la phase viscoélastique (5) et la phase 

périciliaire (6). B) Composition de l’épithélium bronchiolaire : cellules basales (1), cellules Clubs (2), 

cellules ciliées (3), la membrane basale (4), et le mucus composé de 2 phases : la phase viscoélastique 

(5) et la phase périciliaire (6). Composition de l’épithélium alvéolaire : 1) Pneumocyte de type I et 2) 

Pneumocyte de type II (Adam et al., 2014). 
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L’épithélium bronchique, de par ses fonctions sécrétoires est impliqué dans les mécanismes 

de défense de l’hôte en permettant l’initiation de l’inflammation des voies aériennes. Ces 

cellules épithéliales produisent des facteurs de croissance, des cytokines, des chimiokines et 

des peptides bronchoconstricteurs. De plus, elles expriment des molécules d’adhésion à leur 

surface. Mais ces mécanismes peuvent être altérés au cours de pathologies respiratoires 

chroniques. Au niveau mondial, la pathologie pulmonaire la plus rependue est la BPCO. Elle 

est causée par une agression répétée (souvent pendant des années) par des fumées riches en 

oxydant qui vont entrainer une activation chronique des cellules résidentes (dont 

l’épithélium) et des altérations fonctionnelles. 
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III. La Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) 

La Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) est une maladie respiratoire 

chronique et inflammatoire. Cette pathologie se caractérise dans un premier temps par une 

obstruction progressive et partiellement réversible des bronches, causée par une 

hypersécrétion de mucus. Actuellement selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la 

BPCO est un problème majeur de santé publique dans le monde entier et va devenir la 3ième 

cause de mortalité dans le monde d’ici 2030 (http://www.who.int/fr). 

A. Histoire de la mise en évidence de la BPCO 

C’est en 1679 que le médecin suisse Théophile Bonet décrit pour la première fois cette 

anomalie anatomique du poumon en tant que « poumon volumineux » (Bonet, 1700). Ses 

propos ont été confirmés par ceux du médecin anatomiste italien Giovanni Battista Morgagni, 

initiateur de l'anatomo-pathologie moderne en 1769 (Morgagni, 1769). Plus tard, en 1789, 

Mr. Baillie va publier des illustrations de poumons emphysémateux (destruction des alvéoles) 

conduisant ainsi à intégrer l’emphysème parmi les symptômes associés à la pathologie (Petty, 

2006). 

Le médecin britannique Charles Badham va par la suite associer la toux chronique et l’hyper 

sécrétion de mucus comme symptômes de la bronchiolite en 1814 (Badham, 1814). Peu de 

temps après, en 1821, le médecin français René-Théophile-Marie-Hyacinthe Laënnec 

(inventeur du stéthoscope) décrit l’emphysème pulmonaire et l’associe à la bronchite 

chronique (Laënnec, 1837). Il a également suggéré la pollution atmosphérique et les facteurs 

génétiques comme étant les principales causes de développement de la pathologie (le tabac 

n’étant pas fréquemment utilisé à l’époque). En 1846, le docteur John Hutchinson, d’origine 

anglaise, va inventer le spiromètre servant à évaluer le Volume d’air Expiratoire Maximal en 

une seconde (VEMS) chez les patients atteints de bronchites chroniques (Hutchinson, 1846). 

Une centaine d’années s’écoule avant que les médecins français, pharmacologues et 

physiologistes, Robert Tiffeneau et André Pinelli développent le concept de capacité vitale 

synchronisée (CVS) (Tiffeneau and Pinelli, 1947). 

Par la suite le comité américain de société thoracique, en 1962, décrit pour la première fois la 

définition clinique de la BPCO en ces termes (Petty, 2006) : 

- Présence d’une toux chronique sur une durée minimum de trois mois pendant au 

moins 2 années consécutives. 

- Un emphysème caractérisé par une destruction de la paroi des alvéoles respiratoires 

ainsi qu’un espace alvéolaire de taille élargie. 

Pour finir, la première utilisation du terme BPCO a eu lieu à la 9ème conférence sur 

l’emphysème à Aspen (Etats-Unis), en 1965, par le docteur William Briscoe (Petty, 2006). 

http://www.who.int/fr
https://fr.wikipedia.org/wiki/Anatomo-pathologie
https://fr.wikipedia.org/wiki/France
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pharmacologue
https://fr.wikipedia.org/wiki/Physiologiste
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B. Définition et diagnostic de la BPCO 

La BPCO est une maladie pulmonaire qui s’installe progressivement et qui est caractérisée par 

une toux chronique conduisant à l’emphysème respiratoire et accompagnée le plus souvent 

d’une dyspnée. C’est une maladie inflammatoire chronique caractérisée par un 

fonctionnement anormal des cellules épithéliales, des macrophages et du système 

immunitaire, au niveau des voies respiratoires, provoquant une atrophie du muscle lisse des 

bronches et amenant à un épaississement de leur paroi. En effet, l’épithélium pulmonaire 

subit un remodelage engendrant une hyper sécrétion de mucus responsable d’une 

obstruction partielle ou totale des bronches respiratoires. Ainsi, les échanges gazeux au niveau 

du poumon sont considérablement réduits. Dans les formes les plus sévères de la maladie, 

une destruction du parenchyme pulmonaire est observée, engendrant un emphysème. Une 

destruction progressive de la paroi alvéolaire est également observée (http://cep.splf.fr/). 

Dans la gestion et la prévention de la BPCO, le GOLD (Gobal Initiative for Chronic Obstructive 

Lung Disease) a été établi. Selon des paramètres cliniques définis (Table1), la BPCO se décline 

en cinq stades selon le GOLD, celui-ci étant déterminé en majeure partie grâce à la technique 

de spirométrie. Les mesures de VEMS (Volume Expiratoire Maximal à la première Seconde) et 

de CVF (Capacité Vitale Forcée) sont calculées après une inspiration profonde forcée et 

l’administration d’un bronchodilatateur. Le rapport VEMS/CVF est ensuite déterminé. Ces 

valeurs et l’identification de certains symptômes permettent de poser un diagnostic de la 

pathologie (Table 1).  

Stade de la BPCO Caractéristiques Cliniques 

0 : à risque Spirométrie normale accompagnée de symptômes chroniques tels 

que la toux et les expectorations 

1 : BPCO débutante VEMS / CVF < 70% 

VEMS > ou égale 80% des valeurs prédites 

Avec ou sans symptômes chroniques tels que la toux et les 

expectorations 

2 : BPCO modérée VEMS / CVF < 70% 

VEMS entre 50% et 80% des valeurs prédites 

Avec ou sans symptômes chroniques tels que la toux et les 

expectorations 

3 : BPCO sévère VEMS / CVF < 70% 

VEMS entre 30% et 50% des valeurs prédites  

Avec ou sans symptômes chroniques tels que la toux et les 

expectorations 

4 : BPCO très sévère VEMS / CVF < 70% 

VEMS < 30% des valeurs prédites ou VEMS < 50% des valeurs 

prédites avec insuffisance respiratoire 

Table 1 : Classification de la BPCO selon le GOLD (Adapté de : http://cep.splf.fr/). 
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En plus du rapport VEMS/CVF la gravité de la BPCO est évaluée selon d’autres critères : 

- Les épisodes d’exacerbation de la maladie qui sont des épisodes aigus (environ 2 jours) 

et qui vont aggraver l’état pathologique du patient. Dans certains cas les exacerbations 

de la BPCO peuvent engager le pronostic vital du patient, on nomme ce phénomène : 

décompensation. Les exacerbations de la BPCO sont principalement dues à des 

infections d’origine bactérienne, virale ou mixtes. 

 

- La dyspnée ou gêne respiratoire anormale est établie par l’échelle du Medical Council 

Research (MCR), utilisée dans la classification du GOLD et qui va permettre d’évaluer 

les gênes respiratoires occasionnées sur les activités du quotidien du patient (Table 2).  

 

Stade 0  

 

Essoufflement uniquement suite à un effort important. 

Stade 1  

 

Essoufflement pendant une marche accélérée sur un sol plat ou une pente légère. 

 

Stade 2  

 

Marche moins rapide qu’une personne saine du même âge. 

Stade 3  

 

Obligation de s’arrêter pour reprendre son souffle après quelques minutes ou 

quelques mètres marchés sur un sol plat.  

Stade 4  

 

Essoufflement peu importe la nature de l’effort.  

 

Table 2 : Echelle de MCR de la dyspnée (Adapté de : http://cep.splf.fr/). 

 

- L’évaluation de la qualité de vie du patient. Les patients en toute autonomie peuvent 

compléter le COPD Assessment Test™ (CAT) qui est un questionnaire basé sur huit 

items scorés de 0 à 5 (5 étant la note la plus élevée). Ce questionnaire est ensuite 

étudié par le praticien hospitalier permettant d’adapter les traitements des patients. 

Les différents scores obtenus permettent de classer les patients dans quatre groupes établis 

par le GOLD concernant la sévérité clinique de la BPCO.  

Les groupes sont les suivants (Table 3) :  

- A : faible risque d’exacerbation accompagné de peu de symptômes 

- B : faible risque accompagné de symptômes significatifs  

- C : risque élevé accompagné de peu de symptômes  

- D : risque élevé accompagné de symptômes significatifs  
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Groupe Exacerbations/an MCR CAT 

A 0 à 1 < ou égal à 2 < 10 

B 0 à 1 > ou égal à 2 > 10 

C 2 ou plus (ou avec une hospitalisation) < ou égal à 2 < 10 

D 2 ou plus (ou avec une hospitalisation) > ou égal à 2 > 10 

Table 3 : Evaluation combinée de la sévérité de la BPCO par le GOLD (classification de 2017) (Adapté 

de : http://cep.splf.fr/). 

C. Epidémiologie et impact économique de la BPCO 

D’après les rapports de l’OMS, depuis 2012, la BPCO est la 4ème cause de mortalité dans le 

monde, et d’ici 2030 elle passera au 3ème rang mondial (Mathers and Loncar, 2006). Cette 

maladie reste pourtant très mal connue du grand public sous le nom de BPCO. 

En France durant l’année 2010, d’après un recensement des données épidémiologiques 

(Fuhrman and Delmas, 2010) la BPCO aurait une prévalence estimée à 7,5% avec une 

augmentation chez la femme. En effet, ces dix dernières années, l’hospitalisation est en 

augmentation chez les femmes pour le traitement de la BPCO. Ce phénomène est 

principalement dû aux habitudes tabagiques et au vieillissement de la population. Les régions 

de France les plus touchées par cette pathologie sont les régions du Nord (Nord et Pas-de-

Calais), de l’Est (Lorraine et Alsace) et de l’Ouest (principalement en Bretagne). 

En France, au cours de l’année 2006, 7391 certificats de décès ont été recensés mettant en 

avant comme cause initiale du décès, la BPCO (Inserm CépiDc). Chez les personnes âgées de 

plus de 45 ans, il a été établi que la BPCO faisait comme victimes un ratio de 41/100 0000 chez 

les hommes et 17/100 000 chez les femmes. Selon les chiffres de l’Eurostat, pour l’année 

2006, calculés sur les vingt-sept pays de l’Union Européenne, la France serait un des pays avec 

le taux de mortalité le plus faible parmi les patients BPCO.  

Le coût annuel des soins chez ces patients, au cours de l’année 2011, s’élevait à 4366 euros 

par patient. Le coût peut atteindre 7502 euros/an chez les BPCO de stade IV (Patout et al., 

2014). 

D. Facteurs de risque impliqués dans le développement de la BPCO 

L’exposition à la fumée de cigarette est connue pour induire 90% des cas de BPCO. Cependant, 

les facteurs de risque associés au développement de la BPCO sont nombreux. Ils peuvent être 

directement liés à l’hôte (pathologies respiratoires durant l’enfance et facteurs de 

prédisposition génétique), ou liés aux facteurs environnementaux tels que la pollution 

atmosphérique, les polluants intérieurs et l’exposition aux risques professionnels. 
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1. Les facteurs liés à l’hôte 

a. Les événements respiratoires pendant l’enfance 

Certaines maladies infantiles entrainant une détresse respiratoire comme des infections 

sévères peuvent engendrer des anomalies du système respiratoire chez l’adulte (Bentham and 

Shaw, 2005).  

Actuellement des études épidémiologiques sont en cours pour mieux comprendre ce lien. 

L’une des maladies respiratoires de l’enfant pouvant aboutir au développement d’une 

obstruction chronique est l’asthme. 

b. Les facteurs génétiques 

Dans la littérature, des études montrent l’impact de certaines mutations géniques en lien 

direct avec la BPCO : 

Le travail de Reséndiz-Hernandez & al. chez des patients BPCO causé par le tabac, l’exposition 

à la biomasse, et des patients non BPCO, a montré que le polymorphisme du promoteur du 

Facteur de Nécrose Tumorale alpha (TNF-α) serait directement associé au risque de 

développement d’une BPCO (Reséndiz-Hernández et al., 2018). Li & al. ont montré que la 

mutation spécifique d’allèle du gène  récepteur β2-adrenergic (récepteur couplé aux protéines 

G) serait également impliquée dans la pathologie (Li et al., 2018). Ce récepteur est localisé au 

niveau des cellules des muscles lisses respiratoires (Barnes, 1995). De plus, l’étude menée par 

Li & al. montre que la longueur de MUC8 mini-satellite serait un facteur de risque pour le 

développement de cette pathologie (Lee et al., 2018). Des méta-analyses décrivent également 

qu’une mutation sur le locus CHRNA3/5 des récepteurs nicotiniques neuronaux à 

l'acétylcholine (nAChR) influence fortement le développement de BPCO dans les populations 

Norvégiennes (Pillai et al., 2009).  

Enfin la seule forme connue à l’heure actuelle de BPCO d’origine génétique est causée par un 

déficit en alpha-1 anti-trypsine (AAT) qui est un inhibiteur de sérine protéase. Une mutation 

génétique de AAT est connue pour engendrer des maladies pulmonaires chroniques. Ainsi, les 

patients ayant un déficit en AAT ont un déséquilibre entre protéases et anti-protéases 

amenant à l’emphysème respiratoire puis à la BPCO (Tuder, 2012). 

Tous ces résultats sont encore à confirmer, mais l’association d’un ou plusieurs facteurs 

génétiques associés à la BPCO permettrait, dans le futur, de pouvoir diagnostiquer 

précocement les personnes à risque et ainsi limiter l’incidence de la maladie. 
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2. Les facteurs environnementaux 

a. La fumée de cigarette 

Le tabagisme est la première cause de développement de la BPCO dans le monde. Concernant 

l’exposition à la fumée de cigarette, deux populations bien distinctes sont étudiées. La 

population des fumeurs actifs et celle des fumeurs passifs. 

Les fumeurs actifs, sont des personnes s’exposant de manière volontaire au tabac, que ce soit 

par la consommation de cigarettes, de cigares, ou de tabac à chiquer. La fumée de cigarette 

va causer une inflammation présente dans l’ensemble du poumon et diminuer les défenses 

immunitaires chez l’hôte ainsi que l’élasticité du poumon de par son remodelage. De ce fait, 

ces patients sont plus susceptibles de contracter des infections pulmonaires. Cependant 

seulement 15 à 30% des fumeurs vont développer une BPCO de manière relativement 

indépendante de la consommation ou de la durée d’exposition au tabac.  

La fumée de cigarette est un élément très toxique. En effet, sa composition contient environ 

4000 composants dont la plupart sont hautement toxiques pour l’hôte (http://www.tabac-

info-service.fr). Les plus connus sont la nicotine et le monoxyde de carbone. Outre le lien établi 

avec la BPCO, la cigarette cause de multiples maladies comme les cancers (les plus connus 

sont les cancers de la sphère Oto-Rhino-Laryngée (ORL), du poumon, de la vessie …), les 

accidents cardiovasculaires (AVC, maladie coronarienne, …), les aggravations de l’asthme et 

les pathologies intestinales (rectocolite hémorragique, maladie de Crohn, colopathies 

fonctionnelles …). 

Les fumeurs passifs sont ceux qui sont exposés de manière non intentionnelle au tabac. La 

fumée de cigarette reste toxique même par inhalation indirecte. Les composants de la 

cigarette restent dans l’environnement extérieur et peuvent atteindre les personnes proches. 

Il faut également prendre en compte le fait que les fumeurs actifs sont également des fumeurs 

passifs. De nombreuses études démontrent le risque de développement de la BPCO chez les 

fumeurs passifs (Eisner et al., 2005). De plus, le tabagisme passif pendant la grossesse 

représente un risque potentiel sur le développement du fœtus et le risque de malformation.  

Un autre facteur important à prendre en compte est la consommation de marijuana. En effet, 

le nombre de consommateurs est en constante augmentation dans le monde entier. La 

marijuana est généralement consommée en association avec le tabac et sans filtre. Une étude 

montre le développement fréquent d’emphysème chez les jeunes patients consommateurs 

de cannabis qui pourrait conduire dans le futur à de graves pathologies respiratoires de type 

BPCO (Beshay et al., 2007). 

b. L’exposition professionnelle 

Certains corps de métier sont considérés comme « à risque » pour le développement de 

certaines maladies respiratoires, car ils sont en constante exposition à des polluants (Jouneau, 

2006). 
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On distingue différents types de polluants : 

 - Les polluants industriels (charbon, silice, ciment)   

 - Les particules fines (gaz d’échappement et nanoparticules) 

 - Les particules métalliques : (osmium, acier, gaz irritant) 

 - Les polluants organiques (bois, coton) 

Une étude épidémiologique récente sur les expositions relatives au travail montre que celles-

ci seraient à l’origine de 21% des cas de BPCO (Lytras et al., 2018). 

c. La pollution atmosphérique  

Peu de données sont disponibles quant à l’implication de la pollution atmosphérique dans le 

développement de la BPCO. Cependant, une étude récente datant de 2018, réalisée par Lin et 

al. a montré que l’exposition aux nanoparticules fines engendrerait des cas de BPCO et serait 

responsable de 6.4% des cas déjà existants (Lin et al., 2018). De plus, la pollution joue un rôle 

important dans l’aggravation de la pathologie et le développement d’exacerbation. 

d. La pollution aérienne intérieure 

Cette pollution intérieure est en majeure partie reliée à l’utilisation de combustibles ménagés 

sous forme de biomasse tels que le charbon de bois, le fumier, le bois… Ce sont principalement 

les femmes qui développent une BPCO suite à ce type d’exposition du fait de leur rôle dans 

l’entretien du domicile et de la cuisine dans de nombreux pays en développement (Jouneau, 

2006). Une étude épidémiologique a montré le lien entre le développement de la BPCO chez 

une personne de sexe féminin et l’exposition à la biomasse (Sana et al., 2018). 

D’après Balmes, l’exposition à la pollution de l’air intérieur représente 2.6% des cas de BPCO 

(Balmes, 2010). D’après le rapport réalisé par le GOLD en 2018, une mauvaise ventilation des 

foyers augmenterai l’incidence de la BPCO (GOLD 2018 Report). 

E. Les Traitements de la BPCO 

La BPCO est une maladie pour laquelle aucun traitement curatif n’est actuellement disponible. 

Les patients ne peuvent donc pas guérir de leur BPCO. Les traitements existants permettent 

seulement de stabiliser la fonction respiratoire et surtout de limiter les exacerbations de la 

maladie et l’insuffisance respiratoire. 

La première chose à faire pour ces patients est l’arrêt total du tabac. Aucun traitement ne 

peut être réellement efficace si le patient continue de s’exposer à la fumée de cigarette. La 

prise d’un traitement médicamenteux va permettre l’atténuation des symptômes. Les 

différents traitements existants sont les suivants (Table 4) : 

- Les bronchodilatateurs qui servent à prévenir de la bronchoconstriction. Il en existe 

deux catégories, les bronchodilatateurs à courte durée d’action (ex : Ventoline) 
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prescrits aux patients ayant une BPCO légère ou modérée. Les bronchodilatateurs à 

longue durée d’action (ex : Foradil) sont prescrits aux personnes atteintes de BPCO 

sévère voire très sévère. 

 

- Les corticoïdes inhalés pour leurs propriétés anti-inflammatoires (peuvent être utilisés 

seuls ou en association avec un bronchodilatateur) prescrits chez les patients atteints 

de stades sévères et très sévères de la BPCO et les patients présentant de fréquentes 

exacerbations. 

 

- Les antibiotiques pour le traitement des exacerbations de la BPCO. Les patients ont 

une susceptibilité accrue aux infections pulmonaires notamment par les bactéries. Les 

pathogènes les plus fréquemment observés sont Haemophilus influenzae (NTHi), 

Streptococcus pneumoniae (Sp) et Moraxella catarrhalis. Chez les patients ayant une 

forme sévère de la pathologie, Pseudomonas aeruginosa est aussi fréquemment 

retrouvé (Gallego et al., 2014). 

 

 BPCO 

légère 

BPCO modérée BPCO 

sévère 

BPCO très 

sévère 

Bronchodilatateurs à courte 

durée d’action 

Oui Oui Non Non 

Bronchodilatateurs à longue 

durée d’action 

Non Non Oui Oui 

Corticoïdes inhalés Non Non Oui Oui 

Antibiotiques (dans le cas d’une 

exacerbation) 

Oui Oui Oui Oui 

Table 4 : Traitements de la BPCO associés aux différents stades de la pathologie. 

 

La plupart du temps, des traitements non médicamenteux sont associés avec la médication 

du patient comme la kinésithérapie qui consiste à programmer des exercices de 

réentrainement physique adaptés aux besoins des patients. L’aérosolthérapie peut également 

être prescrite et va permettre l’utilisation de bronchodilatateurs et de corticoïdes sous forme 

nébulisée permettant d’atteindre et de traiter plus efficacement les petites bronches. De plus, 

la vaccination contre certains agents pathogènes tels que Streptococcus pneumoniae et le 

virus Influenza aide les patients à prévenir des exacerbations. 

Dans les cas les plus sévères de la maladie, le traitement de l’insuffisance respiratoire 

chronique et aigüe doit être mise en place. Pour cela, trois méthodes sont fréquemment 

utilisées : 

- L’Oxygénothérapie de Longue Durée (OLD) qui est définie avec la pression sanguine en 

oxygène pendant un état stable chez le patient. Cette méthode est utilisée dans les cas 

d’insuffisance respiratoire grave et chronique. 
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- La ventilation non invasive est mise en place pour le traitement de l’hypoventilation 

alvéolaire définie par le marqueur biologique de l’hypercapnie. Le traitement 

commence avec un masque facial pour un traitement court puis un masque nasal est 

utilisé pour un traitement prolongé. 

 

- Le dernier recours est la chirurgie pulmonaire. Lorsque les traitements ne sont pas ou 

peu efficaces contre l’emphysème sévère, les patients peuvent avoir recours dans un 

premier temps à une restriction des zones bulleuses comprimant le parenchyme 

pulmonaire ou alors à une transplantation pulmonaire. 

F. Physiopathologie de la BPCO 

1. Description de la physiopathologie  

La physiopathologie de la BPCO connait à ce jour encore de nombreuses zones d’ombre, 

cependant de multiples études mettent en lumière certains de ses mécanismes (Figure 4).  

Les effets du tabac, qui sont responsables de 90% des cas de BPCO vont dans un premier 

temps déclencher la réponse immunitaire par une activation des cellules épithéliales et des 

macrophages (Sun et al., 1995). La fumée de cigarette va engendrer un stress oxydatif au 

niveau du poumon, endommageant l’épithélium respiratoire et induisant le recrutement de 

neutrophiles et de macrophages (Foronjy et al., 2008). Le stress oxydatif est un déséquilibre 

entre la manifestation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et la capacité de l’organisme à 

les détoxifier efficacement. Les dérivés de la fumée de cigarette vont altérer l’épithélium 

respiratoire en dégradant les lipides de membrane, les protéines et l’ADN, conduisant à une 

inflammation chronique du poumon (Foronjy et al., 2008). Ainsi les neutrophiles et 

macrophages recrutés vont à leur tour libérer des ROS tels que le peroxyde d’oxygène et des 

radicaux superoxydes (Schaberg et al., 1995). De nombreuses fonctions de l’épithélium sont 

ainsi altérées comme la clairance mucociliare et la composition du mucus de par son 

augmentation en viscosité (Siddiqi et al., 2009), ainsi que les gènes codant pour les mucines, 

engendrant une hyper production de mucus (Fujisawa et al., 2009). 

Secondairement, les dommages occasionnés vont engendrer des débris cellulaires (Damaged 

Associated Molecular Pattern ou DAMP) qui vont entrainer l’activation des Toll Like Receptor 

(TLR) (Paul-Clark et al., 2009).  Les TLR peuvent ainsi être stimulés par la réponse au stress 

occasionné par la fumée de cigarette induite par l’épithélium respiratoire (Matzinger, 2002) 

qui va libérer des molécules permettant l’activation des TLR2 et TLR4 induisant la voie de 

signalisation du Facteur Nucléaire Kappa B (NF-κB) provoquant la sécrétion des médiateurs de 

l’inflammation et de protéases (Di Stefano et al., 2002). Ainsi les macrophages et les 

neutrophiles sont recrutés au niveau du poumon (Mio et al., 1997).  

Cette réponse immunitaire innée engendre la production non contrôlée de chimiokines et 

cytokines pro-inflammatoires qui vont induire le recrutement de cellules immunitaires telles 
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que les monocytes/macrophages et les neutrophiles ainsi que la production des 

métalloprotéases matricielles MMP9 et MMP12 et l’élastase neutrophilique au niveau de la 

lumière bronchique (Saetta et al., 2001) (Allain et al., 2010). Le remodelage bronchique étant 

à la base de l’emphysème respiratoire est principalement dû à un déséquilibre entre la 

production de protéases et d’anti-protéases (Finlay et al., 1997). La présence de protéases est 

également connue pour être induite par un stress oxydatif. En effet, soumis à un stress 

oxydatif comme l’exposition à la fumée de cigarette, les neutrophiles et les macrophages 

libèrent des radicaux oxygénés majorant la réponse immunitaire localisée et induisant un 

remodelage des bronches pulmonaires (Saetta et al., 2001). Le même phénomène se produit 

dans les alvéoles. Soumises à ce stress chronique, les cellules endothéliales et épithéliales vont 

progressivement entrer en apoptose, participant ainsi la destruction de la paroi des alvéoles 

pulmonaires (Kasahara et al., 2000). De plus, les cellules de l’épithélium pulmonaire, en 

réponse à la fumée de cigarette, produisent du Facteur de Croissance de Transformation β 

(TGF-β). Cette cytokine est capable d’induire un remodelage au niveau de l’épithélium 

entrainant la prolifération des fibroblastes et conduisant peu à peu à la fibrose pulmonaire 

des petites voies aériennes respiratoires. Le niveau d’expression du TGF-β est corrélé avec le 

degré de fibrose pulmonaire dans la BPCO (Takizawa et al., 2001). 

Progressivement, la réponse immunitaire innée va être complétée par une réponse 

immunitaire adaptative (Cosio et al., 2009).  Ce phénomène est principalement lié au 

recrutement et à l’activation des cellules dendritiques (DC) et secondairement des 

lymphocytes T. Les DC matures vont exprimer le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) 

de classe II au niveau de leur paroi, et vont exprimer les molécules co-stimulatrices des 

lymphocytes T, les CD80 et CD86 (Janeway and Bottomly, 1994). Ainsi elles présenteront 

l’antigène au lymphocyte T localisé au niveau des ganglions lymphatiques. La voie de 

signalisation STAT4 va être activée dans les lymphocytes T par la cytokine IL-12 synthétisée 

par les cellules dendritiques matures. Ainsi la différenciation et la prolifération des 

lymphocytes T en lymphocytes CD4+ de type Th1 et en TCD8+ va être effective. La libération 

d’IL-1β, IL-6 et IL-23 par les cellules dendritiques matures et les macrophages va également 

permettre la différenciation des cellules T en cellules Th17 (Nakagiri et al., 2012). La migration 

vers le poumon des cellules T se fait après différenciation et prolifération grâce aux 

chimiokines CXCL-9, CXCL-10, et CXCL-11 produites par les macrophages et les cellules 

épithéliales (Grumelli et al., 2004).  

Lorsque la réponse immunitaire adaptative se met en place (Cosio et al., 2009), les 

lymphocytes les plus fréquemment retrouvés au niveau pulmonaire vont être les TCD8+ 

potentiellement cytotoxiques. Les cellules cibles des lymphocytes TCD8+ sont toutes les 

cellules exprimant le CMH de classe I, comme les macrophages, monocytes mais également 

les cellules épithéliales et endothéliales qui seront ensuite détruites par les phénomènes 

d’apoptose ou de nécrose (Imai et al., 2005). Les TCD4+ sont également très mobilisés au 

niveau du poumon et vont fortement exprimer STAT4 et l’IFN-γ. La production d’Interféron-γ  

(IFN-γ) est corrélée avec le degré d’obstruction bronchique, ce qui suggère que les 

lymphocytes TCD4+ et TCD8+ ont un rôle important dans le développement de la maladie 

(Stefano et al., 2004).  
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En résumé, la BPCO commence généralement par une inflammation chronique localisée au 

niveau des bronches respiratoires engendrant l’augmentation des lymphocytes TCD8+. Le 

muscle lisse de la paroi bronchique va s’hypertrophier et  l’hyperplasie des cellules épithéliales 

caliciformes va engendrer une hypersécrétion de mucus qui stagne au niveau des bronches, 

du fait de la diminution de la fréquence des cellules épithéliales ciliées. Cette différenciation 

épithéliale anormale associée à une fibrose sous-épithéliale est responsable de l’obstruction 

bronchique chez les patients (Amatngalim et al., 2018). De plus l’apparition de la BPCO serait 

corrélée avec la valeur initiale de la fonction respiratoire et le déclin de celle-ci (Kerstjens et 

al., 1997). 

 

Figure 4 : Physiopathologie de la BPCO. 

La fumée de cigarette, de par ses composants toxiques, va altérer les cellules composant l’épithélium 

respiratoire et les macrophages qui vont induire la production de facteurs pro-inflammatoires. Ces 

facteurs pro-inflammatoires vont permettre le recrutement d’une part des monocytes se différenciant 

en macrophages amplifiant ainsi la réponse immunitaire au niveau du poumon. D’autre part, des 

neutrophiles sont recrutés et engendrent la synthèse de protéases, conduisant à l’emphysème 

respiratoire et à l’hypersécrétion de mucus par les cellules épithéliales. Cette réponse inflammatoire 

étant perpétuellement active. Adapté de (Barnes, 2008). 
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2. Auto-immunité dans la BPCO  

L’auto-immunité consiste à la reconnaissance de peptides du « Soi » comme des particules 

appartenant au « Non-Soi », engendrant une réponse immunitaire anormale de l’organisme. 

(Rose and Bona, 1993). 

 

La BPCO est une pathologie chronique, faisant donc d’elle une maladie auto-immune. L’origine 

circonstancielle de la BPCO est caractérisée par l’augmentation clinique de l’expression des 

lymphocytes B et T au niveau pulmonaire (Cosio et al., 2009). De plus,  les patients BPCO 

produisent des anticorps dirigés contre l’élastine pulmonaire, ainsi que la production d’IFN-γ 

et d’Interleukine-10 (IL-10). Enfin, des expériences conduites chez la souris, ont montré que 

des cellules T de poumon de souris exposés à la cigarette transférées chez des souris naïves 

de type Rag2-/- engendrait une BPCO auto-immune chez l’animal (Motz et al., 2010). 

3. Recrutement des cellules de l’immunité et impact de la fumée de cigarette 

Les mécanismes de défenses pulmonaires font notamment appel aux cellules de l’immunité 

telles que les macrophages, les neutrophiles et les lymphocytes, qui vont induirent une 

réponse inflammatoire puis immunitaire. Dans les premières étapes de la pathogénèse, les 

cellules de l’immunité innée sont responsables à elles seules de l’inflammation dans le cas où 

le poumon est exposé à la fumée de cigarette (Botelho et al., 2010). En effet, les macrophages 

et les lymphocytes TCD8+ sont retrouvés fortement augmentés dans les poumons de patients 

BPCO tout comme chez des animaux exposés à la fumée de cigarette comparés à ceux qui ne 

le sont pas (MacNee, 2007) (Cosio et al., 2009). 

a. Les macrophages  

Les macrophages sont les cellules immunitaires résidentes ou recrutées, les plus abondantes 

dans les voies respiratoires. Ce sont les premiers à capturer les agents étrangers ou les signaux 

de danger présents au niveau du poumon et en symbiose avec les cellules épithéliales, ils 

constituent la première ligne de défense chez l’hôte. En plus de leur implication dans la 

clairance bactérienne, les macrophages permettent également d’éliminer les débris et la 

résolution de l’inflammation (Strzelak et al., 2018). Ils ont la capacité de présenter les 

antigènes aux lymphocytes, fonction qu’ils partagent avec les cellules dendritiques, bien qu’ils 

aient essentiellement un rôle de maintien dans l’homéostasie au niveau des muqueuses. 

Lorsque les poumons sont exposés à la fumée de cigarette, une augmentation du nombre de 

macrophages résidents ayant une morphologie différente est constatée (Domagała-Kulawik 

et al., 2006) (Pratt et al., 1969). De plus, la fumée de cigarette altère les molécules d’adhésion 

à la surface de ces macrophages (Schaberg et al., 1992). Il a été démontré que les 

macrophages peuvent être classés en deux catégories, les macrophages M1 et les 

macrophages M2 (Gordon and Martinez, 2010). La fumée de cigarette va engendrer une 

suppression des macrophages M1 et augmenter l’induction des macrophages M2 

particulièrement chez les patients BPCO (He et al., 2017) (Shaykhiev et al., 2009). Le nombre 
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de macrophages résidents est plus élevé chez les fumeurs et reste globalement fonctionnel 

(McCrea et al., 1994) (Soliman and Twigg, 1992) (Holt, 1987). Cependant leur capacité à 

phagocyter les bactéries présentes au niveau pulmonaire est considérablement réduite. Ce 

défaut de clairance a été démontré avec de nombreux pathogènes notamment H. influenzae, 

S. pneumoniae ou en encore P. aeruginosa (Phipps et al., 2010) (Drannik et al., 2004). La 

diminution de la phagocytose par les macrophages participe à la susceptibilité accrue aux 

infections respiratoires ainsi qu’à l’augmentation de l’inflammation (Strzelak et al., 2018). 

b. Les neutrophiles 

Les neutrophiles agissent dans le cadre de l’immunité innée au niveau pulmonaire et ont un 

rôle évident dans la BPCO (Strzelak et al., 2018). En effet, la fumée de cigarette induit le 

recrutement des neutrophiles au niveau pulmonaire par sa capacité à déclencher la 

production de DAMP par les cellules épithéliales ce qui va ensuite entraîner la production de 

cytokine pro-inflammatoire (IL-6) et du facteur chimioattractant (CXCL-8) (Pouwels et al., 

2015). Cependant, ce recrutement de neutrophiles ne permet pas d’éliminer les agents 

infectieux dans le poumon, suggérant que le tabagisme va très certainement altérer leur 

fonction (Strzelak et al., 2018). Ces cellules activées libèrent dans le poumon des radicaux 

libres de l’oxygène et des protéases (élastase, MMP-2, MMP-9) qui jouent un rôle important 

dans l’apparition de l’emphysème. 

c. Les cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques jouent un rôle majeur dans l’activation des lymphocytes T par la 

présentation de l’antigène ainsi que par l’expression membranaire ou la libération de 

molécules co-stimulatrices et immunostimulantes (Joffre et al., 2009). Les cellules 

dendritiques induisent la voie de signalisation de l’IL-17 qui dans un contexte pathologique tel 

que la BPCO, joue un rôle important dans le développement de la maladie (Le Rouzic et al., 

2016). En effet, le tabac va fortement influencer la distribution et la différenciation des cellules 

dendritiques (Soler et al., 1989). Ainsi, la fumée de cigarette réduit le nombre de DC dans la 

muqueuse bronchique des patients BPCO (Rogers et al., 2008) et nuit à leur maturation dans 

le poumon causant une stimulation réduite des lymphocytes T par ces cellules (Robbins et al., 

2008) (Pichavant et al., 2015). Cela n’empêche pas le développement, probablement en 

dehors du poumon, d’une réponse Th1 et Th17 pathologique qui a été largement démontrée. 

De plus, en réponse à une infection bactérienne, les cellules dendritiques ont une capacité 

réduite à stimuler les lymphocytes T ce qui facilite très probablement le développement des 

exacerbations de la BPCO (Le Rouzic et al., 2016). La réponse antibactérienne est notamment 

altérée par un défaut de phagocytose et/ou bactéricide des cellules dendritiques immatures 

exposées à la cigarette car la production de IL-10, IL-12, IL-23, IL-1β et TNF-α est diminuée 

(Nouri-Shirazi and Guinet, 2003) (Le Rouzic et al., 2016). De plus, la diminution de production 

d’IL-12 est responsable d’une réduction de la réponse Th1 qui va conduire à une altération 

des défenses de l’hôte. La fumée de cigarette agit donc significativement sur la maturation 

des cellules dendritiques immatures diminuant ainsi la différenciation des lymphocytes T. 
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d. Les lymphocytes 

La famille des lymphocytes est vaste et possède de nombreux membres que l’on peut séparer 

en deux groupes selon le type de reconnaissance à l’origine de leur activation (Antigène 

spécifique ou non). En effet, on retrouve le groupe des lymphocytes T non conventionnel (non 

spécifiques d’antigène) avec les ILC (impliqués dans le remodelage tissulaire), les cellules 

Natural Killer (NK) (des lymphocytes tueurs), les NKT (groupe hétérogène de LT, présentant 

des propriétés des LT et des NK) et les LTγδ (groupe de lymphocytes T impliqués dans 

l’immunité innée et adaptative, possédant un TCR différent des autres lymphocytes) qui vont 

intervenir très vite au niveau du site d’inflammation, et le groupe des lymphocytes T 

conventionnels ayant une intervention plus lente car ils nécessitent la présentation 

d’antigènes plus spécifiques.  

Pendant la réponse immunitaire innée qui est la première à se mettre en place, le rôle des 

lymphocytes Natural Killer a été très largement décrit. Ce sont des gros lymphocytes 

granulaires qui produisent des perforines et des granzymes ainsi que du TNF-α et de l’IFN-γ 

(Caligiuri, 2008). Ils ont un rôle bien connu dans la défense de l’hôte contre les agents 

microbiens (Zamai et al., 1998). Une étude a montré que le taux de cellules NK ainsi que leur 

activation dans le sang des fumeurs est diminué, comparé aux non-fumeurs et que cet effet 

est réversible environ six semaines après la cessation tabagique (Ferson et al., 1979). De plus, 

une autre étude a montré que la cigarette entraine une diminution de la concentration en IL-

16 produite par les cellules NK. Cette baisse est responsable d’une diminution du recrutement 

des CD4+ suggérant que la fumée de cigarette a un impact sur la réponse immunitaire 

systémique (Andersson et al., 2016). L’expression de la perforine est elle aussi diminuée chez 

les fumeurs, impliquant donc une activité cytotoxique diminuée des cellules NK, y compris lors 

d’une infection microbienne (Ferson et al., 1979). Mais quelques études controversent ces 

données en montrant une stimulation accrue des cellules NK lors d’une exposition aigue à la 

fumée de cigarette. En effet, les cellules NK activées peuvent s’accumuler au niveau du 

parenchyme pulmonaire et de la muqueuse des voies respiratoires (Wang et al., 2013).  

L’impact du tabac a un rôle controversé concernant les cellules NK montrant à la fois un rôle 

pro-inflammatoire et anti-inflammatoire de ces cellules. Strzelak & al.  font l’hypothèse que 

cela dépendrait des comorbidités retrouvées chez les patients (Strzelak et al., 2018). De plus, 

il existe différents sous-types de cellules NK avec des fonctions distinctes dont le rôle n’est pas 

ou peu précisé dans ce contexte. 

Les cellules NKT sont un sous-groupe de lymphocytes T exprimant les marqueurs des cellules 

T et des cellules NK. Ces cellules constituent environ 0.2% des lymphocytes T circulants. Les 

cellules iNKT constituent une sous-famille des cellules NKT. Une étude a montré que dans un 

modèle de souris BPCO généré par injections répétées d’α-Galactosylceramide (agoniste de 

cellules iNKT, modèle dont on peut discuter l’intérêt) que ces cellules ont un rôle important 

dans le développement de la pathogenèse par un mécanisme dépendant de l’IL-4 (Tsao et al., 

2016). En effet, la neutralisation de l’IL-4 dans ce modèle réduit le recrutement de cellules 

iNKT, l’emphysème et la fibrose pulmonaire ainsi que l’hyper sécrétion de mucus. Par ailleurs, 

le stress oxydatif provoqué par la fumée de cigarette augmente la capacité des DC et des 

https://www-ncbi-nlm-nih-gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Strzelak%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29883409
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cellules épithéliales bronchiques à activer les cellules NKT qui se traduit par la sécrétion de 

l’IL-17 et de l’IFN- (Pichavant et al., 2014). Ce mécanisme participe au développement des 

lésions pulmonaires consécutives à l’exposition à la fumée de cigarette. 

Lors d’une infection respiratoire, la réponse immunitaire adaptative plus spécifique se met en 

place et le rôle des différents lymphocytes impliqués est considérablement modulé lorsque 

les poumons sont exposés à la fumée de cigarette :  

- Les cellules T régulatrices permettent le maintien et la tolérance aux auto-antigènes et 

évitent ainsi les maladies auto-immunes et limitent les pathologies inflammatoires. Ce 

sont des immunosuppresseurs impliqués dans la régulation et la prolifération des 

cellules T effectrices (Bettelli et al., 2006). Mais le tabac participe à établir un 

déséquilibre de cette population de lymphocytes. Une étude a par ailleurs montré une 

diminution du nombre de cellules Treg CD4+ CD25+ dans les lavages broncho 

alvéolaires de patients BPCO comparé aux patients fumeurs n’étant pas atteints par 

cette pathologie (Barceló et al., 2008). D’autres auteurs confirment ce défaut de 

cellules régulatrices chez des patients BPCO qui continuent à fumer par rapport à des 

sujets fumeurs non BPCO (Hou et al., 2013). 

 

- Les lymphocytes T sont impliqués dans l’immunité adaptative à médiation cellulaire ou 

humorale. Les cellules T naïves sont activées et se divisent en plusieurs sous-

populations à la suite de la reconnaissance de l’antigène (Parkes et al., 2014) (Zhou et 

al., 2009) (Dutton et al., 1998). La fumée de cigarette va induire des changements 

importants dans la différenciation des lymphocytes T dans le tissu pulmonaire et dans 

le sang.  

 

o Les lymphocytes T auxiliaires Th1 et Th2 sont des cellules CD4+. Les cellules Th1 

activent les macrophages en synthétisant de l’IFN-γ, de l’IL-2 et du TNF-β 

activant ainsi la réponse immunitaire à médiation cellulaire et la protection de 

l’hôte via la phagocytose (Romagnani, 1999). Les cellules Th2 synthétisent 

principalement de l’IL-4 et de l’IL-13  induisant la synthèse d’anticorps et 

inhibant le rôle des macrophages, permettant ainsi une réponse protectrice de 

l’hôte, indépendante de la phagocytose (en dehors du contexte allergique) 

(Romagnani, 1999).  L’exposition chronique à l’extrait de fumée de cigarette 

induit l’augmentation des cellules Th1 et Th17 dans le lavage broncho-

alvéolaire et va altérer la réponse Th2 au niveau pulmonaire (Shaler et al., 

2013) (Harrison et al., 2008) (Van Hove et al., 2008). Cependant cette immunité 

n’est pas efficace contre la colonisation bactérienne (Shaler et al., 2013). De 

plus, l’augmentation des cellules Th1 au niveau pulmonaire peut augmenter le 

risque de développer un emphysème pulmonaire. Même si la réponse Th1 

semble augmentée dans un contexte tabagique, ces cellules sont très 

importantes dans le développement de la pathogenèse et dans la progression 

de la BPCO (Strzelak et al., 2018). 
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o Les lymphocytes T auxiliaires Th17 sont des cellules pro-inflammatoires 

définies par la production de la cytokine IL-17 (Hartigan-O’Connor et al., 2011). 

La cytokine pro-inflammatoire IL-17A est un régulateur de la réponse 

immunitaire à médiation cellulaire car elle permet de stimuler de nombreux 

éléments tels que les facteurs de croissance des cellules épithéliales et 

mésenchymateuses, favorisant le recrutement des neutrophiles et des 

macrophages au niveau pulmonaire ainsi que la sécrétion de chimiokines pro-

inflammatoires (Ouyang et al., 2008). L’impact de la fumée de cigarette va 

induire le recrutement des cellules Th17 au niveau du poumon et dans le sang 

via leur activation par les cellules dendritiques productrices de cytokines IL-1β, 

IL-6 et IL-23 (Duan et al., 2012) (Wang et al., 2012) (Vargas-Rojas et al., 2011). 

Ce recrutement permet l’augmentation de l’IL-17 et d’IL-22 associé à la 

sécrétion de granzyme et de perforine ainsi qu’au recrutement de lymphocytes 

TCD8+. Cette induction de cellules Th17 est impliquée dans le développement 

de nombreuses maladies auto-immunes telles que la BPCO et la polyarthrite 

rhumatoïde. En effet, des études ont constaté une population de cellules Th17 

circulant plus élevée chez les patients BPCO (Duan et al., 2012) (Koch et al., 

2007). Ce pourcentage de cellules Th17 est également accru localement dans 

le tissu pulmonaire et les expectorations de patients BPCO (Le Rouzic et al., 

2016) (Vargas-Rojas et al., 2011). 

 

- Les lymphocytes B sont des cellules impliquées dans la sécrétion de cytokines et 

d’anticorps ainsi que dans la présentation de l’antigène. Le tabagisme a montré son 

action sur la suppression du développement des lymphocytes B ainsi que la production 

d’immunoglobuline (Ig) (Brandsma et al., 2012). En effet, il a été montré que le taux 

d’immunoglobuline IgA, IgM et IgG est diminué de 10 à 20% chez les fumeurs et à 

l’inverse une augmentation de l’IgE est observée (Arnson et al., 2010) (Burrows et al., 

1982) mais ces résultats restent à ce jour encore très controversés. Chez les patients 

atteints de BPCO, un nombre très élevé de lymphocytes B est retrouvé au niveau des 

petites voies respiratoires (Hogg et al., 2004) mais une étude montre une diminution 

des lymphocytes B mémoire au niveau du sang périphérique ainsi qu’une 

augmentation des T reg chez ces patients en comparaison avec des personnes saines 

(Brandsma et al., 2009). De plus, ce pourcentage diminué de lymphocytes B dans le 

sang est accompagné d’un processus de suppression de la différenciation des cellules 

B à un stade précoce dans la moelle osseuse de souris (Palmer et al., 2011) (Fusby et 

al., 2010). Différentes sous-populations de cellules B ont été décrites ayant des 

fonctions soit régulatrices, effectrices et productrices d’anticorps et dans le contexte 

de la BPCO, une caractérisation approfondie de ces sous-populations s’avère 

nécessaire pour pouvoir préciser leur rôle dans ce contexte. 
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La BPCO est une maladie immunitaire complexe mettant en jeu de nombreux mécanismes 

inflammatoires ainsi qu’une dérégulation de l’immunité chez les patients. Une fois la 

pathologie installée, sa progression est marquée par des épisodes d’exacerbation causés par 

des pathogènes, dans de très nombreux cas d’origine bactérienne. Ces infections pulmonaires 

à répétition chez les patients vont à leur tour favoriser le développement de nouvelles 

exacerbations, amenant le patient dans une spirale infernale pouvant le conduire rapidement 

au décès (50% des patients sujets à une exacerbation sévère meurent dans les 3-4 ans qui 

suivent). 

G. Epithélium bronchique et immunité des muqueuses : modulation 

lors de la BPCO 

Les cellules immunitaires bien que présentes à l’homéostasie, sont mobilisées dans le poumon 

lors d’une infection ou même d’une pathologie respiratoire telle que la BPCO. Ces cellules 

proviennent directement de la circulation lymphatique et sanguine gagnant ainsi la muqueuse 

respiratoire. Les cellules épithéliales, tout comme les autres cellules résidentes (macrophage 

alvéolaire), participent au recrutement de ces cellules immunes par la production de facteurs 

chimio-attractants incluant des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires. 

1. La réparation de l’épithélium bronchique 

La barrière épithéliale est constituée de nombreuses jonctions intercellulaires incluant les 

jonctions serrées et les jonctions adhérentes. Cependant, cette barrière est sélective 

puisqu’elle permet le transport des ions et des solutés à travers l’épithélium et facilite le 

dialogue entre les cellules (Pohl et al., 2009) (Hartsock and Nelson, 2008). De plus ces jonctions 

interviennent dans le maintien de l’homéostasie, la prolifération et la différenciation cellulaire 

ainsi que la protection contre les agents pathogènes (Balda and Matter, 2009) (Koch and 

Nusrat, 2009). Les cellules souches retrouvées au niveau de l’épithélium respiratoire sont les 

cellules basales et les cellules Club. Le nombre et la fonction de ces progéniteurs peut affecter 

significativement la réparation épithéliale lorsque celui-ci est lésé (Ganesan and Sajjan, 2013). 

Ce mécanisme de réparation est divisé en quatre étapes : la dédifférenciation, la migration, la 

prolifération et la redifférenciation (Figure 5). 
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Figure 5 : Les différentes étapes de la réparation épithéliale. 

En condition normale, une lésion épithéliale va induire dans un premier temps la phase de Transition 

Epithéliale Mésenchymateuse (EMT) des cellules en périphérie de cette zone qui vont migrer 

temporairement au niveau de la lésion. Dans un deuxième temps, les cellules basales vont migrer et 

proliférer dans cette zone et vont ensuite se polariser et se redifférencier pour reformer l’épithélium 

respiratoire (Ganesan and Sajjan, 2013). 

 

La phase de dédifférenciation concerne l’aplatissement des cellules lors d’une lésion pour 

induire le phénomène de transition épithéliale mésenchymateuse. Les cellules vont se 

dépolariser, induisant une perte de contact et d’adhésion de celles-ci. Certains facteurs 

sécrétés sont perdus pendant cette phase comme la cytokératine et l’E-cadhérine, et d’autres 

sont acquis comme la vimentine, MMP-9, l’actine-α et la N-cadhérine (Kalluri and Weinberg, 

2009) (Buisson et al., 1996). L’étape de migration arrive par la suite et est rendu possible grâce 

à l’expression de la fibronectine (Zahm et al., 1997). Suivant la taille de la lésion occasionnée, 

cette phase de migration va durer entre 8h et 15h pour recouvrir complètement la blessure 

par des cellules aplaties indifférenciées (Erjefält et al., 1995).  

Après la migration, c’est la phase de prolifération cellulaire qui prend le relais. Cette étape se 

met en place lorsqu’il y a suffisamment de facteurs de croissance sécrétés par les cellules 

résidentes et immunitaires au niveau du site de blessure (Erjefält et al., 1995). Ce sont les 

différents membres des familles de l’Epidermal Growth Factor (EGF) et du TGF qui vont induire 

ce phénomène de par leur liaison à l’EGFR ou du récepteur pour le TGF (Puddicombe et al., 

2000). Pour terminer la réparation des cellules épithéliales respiratoires, la différenciation des 

cellules prolifératives est mise en place grâce aux cellules progénitrices et l’interaction cellule-

cellule médiée par la voie de signalisation NOTCH (Tsao et al., 2009). D’autres facteurs de 

transcription comme les SOX, FOX, TTF-1 et SPDEF sont également essentiels (Whitsett et al., 

2011). En effet, la différenciation des cellules épithéliales ciliées est induite par le facteur de 

transcription FOXJ1 (Whitsett et al., 2011) et la différenciation des cellules caliciformes est 

médiée par le facteur SPDEF qui est impliqué dans la régulation des gènes associés à la 

biosynthèse des mucines et à son conditionnement dans des vésicules (Chen et al., 2009) (Park 

et al., 2007).  
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Chez les patients BPCO on observe une altération au niveau des jonctions qui interviennent 

dans l’homéostasie, dans les différentes phases de la réparation cellulaire et dans la 

protection contre les agents extérieurs. La principale cause du remodelage de l’épithélium des 

voies respiratoires chez les patients BPCO est l’exposition chronique aux résidus 

inflammatoires retrouvés dans la cigarette, conduisant à une activation persistante et accrue 

du processus de réparation (Figure 6).  

 

Figure 6 : Altération des mécanismes de réparation épithéliaux en contexte BPCO. 

Chez les patients BPCO, la phase EMT va persister. Les phases de migration et de prolifération sont 

considérablement réduites et la redifférenciation des cellules basales est anormale conduisant à un 

épithélium remodelé. (C, cellules ciliées; Cl, cellules de Clara, G, cellules caliciformes, B, cellules basales 

et M, cellules mésenchymateuses) (Ganesan and Sajjan, 2013). 

 

Chez ces patients ainsi que chez les fumeurs, une diminution d’expression des gènes codants 

pour la formation des complexes fonctionnels est observée, engendrant des cellules 

anormalement différenciées et hyper prolifératives (Shaykhiev et al., 2011) (Hogg and Timens, 

2009). De plus, chez les patients BPCO et certains fumeurs, la réparation est anormale du fait 

de nombreuses lésions occasionnées par la fumée de cigarette. En effet, la phase EMT est 

omniprésente chez ces patients comme le montre une diminution de la Zonula Occludens-1 

(ZO-1), cytokératine et E-cadhérine ainsi qu’une augmentation des marqueurs de cellules 

mésenchymateuses dans les tissus et biopsies de ces patients (Milara et al., 2013)  (Sohal et 

al., 2011) (Sohal et al., 2010). Des plus, le TGF-β qui induit fortement la phase EMT, est 

retrouvé augmenté chez les patients BPCO (Gao and Zhan, 2012) (Takizawa et al., 2001). Enfin, 

la diminution d’expression de TTF-1 induit une surexpression de SPDEF conduisant à 

l’hyperplasie des cellules caliciformes (Park et al., 2007). Cette métaplasie est très souvent 

retrouvée chez les patients BPCO. Il a également été montré que la métaplasie de ces cellules 

est corrélée avec une augmentation de l’activité de la voie de signalisation NOTCH1 (Rock et 

al., 2011) (Guseh et al., 2009). En accord avec ces résultats, le gène Hey2 (régulateur de la voie 

de signalisation NOTCH1 est très fortement exprimé chez les patients BPCO (Boucherat et al., 

2012).  
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2. La clairance muco-ciliaire 

Les mucines sécrétées ont un rôle très important car elles sont capables de lier certaines 

bactéries comme Pseudomonas aeruginosa via son flagelle (Li et al., 1997). D’autres protéines 

présentes dans le surfactant pulmonaire comme les collectines sont également impliquées 

dans la clairance bactérienne car elles reconnaissent les PAMP comme le LipoPolySaccharide 

(LPS) ou les polysaccharides de capsules (Iwaarden et al., 1994) (Kabha et al., 1997). Ces 

protéines ont également la propriété de moduler la réponse inflammatoires en agissant avec 

le CD14 des macrophages permettant l’inhibition du TNF-α (Sano et al., 1999) ou avec le TLR2 

(Murakami et al., 2002). Lorsque le mucus va capter un « corps étranger », la clairance muco-

ciliaire permet leur élimination. Cette clairance est rendue possible grâce aux cils des cellules 

épithéliales qui vont coordonner leurs battements pour exclure le mucus du poumon (Blake, 

1974). La variation de la fréquence de battement des cils joue un rôle essentiel dans le 

transport du mucus (Lee et al., 2011) (Lubkin et al., 2007). De plus, une étude a montré à partir 

d’un système numérique 2D que la fréquence de battement des cils et la viscosité du mucus 

sont deux paramètres qui jouent un rôle important dans le processus de transport muco-

ciliaire (Sedaghat et al., 2016).  

De ce fait, chez les patients BPCO, la clairance muco-ciliaire est altérée. Cette altération est 

due en partie à une surproduction de mucus, un battement des cils réduit et une viscosité 

élevée du mucus (Ganesan and Sajjan, 2013). Chez ces patients l’augmentation de la 

production de mucus est liée à la métaplasie et l’hyperplasie des muqueuses (Curran and 

Cohn, 2010) ainsi qu’une diminution de l’expression de l’Aquaporine-5 (AQP5) basale qui est 

fortement altérée par l’exposition à la fumée de cigarette (Wang et al., 2007). De plus, une 

réduction du gène Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator (CFTR) a été 

démontrée chez ces patients (Sloane et al., 2012). Lorsque les cellules épithéliales 

bronchiques des patients BPCO sont isolées, une conservation du phénotype de l’hyperplasie 

des cellules caliciformes ainsi que la surproduction de mucus sont observés. Enfin, l’escalator 

muco-ciliaire est altéré par une diminution de 70% du nombre de cellules ciliées, ainsi qu’une 

réduction de la taille des cils présents sur celles-ci (Tamashiro et al., 2009). 

3. Production de facteurs de croissance et pro-inflammatoires 

De par leur rôle de barrière protectrice, les cellules de l’épithélium bronchique permettent 

l’induction et la régulation de l’inflammation par le recrutement de cellules immunitaires 

(Table 5). Elles sont capables d’exprimer des molécules du CMH ainsi que l’InterCellular 

Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) et de sécréter des cytokines et chimiokines permettant le 

recrutement de cellules immunes (Krunkosky et al., 1996) (Striz et al., 1999). Les cellules 

épithéliales bronchiques sont capables de sécréter la Lymphopoïétine Stromale Thymique 

(TSLP) permettant la polarisation des lymphocytes T en réponse à la présentation de l’antigène 

par les cellules dendritiques. En effet, TSLP va empêcher la production d’IL-12 par les cellules 

dendritiques conduisant ainsi dans de nombreux cas à la polarisation des lymphocytes T en 

lymphocytes Th2 (Kato et al., 2007). Ces cellules produisent également des facteurs 
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inflammatoires comme l’IL-6, CXCL-8, l’histamine et le Facteur de Stimulation de Colonies 

Granulocytes/Macrophages (GM-CSF) en réponse aux motifs bactériens (Takizawa et al., 

1995). Lorsqu’elles sont exposées à Haemophilus influenzae non typable elles produisent 

davantage  de ces facteurs comme CCL5, IL-6, CXCL-8, TNF-α, GM-CSF et augmentent 

l’expression d’ICAM-1 au niveau de l’épithélium bronchique (Khair et al., 1996). Ces résultats 

pris ensemble font de l’épithélium respiratoire un acteur impliqué dans la régulation de la 

réponse inflammatoire et de l’immunité innée. 

 

 

Facteurs liés à l’inflammation 

- Chimiokines : CCL2, 3, 5, 7, 8, 11, 13, 

17, 20, 22 et CXCL1, 5, 8, 10. 

- Cytokines : IL-1α/β, IL-6, IL-10, IL-11, 

IL-16 et TNF-α. 

- Facteurs de croissance : GM-CSF, G-

CSF, TGF-β, EGF, FGF, PDGF 

Table 5 : Sécrétion de facteurs permettant l’inflammation (Chimiokines, cytokines et facteurs de 

croissance) par l’épithélium respiratoire (Message and Johnston, 2004). 

4. Interaction entre les bactéries et les cellules épithéliales bronchiques 

a. La production de facteurs antimicrobiens 

Le mucus respiratoire est connu pour synthétiser de nombreuses molécules ayant un pouvoir 

antimicrobien et jouant un rôle dans la régulation de l’inflammation (Bals and Hiemstra, 2004) 

(Takizawa, 1998).  Ces peptides comprennent les β-défensines agissant au niveau des 

lipopolysaccharides de la membrane bactérienne Gram négatif et d’autres peptides 

antimicrobiens tels que LL-37 et CAP-18 sont également présents (Bals et al., 1998) (Sun et al., 

2014). Les principaux peptides antimicrobiens synthétisés par l’épithélium respiratoire sont 

les β-défensines et les cathélicidines (LL-37) (Hiemstra, 2007). Le lysozyme et la lactoferrine 

qui agissent sur les bactéries à Gram positif et négatif, sont retrouvés en grande quantité dans 

le mucus (Travis et al., 1999). Les protéines du surfactant pulmonaire comme la 

lactopéroxydase possèdent également des propriétés bactéricides (Gerson et al., 2000). Les 

cellules basales de l’épithélium produisent également SLPI et la RNase7 qui sont des protéines 

de défense de l’hôte (HDP) dont le rôle est de protéger l’épithélium contre les sérines 

protéases et de contrôler la prolifération bactérienne (Amatngalim et al., 2015). 

Lors d’une infection bactérienne au niveau des voies respiratoires, tous ces peptides 

antimicrobiens sont augmentés (Hiemstra, 2015). Par exemple dans le cas d’une infection à 

Sp de l’épithélium respiratoire humain, une forte augmentation des β-défensines (DEFB2 et 

DEFB3) est observée (Scharf et al., 2012). De plus il a été montré que la vitamine D régule 

l’expression de ces peptides antimicrobiens. Lorsque celle-ci est active, une augmentation de 

LL-37 est constatée (Hansdottir et al., 2008). Dans les cas de la BPCO et d’autres maladies 

respiratoires chroniques ou le remodelage épithélial est très important, une diminution des 

peptides antimicrobiens a été démontrée (Hiemstra et al., 2015) (Seiler et al., 2014).  
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b. La défense antibactérienne est altérée par l’exposition à la fumée de cigarette 

De nombreuses données disponibles à ce jour prouvent que le tabagisme augmente 

l’incidence des infections respiratoires des voies aériennes supérieures et inférieures. Les PRR 

qui sont essentiels à la reconnaissance et l’activation de l’inflammation lors de l’invasion 

bactérienne sont activés par les PAMP (Damage Associated Molecular Patterns). Cependant, 

la fumée de cigarette de par ses composants toxiques, induit la mort cellulaire libérant des 

DAMP qui conduisent notamment à l’augmentation de la production de CXCL-8, IL-1β et IL-6 

(Hodge et al., 2005) (Pouwels et al., 2015). Ces résultats permettent de définir un mécanisme 

par lequel la cigarette seule induit le phénomène inflammatoire au niveau pulmonaire. Sur 

des cellules épithéliales exposées à l’extrait de fumée de cigarette, la stimulation par des 

DAMP issus des bactéries NTHi, Moraxella catarrhalis ou encore Staphylococcus aureus révèle 

une diminution de production de facteurs pro-inflammatoires ainsi qu’une diminution du 

recrutement des neutrophiles (Zhang et al., 2011) (Kulkarni et al., 2010) (Laan et al., 2004). De 

plus, en réponse au LPS bactérien, les cellules épithéliales vont libérer une quantité plus faible 

d’IL-8 et de GM-CSF après exposition à la fumée de cigarette (Laan et al., 2004). La libération 

de peptides antimicrobiens tels que les β-défensines 1 et 2, CCL20 et SLPI est inhibée lorsque 

les cellules épithéliales nasales et gingivales sont exposées à la cigarette (Jukosky et al., 2016) 

(Mahanonda et al., 2009). Une étude a montré que l’exposition à la cigarette augmentait 

l’expression des récepteurs du facteur d’activation des plaquettes (PAFR) sur lequel peut se 

fixer le pneumocoque au niveau des cellules épithéliales des petites voies respiratoires 

permettant une meilleure adhérence du pathogène sur ces cellules (Grigg et al., 2012). 

L’ensemble de ces résultats démontre un défaut de la réponse immunitaire innée lors d’une 

infection bactérienne incluant une diminution de la défense chez l’hôte, un retard de la 

pathogenèse ainsi qu’une colonisation chronique des voies respiratoires en présence d’une 

exposition à la fumée de cigarette (Garmendia et al., 2012) (Drannik et al., 2004). 

 

Le plus grand fléau existant chez les patients atteints de BPCO, sont les exacerbations de la 

pathologie causées par des agents pathogènes tels que les bactéries voire même les virus. 

Pour mieux prévenir de ces épisodes d’exacerbation il est important de se focaliser sur les 

études déjà réalisées sur ces pathogènes. 
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IV. Les pathogènes impliqués dans les exacerbations de la BPCO : 
zoom sur Streptococcus pneumoniae et Haemophilus 
influenza non typable 

Depuis plusieurs années, les médecins s’intéressent aux différentes causes des exacerbations 

de la BPCO. Les exacerbations peuvent être d’origine bactérienne, virale ou d’origine non 

infectieuse (Figure 7). Des études ont révélé que les origines d’exacerbation de la BPCO étaient 

dans 50% des cas dus à une infection bactérienne (Monsó et al., 1995) (Pela et al., 1998). Dans 

environ 50-60% des cas, les bactéries isolées étaient : Haemophilus influenzae, Moraxella 

catarrhalis et Streptococcus pneumoniae (Murphy and Sethi, 1992) (Sethi and Murphy, 2001). 

 

Figure 7 : Cause des exacerbations de la BPCO. 

Les origines principales des exacerbations sont bactériennes avec comme bactéries les plus 

fréquemment retrouvées Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae et Moraxella 

catarrhalis. Ces exacerbations peuvent également être d’origine virale, causées principalement par le 

Rhinovirus et le virus Influenza (Martinez, 2007) (Sykes et al., 2007) (Rohde et al., 2003). 

A. Streptococcus pneumoniae 

Streptococcus pneumoniae (Sp) (également appelé pneumocoque) est une bactérie 

pathogène responsable d’infections pulmonaires chez l’homme. Le pneumocoque est une 

bactérie commensale des muqueuses des voies respiratoires et est plus fréquemment 

retrouvé chez les patients atteints de bronchites chroniques. Il existe 90 sérotypes pour ce 

pathogène, compliquant ainsi les mécanismes de défense de l’hôte infecté. C’est au contact 

d’autres agents infectieux ou lorsqu’il y a un immunodéficit chez le porteur que celui-ci 

devient pathogène. Streptococcus pneumoniae est une bactérie aérobie stricte, Gram positif 

en forme de coque, utilisant le mode de groupement en chaînettes. Il appartient à la division 

des Firmicutes, à la classe de Bacilli, à l’ordre des Lactobacilliales et à la famille des 

Streptococcaceae. En 1881, ce sont les scientifiques microbiologistes Louis Pasteur et George 
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Sternberg qui ont découvert de manière indépendante cette bactérie. Cependant, il 

semblerait que la première description de la maladie remonte à l’époque de la Grèce antiques. 

Ce pathogène est à l’origine de nombreuses maladies. Principalement connu pour engendrer 

la pneumonie, il est également impliqué dans les pleurésies et les bronchites. Streptococcus 

pneumoniae peut également causer des infections de la sphère ORL. 

1. Epidémiologie 

Depuis plusieurs années, le pneumocoque est décrit comme étant à l’origine de nombreuses 

infections chez l’homme comme l’otite, la sinusite et dans les cas les plus graves la méningite 

et est considéré comme un problème majeur de santé publique selon l’OMS. La population la 

plus exposée est celle des enfants ayant un âge inférieur à deux ans (Austrian, 1999) (Austrian, 

1981) et l’incidence diminue ensuite entre cinq ans et soixante-cinq ans (Örtqvist et al., 2005). 

En effet, en l’an 2000, S. pneumoniae a entrainé une mortalité de 11% chez les sujets âgés de 

moins de cinq ans (O’Brien et al., 2009).  

De plus il a été constaté que les personnes atteintes de certaines pathologies comme le 

diabète, les insuffisances rénales, les syndromes néphrotiques, les pathologies chroniques 

respiratoires (ex : BPCO) ou même certaines pathologies cardiaques sont plus susceptibles de 

présenter des infections à pneumocoque.  Les personnes ayant un système immunitaire 

défaillant (ex : le Syndrome de l’ImmunoDéficience Acquise (SIDA)), ou encore la prise de 

certains médicaments comme les immunosuppresseurs favorisent également son 

développement. 

2. Traitement et prévention contre Streptococcus pneumoniae 

Lorsque le pneumocoque va coloniser les voies respiratoires, l’utilisation d’antibiotiques est 

nécessaire. Cette bactérie est normalement sensible aux antibiotiques tels que les pénicillines 

qui vont inhiber la synthèse de la paroi bactérienne en interagissant avec le peptidoglycane, 

les macrolides qui vont se fixer sur les ribosomes et ainsi bloquer la synthèse protéique, et les 

sulfamides qui vont agir sur la synthèse du folate et ainsi bloquer la transcription de l’Acide 

RiboNucléique (ARN). Cependant le pneumocoque comme n’importe quelle souche 

bactérienne peut développer une résistance aux antibiotiques. 

Pour lutter en partie contre ces résistances aux antibiotiques, des moyens de prévention 

utilisant la vaccination existent pour éviter de contracter certaines infections à pneumocoque.  

- Le vaccin Prevenar-13 permet l’immunisation contre 13 souches. Ce vaccin a fait ses 

preuves dans une étude montrant une diminution des infections invasives à 

pneumocoque aux Etats-Unis chez les enfants vaccinés en routine (Grijalva et al., 

2007).  

 

- Il existe également le vaccin Pneumovax qui permet l’immunisation contre 23 souches. 

Ce vaccin est utilisé principalement pour les personnes en situation de risque. 
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B. Haemophilus influenza non typable 

Le bacille de Pfeiffer également connu sous le nom de Haemophilus influenza a été découvert 

par le docteur Robert Pfeiffer en 1892. Longtemps considéré comme l’agent responsable de 

la grippe avant la découverte de l’étiologie virale, ce bacille est une souche commensale de la 

sphère ORL. Lorsqu’il devient pathogène sous sa forme non capsulée, Haemophilus influenza 

non typable (NTHi) est responsable de conjonctivites, de pharyngites et d’otites. 

H. influenza non typable est un cocobacille (petit bacille) Gram -, non capsulé. Cependant 

lorsqu’il se retrouve dans un liquide biologique (ex : expectoration), le cocobacille possède 

une forme plus allongée. NTHi appartient à la division des Proteobacterias, à la classe gamma 

Proteobacteria, à l’ordre des Pasteurellales et à la famille des Pasteurellaceaes. 

1. Epidémiologie 

 La souche virulente capsulée Haemophilus influenza de type b qui provoque des maladies 

invasives telles que la septicémie, la méningite et la pneumonie chez le jeune enfant de moins 

de cinq ans, a vu sa prévalence chutée depuis les années 1989 avec la mise sur le marché du 

vaccin anti-Hib (Whittaker et al., 2017). Actuellement, c’est la souche NTHi qui est à l’origine 

de nombreuses affections de la sphère ORL qui est une des principales causes d’infection en 

Europe (van Wessel et al., 2011) (Resman et al., 2011) et aux Etats-Unis (MacNeil et al., 2011). 

Entre 2007 et 2014 en Europe, le niveau moyen d’infection par H.influenzae était de 0.6 cas 

pour 100000 personnes. Dans ces chiffres NTHi a causé 78% de ces infections chez des enfants 

âgés entre un mois et vingt ans (Whittaker et al., 2017). 

2. Traitement et prévention contre Haemophilus influenza 

Dans 80% des cas Haemophilus influenza est sensible à l’amoxicilline agissant sur les 

mécanismes de transpeptidation permettant la formation du peptidoglycane. L’amoxicilline 

est très souvent associéé à des inhibiteurs de pénicillinases pour lutter contre l’action des 

béta-lactamases synthétisées par la bactérie pour se défendre. Haemophilus influenza est 

également sensible aux molécules d’antibiotiques de la famille des fluoroquinolones et aux 

céphalosporines agissant respectivement sur : la topoisomérase IV et l’ADN gyrase qui sont 

des enzymes impliqués dans le déroulement/super-enroulement de l’ADN et sur la synthèse 

du peptidoglycane en rentrant en compétition avec les transpeptidases bactériennes. 

Concernant la prévention dirigée contre H. influenza des vaccins contre la souche B (forme 

capsulée) sont utilisés : 

- Les vaccins monovalents avec Act-Hib et Hibest. 

 

- Les vaccins associés avec Infanrixquinta, Pentacoq, Pentavac, Hexavacet, Infanrix hexa. 
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A partir du 1er juin 2018 en France, la vaccination sera obligatoire pour tous les enfants nés à 

partir du 1er janvier 2018 dans les 18 premiers mois de leur vie. De plus une étude américaine 

a constaté que la vaccination des jeunes enfants diminue la propagation de l’infection, mais 

ces résultats n’ont pas été observés chez les adultes (Rubach et al., 2011). 

C. Réponse immunitaire dirigée contre les bactéries : spécificité de 

Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenza non typable 

Lors d’une infection respiratoire d’origine bactérienne, l’épithélium va être avec les 

macrophages, la première ligne de défense mise en place permettant d’éviter l’infection. Les 

bactéries expriment des PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern) comme l’Acide 

LipoTiéchoïque (LTA) sécrété par les bactéries Gram négatif qui sont des signaux 

pathogéniques, détectés par les PPR (Pattern recognition receptor) exprimés à la surface des 

cellules immunitaires résidentes. L’activation des PRR va permettre la mise en place de 

l’immunité innée et va également servir à initier l’immunité adaptative. 

Les bactéries S. pneumoniae et H. influenzae sont des bactéries à multiplication extracellulaire. 

Contrairement aux bactéries à multiplication intracellulaire (ex : Bartonella, Coxiella, 

Rickettsia,…). Les bactéries à multiplication extracellulaire n’ont pas besoin de se développer 

dans les cellules hôtes pour survivre. L’immunité de l’hôte va ainsi être rapidement mise en 

place contrairement au cas des bactéries intracellulaires qui vont détourner la machinerie 

cellulaire à leur dépend, leur permettant ainsi d’échapper à la surveillance du système 

immunitaire. 

1. Mise en place de la réponse immunitaire 

La mise en place de la réponse immunitaire innée de l’hôte se fait grâce à la reconnaissance 

par les PRR (TLR, NOD). 

a. Les Toll Like Récepteurs 

Les TLR sont cruciaux pour la mise en place du system immunitaire inné. En effet, cette famille 

de récepteurs composée de treize membres annotés de TLR1 à TLR13 chez l’homme et chez 

la souris, permet la reconnaissance de motifs moléculaires hautement conservés présents 

chez les pathogènes aussi bien d’origine bactérienne, que virale et parasitaire. Les adaptateurs 

Myd88 et l’IL1-R-associated serine kinase (IRAK) sont essentiels au bon fonctionnement de la 

signalisation de la majorité des TLRs chez l’humain (Medzhitov et al., 1997). 

Pour la reconnaissance bactérienne ce sont les TLR2, 4 et 9 qui sont impliqués : 

- Les hétérodimères TLR1-2 et TLR2-6 vont reconnaitre l’acide lipotéichoïque (LTA) 

sécrété par la paroi des bactéries à Gram positif comme S. pneumoniae (Schwandner 

et al., 1999). Cependant Galdiero & al.  ont montré que le TLR2 reconnait les porines 
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exprimées par  H. influenza qui est une bactérie à Gram -, permettant d’induire la 

production de cytokines par les monocytes (Galdiero et al., 2004).  

 

- Le TLR4 est activé par le lipopolysaccharide (LPS) présent dans les bactéries Gram 

négatif comme H. influenza. Mais d’après Srivastava & al., celui-ci peut également 

reconnaitre la pneumolysine présente chez le pneumocoque (Srivastava et al., 2005).  

Cependant, le rôle du TLR4 dans l’infection à S.pneumoniae reste encore partiellement 

méconnu. 

 

- Le TLR9 : reconnait les motifs de l’ADN, Cytosine-Phosphate-Guanosine hypométhylé 

(CpG) chez les bactéries de manière générale. Albiger & al. ont montré que les souris 

déficientes en TLR9-/- ont une survie considérablement diminuée lorsqu’elles sont 

challengées avec le pneumocoque au niveau du tractus respiratoire suggérant ainsi 

l’importance des macrophages alvéolaires résidents (Albiger et al., 2007). 

b. Les Nucleotides Oligomerization domain Receptors  

Les NLR sont des protéines cytoplasmiques cellulaires permettant entre autre aux cellules de 

reconnaitre des motifs moléculaires conservés d’origine bactérienne lors de la phagocytose. 

Les membres les plus étudiés de cette famille sont NOD1 et NOD2. NOD1 va intervenir dans 

la reconnaissance des bactéries à Gram négatif via la reconnaissance de l’acide gamma-D-

glutamyl-meso-diaminopimelique (D-Glu-meso-DAP), présent dans la paroi bactérienne. 

NOD2 lui va reconnaitre le muramyl dipeptide (MDP) composant la paroi des bactéries Gram 

positif et Gram négatif (Philpott and Girardin, 2004). 

Récemment, une étude menée par Van Lieshout & al.  remet en cause le paradigme actuel en 

montrant que lors d’une infection à S.pneumoniae, l’inflammasome NOD-Like Receptor family 

Pyrin domain 3 (NLRP3) nuirait aux défenses de l’hôte (van Lieshout et al., 2018). 

c. Le rôle du complément  

Le complément a un rôle important dans les infections à pneumocoque. En effet la 

phagocytose est un élément clé dans la mise en place du système immunitaire inné, et le 

complément permet de faciliter cette étape par le phénomène d’opsonisation. Il existe trois 

voies de signalisation induites par les différentes protéines du complément : la voie classique, 

la voie des lectines et la voie alterne(Sarma and Ward, 2011). La protéine C3 est une des 

protéines les plus importantes car elle est impliquée dans les différentes voies du 

complément. Une étude a montré chez la souris, qu’un défaut d’expression de la protéine C3 

entraine une susceptibilité accrue à l’infection par S. pneumoniae (Brown et al., 2002) 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_diaminopim%C3%A9lique
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2. L’immunité innée 

Les cellules résidentes, en réponse à une infection bactérienne, vont sécréter de nombreuses 

molécules comme les chimiokines, les cytokines et les peptides antimicrobiens, permettant 

d’activer la réponse immunitaire innée. Ce mécanisme permet le recrutement des cellules 

immunitaires capables d’éliminer des pathogènes au niveau du site d’infection. Les cellules 

permettant cette élimination sont les suivantes : 

a. Les macrophages alvéolaires 

Les macrophages alvéolaires, sont des cellules immunitaires résidentes au niveau du poumon, 

ce qui en fait la première ligne de défense lors d’une infection des voies respiratoires. Mais 

les macrophages ont également un rôle dans le contrôle de l’inflammation pendant une 

infection pulmonaire. Les résultats de Dockrell & al montrent que les macrophages alvéolaires 

sont capables d’internaliser le pneumocoque prouvant donc leur rôle dans la clairance 

bactérienne (Dockrell et al., 2003). De plus, un article publié récemment, montre que dans le 

cas d’une co-infection avec le virus de la grippe, le pneumocoque inhibe l’activité 

antimicrobienne des macrophages alvéolaires. Cet article souligne le rôle crucial de la 

signalisation induite par l’IL-1 dans le maintien de la fonction effectrice des macrophages 

contre l’infection à pneumocoque dans ce contexte particulier de surinfection (Bansal et al., 

2018). Dans le cas d’une infection à NTHi, des travaux ont montré le rôle de TRIM29 (E3 

ubiquitine Ligase) comme ayant un rôle négatif pour les macrophages alvéolaires, montrant 

un défaut de clairance du pathogène (Xing et al., 2016) tandis qu’une autre étude montre 

l’importance des sulforaphanes (composé qui augmente la production d’anti oxydant et les 

défenses anti-inflammatoires et antibactériennes) dans l’activation de la voie NFR2 et la 

phagocytose des macrophages alvéolaires chez des patients BPCO fumeurs dans le cas d’une 

infection à NTHi (Harvey et al., 2011). 

b. Les neutrophiles 

Les neutrophiles jouent un rôle majeur lors d’une infection bactérienne. Les souris déficientes 

pour le récepteur CXCR2-/- (un récepteur essentiel dans le recrutement des neutrophiles) ont 

au cours d’une infection à pneumocoque, une charge bactérienne pulmonaire plus élevée 

accompagnée d’une diminution de leur survie suggérant l’importance de ces cellules dans le 

contrôle de l’infection (Herbold et al., 2010). D’autres études chez la souris montrent que le 

pathogène NTHi est très vite éliminé au niveau du poumon mais qu’il laisse derrière lui une 

inflammation pulmonaire persistante. L’utilisation d’aspirine déclenche la production de la 

résolvine D1 et augmente entre autre le recrutement de neutrophiles au niveau du poumon 

et du lavage broncho alvéolaire ce qui permet une diminution de la charge bactérienne et de 

l’inflammation (Croasdell et al., 2016). 

Les neutrophiles possèdent également un autre rôle. Ils sont capables de créer des « pièges 

extracellulaires » qui sont des longues structures d’ADN recouvertes de diverses protéines 
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émanant de leurs granules. Ces pièges extracellulaires immobilisent et induisent la mort des 

micro-organismes. Ces pièges sont médiés par la production d’IFN-γ agissant ainsi sur la 

clairance du pneumocoque (Yamada et al., 2011) (Gomez et al., 2014). En revanche aucune 

donnée n’est répertoriée concernant une infection par NTHi. Cependant Yamada & al., 

soulignent dans leur article que lors d’une infection à Pseudomonas aeruginosa et Escherichia 

coli, une expression génique d’IFN-γ est observée mais cette expression n’est pas retrouvée 

au niveau protéique (Yamada et al., 2011). Ces données peuvent suggérer que les « pièges 

extracellulaires » mis en place par les neutrophiles agiraient uniquement sur les bactéries 

Gram positif. 

c. Les cellules  iNKT 

Lors d’une infection à S. pneumoniae, les cellules iNKT vont être stimulées par l’ α-mannosyl 

glycolipide de la bactérie (Shimamura et al., 2017). Au laboratoire, des travaux ont montré 

qu’un traitement par α-galactosylceramide lors de la phase précoce d’une infection au virus 

influenza diminue les risques d’infection à S. pneumoniae dus à l’activation exogène des 

cellules iNKT (Barthelemy et al., 2016). Une autre étude utilisant un traitement combiné avec 

l’α-galactosylceramide et la protéine antigénique P6 présente chez H. influenza, va activer de 

manière précoce les iNKT permettant ainsi une immunité protectrice contre les otites 

moyennes induites par NTHi (Noda et al., 2010). 

d. Les Lymphocytes Tγδ 

Les cellules Tγδ appartiennent à la sou-famille des lymphocytes T non-conventionnels. Ce qui 

les différentie, c’est la nature de leur Récepteur des Cellules T (TCR). Le nombre de ces 

lymphocytes augmente pendant une infection bactérienne. Au laboratoire, les travaux de 

Hassane & al. ont montré la dynamique moléculaire et cellulaire des lymphocytes Tγδ et leur 

implication dans la défense de l’hôte lors d’une infection pulmonaire à S. pneumoniae 

impliquant l’activation primaire des neutrophiles (Hassane et al., 2017). 

3. L’immunité adaptative 

Lorsque l’infection bactérienne persiste et que la réponse innée n’est pas suffisante, 

l’immunité adaptative va prendre le relai à l’aide des lymphocytes B et T matures. 

- Les lymphocytes B sont les cellules du système immunitaire qui synthétise les anticorps 

spécifiques d’un pathogène. Ces anticorps peuvent neutraliser les pathogènes via la 

reconnaissance spécifique de protéines ou polysaccharides bactériens (McCool and Weiser, 

2004) grâce à l’intervention du complément ou des cellules phagocytaires. 

Le rôle de la réponse de l’immunité adaptative lors d’une infection à S. pneumoniae reste 

encore mal connu. Des recherches ont montré qu’une colonisation du nasopharynx par une 

souche de S. pneumoniae protège les souris lors d’une infection pulmonaire. Cette protection 

n’est pas retrouvée chez les souris dépourvues de cellules B et T montrant ainsi la nécessité 
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de la réponse à médiation cellulaire et humorale (Wilson et al., 2015). NTHi quant à lui possède 

des mécanismes de défense permettant de créer un leurre pour les cellules B par la libération 

de petites particules. Ainsi les lymphocytes T ne sont pas recrutés, ce qui permet la survie de 

NTHI chez son hôte (Deknuydt et al., 2014). 

 

- Les lymphocytes T permettent la synthèse de nombreux médiateurs cellulaires comme les 

cytokines IL-2, IL-17, IL-22, IFN-γ et le TNF-α qui participent dans la promotion de l’activité 

bactéricide des cellules effectrices. Récemment il a été montré chez les enfants atteints de 

maladie pulmonaire suppurée chronique, qu’une réponse déficiente en IFN-γ augmentait leur 

sensibilité à NTHi due à une réponse immunitaire à médiation cellulaire systémique modifiée 

(Pizzutto et al., 2014). De plus, au laboratoire nous avons montré que des souris exposées à la 

fumée de cigarette ont une réponse défectueuse pour la production d’IL-17A et IL-22 lors 

d’une infection à Sp due à une réponse des cellules dendritiques réduite causant une 

diminution de la différenciation de cellules T en cellules Th17 (Le Rouzic et al., 2016) 

(Pichavant et al., 2015). De plus, nous avons aussi observé un déficit de production en IL-22 

par les lymphocytes T après infection par NTHi chez les souris BPCO (Sharan et al., 2017). 

Les lymphocytes TCD4+ (encore appelés T auxiliaire ou T helper), de par leur prolifération 

rapide vont permettre d’alerter d’autres cellules du système immunitaire pour aider à 

neutraliser l’infection bactérienne. Cependant, une étude montre que les TCD4+ auraient un 

rôle défavorable dans la phase précoce d’infection à S. pneumoniae invasive (LeMessurier et 

al., 2010). De plus, il a été scientifiquement prouvé que les patients BPCO ayant un programme 

de réentrainement à l’effort ainsi qu’une injection de phytohémagglutinine (PHA) augmentent 

leur prolifération de TCD4+. Cette augmentation est corrélée avec des observations montrant 

une diminution des exacerbations de la BPCO chez les patients ayant une activité physique 

(Fernandes et al., 2018).  

Les lymphocytes TCD8+ (autrement nommés T cytotoxique ou T killer) sont les lymphocytes 

permettant la destruction des bactéries via le CMH de classe 1. C’est par leur TCR et leur 

corécepteur CD8 que les lymphocytes T CD8+ reconnaissent le CMH de classe 1. 

L’épithélium synthétise donc de nombreux facteurs permettant d’initier l’inflammation et la 

réponse immunitaire. Ces facteurs ont plusieurs rôles notamment dans la défense de l’hôte 

contre les agressions bactériennes. Les patients BPCO étant sujets à des épisodes 

d’exacerbation sont plus susceptibles à ces agressions. Myles & al. ont montré l’implication 

des cytokines de la famille IL-20 dans la défense anti infectieuse cutanée (Myles et al., 2013). 

Ces cytokines produites par les kératinocytes, agissent comme une balance négative sur la 

production d’IL-17 et d’IL-22 diminuant ainsi la réponse Th17. Les patients BPCO ont une 

réponse à l’infection diminuée, il est donc possible que les cytokines de la famille IL-20 

interviennent au cours de la BPCO par le même mécanisme d’action que celui décrit par Myles. 
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V. La sous-famille des cytokines IL-20 

De manière générale les cytokines sont des protéines solubles d’origine peptidiques de petite 

taille (entre 8 et 50 kDa). Elles sont très nombreuses et répandues dans tous les organismes 

vivants. Les cytokines sont sécrétées par différents types cellulaires, que ce soit par les cellules 

de structure ou par les cellules du système immunitaire. Elles ont un rôle de messager 

intercellulaire permettant de relayer les informations nécessaires au bon fonctionnement de 

l’organisme via leurs récepteurs spécifiques. Les cytokines peuvent avoir un rôle autocrine en 

agissant sur la cellule productrice ou des cellules du même type, une action juxtacrine sur les 

cellules au contact de la cellule sécrétrice, une action paracrine sur les cellules proches et un 

rôle endocrine sur des cellules à distance du site de production. 

La sous-famille des cytokines IL-20 appartient à la grande famille des cytokines IL-10. La famille 

des IL-10 est composée de trois sous-familles. La sous-famille de l’IL-10 comprend uniquement 

l’IL-10, une protéine de la réponse régulatrice qui va induire une diminution de l’inflammation. 

La sous-famille des cytokines IL-20 est composée de cinq membres : IL-19, IL-20, IL-22, IL-24 

et IL-26. Le membre le plus connu est l’IL-22, pour ses fonctions essentielles dans la réparation 

épithéliale, dans le contrôle de l’inflammation en partenariat avec la cytokine IL-17 et dans les 

mécanismes de défense antibactérienne. La sous-famille des interférons de type 3 composée 

de l’IFN-λ1 (IL-29), l’IFN-λ2 (IL-28A) et l’IFN-λ3 (IL-28B) dont le rôle et la structure se distingue 

nettement des autres membres de la famille IL-10 et qui interviennent principalement dans le 

cadre de la réponse antivirale (Rutz et al., 2014). 

A. Les récepteurs des cytokines IL-20 

Les récepteurs utilisés par les cytokines de la famille IL-20, sont des récepteurs 

hétérodimériques qui sont composés de deux sous-unités non homologues. Toutes les 

cytokines de la famille IL-20 n’utilisent pas les mêmes sous-unités. En effet, on distingue deux 

groupes. Le groupe des cytokines IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24) qui utilise le récepteur composé 

de la sous-unité IL-20Rb qui s’associe avec la sous-unité IL-20Ra et qui peut également 

s’associer avec la sous-unité IL-22Ra. Les cytokines IL-22 et IL-26 vont utiliser le récepteur 

composé de la sous-unité IL-10Rb qui va s’associer soit avec l’IL-22Ra pour lier l’IL-22, soit avec 

la sous-unité IL-20Ra pour lier la cytokine IL-26. (Pestka et al., 2004) (Figure 8). 
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Figure 8 : Les membres de la famille des cytokines IL-20 et leurs sous-unités réceptrices associées 

(Rutz et al., 2014). 

La structure architecturale des récepteurs et leurs interactions avec leur ligand respectif ont 

été décrites pour la plupart d’entre eux : l’interaction de l’IL-20 avec les sous-unités IL-20Ra 

et IL-20Rb a été décrite par Logsdon & al.  (Logsdon et al., 2012), celle de l’IL-10Rb a été décrite 

par Yoon & al. et Bleicher & al., qui ont mis en lumière l’interaction structurale de la cytokine 

IL-22 avec l’IL-22Ra en montrant l’existence d’un épitope de liaison hautement conservé sur 

le récepteur protégé par deux fentes permettant la diversité structurale des cytokines qui 

utilisent ces sous-unités (Yoon et al., 2010) (Bleicher et al., 2008).  

D’après Rutz & al., les sous-unités IL-20Ra et IL-20Rb sont fortement exprimées dans la peau, 

le poumon, le foie et les organes reproducteurs (testicules, ovaires et placenta). L’IL-22Ra 

quant à lui est fortement exprimé dans l’intestin, le foie, les reins et le pancréas mais 

également dans la peau (Rutz et al., 2014). 

En plus de son récepteur, la cytokine IL-22 peut se lier à une forme soluble du récepteur appelé 

IL-22Ra2 (également connu sous le nom IL-22BP) (Rutz et al., 2014). L’IL-22Ra2 possède une 

forte homologie de structure avec le domaine extracellulaire de l’IL-22Ra1. L’interaction 

structurale de l’IL-22 et de cette sous-unité soluble a été décrite par Moura & al.  (Moura et 

al., 2009).  Cette sous-unité IL-22BP est principalement exprimée dans les tissus de type 

muqueux et la rate (Rutz et al., 2014) ou par les cellules dendritiques (Martin et al., 2014), 

mais ses propriétés sont encore mal connues. On sait qu’elle neutralise les effets biologiques 

de l’IL-22 de par sa forte affinité avec celle-ci (Xu et al., 2001). 
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B. Voie de signalisation 

Tous les membres de la famille des cytokines IL-20 expriment leur fonction grâce à la voie de 

signalisation JAK/STAT permettant son activation, cependant des nombreuses autres 

cytokines permettent de l’activer (Figure 9). La voie de signalisation JAK/STAT permet 

d’induire de nombreux mécanismes cellulaires tels que la migration, la prolifération, la 

différenciation et l’apoptose (Rawlings et al., 2004) qui sont les mécanismes cellulaires 

essentiels régulant la vie et la mort des cellules. 

La multimérisation des sous-unités formant le récepteur est induite par un ligand, qui va 

activer les sous-unités cytoplasmiques tyrosine kinase JAK permettant la transduction du 

signal. Chez l’homme, quatre membres composent cette famille : JAK1, JAK2, JAK3 et Tyk2. Le 

changement de conformation du récepteur va induire la transphosphorylation des JAK qui va 

permettre l’activation des STAT présents dans le cytoplasme cellulaire. La famille STAT est 

composée de sept membres : STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b et STAT6 

(Kisseleva et al., 2002). Suivant le ligand du récepteur JAK, l’un ou l’autre de ces STAT va être 

activé par la phosphorylation de leur extrémité C-terminale au niveau d’un résidu tyrosine 

conservé. Cette phosphorylation permet la dimérisation de STAT par l’interaction d’un 

domaine SH2 hautement conservé. Sous cette forme, STAT peut migrer vers le noyau de la 

cellule via l’importine α-5 (Rawlings et al., 2004). Une fois dans le noyau, STAT dimérisé va 

reconnaitre la séquence cible promotrice de l’ADN et ainsi permettre d’activer ou de réprimer 

la transcription du gène cible. Cette séquence d’ADN répétée, est reconnue par la plupart des 

STAT. Elles est composée d’environ 10 paires de bases avec la séquence consensus suivante : 

5′-TT(N4–6)AA-3′ (Aaronson and Horvath, 2002).  

Les cytokines de la famille IL-20 vont principalement activer la voie JAK/STAT3 (Figure 9). La 

voie de signalisation STAT3 est vitale pour le bon développement de l’organisme. Il est très 

difficile de travailler sur des souris déficientes pour ce gène. En effet, ces souris KO meurent 

au bout du 7ème jour du développement embryonnaire (Akira, 2000). Il est donc indispensable 

de travailler avec un système Cre-Lox permettant de cibler STAT3 de manière conditionnelle 

ou dépendante de l’organe. Même si cette technique n’est pas létale, elle engendre un 

mauvais développement au niveau des tissus ciblés (Akira, 2000). 
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Figure 9 : Les cytokines de la famille IL-20. 

Les différentes  sources cellulaires permettant leur production, leurs récepteurs associés et les voies de 

signalisation qu’elles induisent ainsi que leurs cibles d’action (Caparrós and Francés, 2018). 

C. Site de production des cytokines IL-20 

Les cytokines IL-20 sont produites par de nombreuses cellules du système immunitaire, mais 

celles-ci peuvent également être sécrétées par les cellules épithéliales (Figure 9). 

Si l’on regarde d’abord du côté des cellules immunitaires, les cellules lymphoïdes innées (ILC) 

et les cellules T sont des cellules productrices des cytokines IL-22, IL-24 et IL-26. La cytokine 

IL-22 va être produite principalement par les lymphocytes TCD4+, TCD8+, Tγδ, les ILCs et les 

cellules NK (Colonna, 2009) (Sutton et al., 2009) (Takatori et al., 2009) (Ouyang et al., 2008). 

Les cellules dendritiques produisent elles aussi de la cytokine IL-22, mais seulement en 

réponse à l’action des cytokines IL-23 et IL-1β (Kinnebrew et al., 2010). Les cellules Th2 ont la 

capacité de sécréter la cytokine IL-24. Concernant l’IL-26, son étude de manière générale est 

un peu plus complexe que les autres membres de la famille. En effet, cette cytokine n’est pas 

exprimée chez la souris ce qui rend son étude plus difficile. Des études chez l’homme ont 

montré que les cytokines IL-23, IL-1β et de faible concentration de TGF-β induisent la 

production de l’IL-26 par les cellules T (Manel et al., 2008). D’après Rutz & al., l’IL-26 serait co-

exprimée avec l’IL-22 par les cellules NK, les lymphocytes T mémoires et les Th17 (Rutz et al., 

2014). 

Les cellules myéloïdes sont elles aussi à l’origine de la sécrétion des cytokines de la famille IL-

20. Contrairement aux cellules lymphoïdes qui requièrent différents types cellulaires et des 
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cytokines spécifiques pour induire la production des cytokines IL-20, les cellules myéloïdes 

sont capables de les produire directement en réponse à un stimulus microbien (Rutz et al., 

2014). Ces cellules myéloïdes sont les premiers sites de production des cytokines IL-19, IL-20 

et IL-24 (Wolk et al., 2002).  En réponse à un stimulus bactérien comme le LPS, les monocytes 

vont être activés via les TLRs et vont synthétiser les cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 (Wolk et al., 

2002). Le LPS peut également stimuler les macrophages produisant de l’IL-19 et les cellules 

dendritiques produisant l’IL-20 (Wolk et al., 2008). La cytokine IL-19 peut également être 

produite par les lymphocytes B (Wolk et al., 2002). 

Pour finir, les cellules épithéliales sont elles aussi à l’origine de la production de ces cytokines. 

Les cellules épithéliales vont répondre aux cytokines IL-20 sécrétées par les cellules 

immunitaires et en produire de nouvelles (Sa et al., 2007) (Hunt et al., 2006). Les principaux 

travaux effectués jusqu’ici ont été réalisés sur les kératinocytes. Le TNF-α, I’IL-1, l’IL-8 et l’IL-

17A mais aussi l’IL-22  induisent la production de l’IL-20 par les kératinocytes (Wolk et al., 

2009) . Une étude sur l’épithélium respiratoire a montré que la production de la cytokine IL-

19 était induite par l’IL-4, l’IL-13 et l’IL-17A (Huang et al., 2008). 

D. Rôles connus des cytokines IL-20 

1. Réparation cellulaire 

La réparation tissulaire est un phénomène complexe composé de différentes étapes (Figure 

10). Les cytokines de la famille IL-20 interviennent dans chacune d’entre elles mais leur rôle 

reste encore à déterminer au cours de ces différentes étapes. Dans le phénomène 

inflammatoire (associé au psoriasis), les cytokines IL-20 induisent la production de peptides 

antimicrobiens, de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires permettant le 

recrutement de macrophages et de leucocytes (Rutz et al., 2014). Par la suite le facteur de 

croissance VEGFA va être synthétisé et induire la neo-vascularisation et l’angiogenèse (Bao et 

al., 2009) (Sa et al., 2007). Les cytokines IL-19 et IL-20 sont également capables d’induire la 

production de KGF permettant l’étape de re-épithélialisation par les kératinocytes (Sun et al., 

2013). En parallèle, la cytokine IL-22 active les fibroblastes et les kératinocytes qui vont 

produire des fibres de collagène, de la fibronectine et des métalloprotéases (McGee et al., 

2013). Ensuite les cytokines IL-20 vont stimuler la prolifération et la différenciation des cellules 

épithéliales permettant de renforcer le rôle de barrière de l’épithélium plus spécifiquement 

au niveau des kératinocytes (Sonnenberg et al., 2011) (Pickert et al., 2009). 
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Figure 10 : Rôles connus des cytokines de la famille IL-20 

Les cytokines de la famille IL-20 sont particulièrement étudiées dans les phénomènes de réparations 

induits par les kératinocytes. Dans un premier temps, elles vont induire tout comme l’IL-22, 

l’angiogenèse en activant le phénomène de vascularisation via le facteur VEGFA. Ensuite, elles vont 

également agir sur la réponse inflammatoire par la production de divers peptides antimicrobiens ainsi 

que de chimiokines permettant le recrutement de cellules immunitaires. Ensuite la ré-épithélialisation 

sera possible via l’action des cytokines IL-20 qui vont induire la prolifération et la migration des 

kératinocytes. Enfin, cette famille de cytokine régule également le remodelage de la barrière 

épithéliale. De plus, ces cytokines IL-20 jouent également un rôle dans l’homéostasie tissulaire (Rutz et 

al., 2014). 

 

En plus du phénomène de réparation tissulaire, les cytokines IL-20 interviennent également 

dans le processus d’homéostasie tissulaire (Figure 10). Le rôle des cytokines IL-19, IL-20, IL-24 

et IL-26 n’a pas encore été étudié. Les seules données de la littérature concernent la cytokine 

IL-22. Par exemple dans l’intestin, l’IL-22 protège les cellules souches contre l’apoptose. Chez 

des souris déficientes en IL-22, une diminution de la fréquence des cellules souches 

intestinales est observée (Hanash et al., 2012). L’IL-22 semble avoir la même fonction au 

niveau des hépatocytes (Radaeva et al., 2004) et améliore également la fibrose hépatique 

(Kong et al., 2012). 
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2. Défenses de l’hôte 

A l’heure actuelle, très peu de données sont disponibles sur le rôle des cytokines IL-20 dans 

les mécanismes de défense de l’hôte lors d’une infection bactérienne. A l’inverse, le rôle 

indispensable de l’IL-22 commence à être bien connu surtout en synergie avec l’IL-17 dans 

l’infection que ce soit de la peau ou du poumon (Eidenschenk et al., 2014) (Rutz et al., 2014) 

(Sonnenberg et al., 2011) (Aujla et al., 2008) (Liang et al., 2006). Les cytokines IL-19, IL-20, IL-

22 et IL-24, en réponse aux bactéries, induisent la sécrétion de peptides antimicrobiens tels 

que les peptides de la famille S100 et les β-défensines par les cellules épithéliales de peau 

(Wolk et al., 2006) (Boniface et al., 2005). L’IL-26 n’intervient pas dans la synthèse de ces 

peptides antimicrobiens. De plus, elles induisent la production des cytokines et chimiokines 

par les cellules épithéliales permettant le recrutement des leucocytes (Sa et al., 2007) 

(Boniface et al., 2005). 

Un des exemples les plus concrets dans la littérature concernant le rôle des cytokines de la 

famille IL-20 lors d’une infection bactérienne sont les travaux réalisés par Myles & al. Ces 

travaux sont basés sur l’infection des kératinocytes de la peau par Staphylococcus aureus. Les 

cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 sont sécrétées au niveau du site d’infection et vont inhiber la 

production des cytokines IL-1β, IL-6, IL-23 et IL-17 qui sont essentiels lors de la phase 

d’infection précoce pour lutter contre Staphylococcus aureus (Myles et al., 2013) (Miller et al., 

2006). Ce mécanisme est médié par l’activation de la sous-unité réceptrice IL-20Rb inhibant la 

production de l’IL-1β. De plus, des souris déficientes pour l’IL-20Rb contrairement aux souris 

sauvages, ont une charge bactérienne plus faible. A l’inverse une supplémentation en IL-19 et 

IL-20 augmente la sévérité de l’infection et diminue le recrutement des neutrophiles. Ces 

travaux montrent le rôle négatif des cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 sur la réponse Th17 et en 

particulier sur la production des cytokines IL-17 et IL-22. Le récepteur IL-20Rb est également 

présent sur les neutrophiles mais uniquement après activation et sa mobilisation entraine une 

inhibition de l’activité bactéricide de ces cellules, ce qui renforce le rôle pro-infectieux de ces 

cytokines (Gough et al., 2017). 

Pour le poumon aucune donnée n’est disponible. Cependant l’expression des sous-unités 

récepteurs IL-20Ra et IL-20Rb au niveau de l’organe, suggère un rôle important des cytokines 

de la famille IL-20 dans les infections pulmonaires (Baird et al., 2011). 

E. Implication des cytokines IL-20 dans diverses pathologies 

1. Les maladies du foie  

Les cytokines IL-20 sont impliquées dans de nombreuses maladies du foie, ceci étant 

notamment dû au niveau d’expression élevé d’IL-22Ra dans ce tissu (Rutz et al., 2014). Lors 

d’une infection par les virus du l’Hépatite B et C, l’IL-22 est fortement augmenté (Dambacher 

et al., 2008), ce qui va engendrer une augmentation de la prolifération des cellules hépatiques 

et la formation de fibrose (Cobleigh and Robek, 2013). La cytokine IL-26 est proposée comme 

marqueur de l’inflammation dans le cas d’une infection par l’Hépatite C car elle est très 
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fortement exprimée au niveau des lésions hépatiques et induit le recrutement des cellules NK 

(Miot et al., 2015). 

Concernant les maladies du foie non liées à l’alcool, comme la stéatose hépatique qui est une 

maladie caractérisée par l’accumulation d’adipocytes au niveau de l’organe, altérant son 

fonctionnement. La pathologie va induire l’expression de l’IL-20 et l’IL-22 qui sont impliqués 

dans la régulation métabolique des lipides et de l’inflammation (Caparrós and Francés, 2018). 

Concernant leur impact dans les maladies liées à l’alcool (cancer, stéatose, cirrhose), l’IL-22 

semble être un marqueur prédictif des stades avancés de la cirrhose (Støy et al., 2013) 

(Parfieniuk-Kowerda et al., 2017). De plus l’IL-22 produit par des macrophages in vitro, semble 

avoir un rôle hépato-protecteur (Liu et al., 2017). 

Pour finir, l’IL-22 prévient l’apoptose de par son rôle hépato-protecteur et son rôle dans la 

réparation cellulaire (Pan et al., 2014). Cependant, IL-22 a la capacité d’induire les facteurs de 

croissance tumoraux et son niveau est élevé chez les patients atteints de carcinome hépato 

cellulaire (Jiang et al., 2011). L’IL-24  a aussi un rôle très important dans ce type de cancer car 

elle réduit la formation de métastases. Une étude a montré que l’utilisation de l’onco-micro 

ARN miT-203a-3p.1 inhibe l’effet de l’IL-24 favorisant ainsi la prolifération cellulaire et la 

formation de métastases (Zhao et al., 2015).  

Dans l’ensemble, les cytokines IL-20, IL-22 et IL-24 ont un rôle protecteur dans l’inflammation 

du foie (Yi et al., 2017) (Ouyang et al., 2011). Cependant, il est nécessaire de comprendre tous 

les mécanismes impliquant les interleukines IL-20 au cours des différentes pathologies 

affectant cet organe. 

2. Les maladies auto-immunes 

La polyarthrite rhumatoïde est une maladie auto-immune des articulations caractérisée par 

une augmentation accrue de liquide synovial et des cytokines pro-inflammatoires telles que 

TNF-α et IL-6 au niveau des articulations, conduisant à la destruction du cartilage suivi d’une 

ostéoporose. La cytokine IL-19 est retrouvée très exprimée dans cette pathologie et possède 

des propriétés pro-inflammatoires car elle augmente la production de TNF-α et d’IL-6 via les 

monocytes (Liao et al., 2002). De plus, une étude a montré que la cytokine IL-19 est impliquée 

dans la diminution du phénomène d’apoptose des fibroblastes synoviaux engendrant ainsi 

une hyperplasie de ces cellules (Sakurai et al., 2008). En parallèle de l’IL-19, la cytokine IL-20 

est également exprimée dans cette pathologie par les granulocytes et les cellules 

mononuclées. Son expression est augmentée dans le plasma de des patients (Leng et al., 

2011). Cette cytokine peut également induire l’angiogenèse des cellules endothéliales au 

cours de la polyarthrite rhumatoïde de par sa capacité à induire la prolifération et la migration 

cellulaire (Hsieh et al., 2006). De plus, la cytokine IL-24 tout comme la cytokine IL-20 sont 

retrouvées en grande quantité au niveau du liquide synovial des patients et peuvent induire 

la production de MCP-1 conduisant à l’augmentation de TNF-α et IL-6 (Kragstrup et al., 2008). 

Actuellement, le seul traitement efficace chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde 

est l’anti TNF-α mais les patients développent une résistance au traitement plus ou moins 
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rapidement. Liu & al. ont montré qu’un traitement avec la protéine de fusion Fc-IL-20Rb 

diminuait l’inflammation chez ces patients et pouvait être une alternative thérapeutique (Liu 

et al., 2016), sachant que des anti-IL-20 sont actuellement en cours d’essai clinique chez ces 

patients (Šenolt et al., 2015).  

Le psoriasis est une maladie auto-immune de la peau qui se caractérise par un épaississement 

et une inflammation de la peau. Les kératinocytes ont une prolifération anormale et une 

infiltration de leucocytes ainsi qu’un recrutement de cytokines dû à une dilatation veineuse 

(Leng et al., 2011). Les cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 sont surexprimées dans cette pathologie 

(Blumberg et al., 2001) (Otkjaer et al., 2005), causant une activation continue de la voie de 

signalisation JAK/STAT. Cette activation conduit à la présence constante de STAT3 au niveau 

du noyau responsable à son tour d’une altération de réponse inflammatoires, des 

phénomènes de cicatrisation et  de différenciation cellulaire ainsi que d’une production de 

peptides antimicrobiens tels que les β-défensines et la famille des S100 (Sa et al., 2007). 

L’injection locale d’IL-20 chez ces patients montre une augmentation des lésions alors que le 

blocage de la voie de signalisation de la cytokine IL-20 diminue les effets du psoriasis 

(Stenderup et al., 2009). La cytokine IL-19 a montré son rôle dans l’induction des facteurs de 

croissance des kératinocytes ce qui participe probablement à la prolifération anormale de ce 

type cellulaire dans la maladie (Li et al., 2005). 

Dans le cadre du lupus néphrétique, la cytokine IL-20 et ses récepteurs sont surexprimés par 

les cellules mésangiales dans un modèle murin (Leng et al., 2011). Cette surexpression va 

induire la production de MCP-1 qui va à son tour induire de nombreux facteurs tels que CCL5, 

IL-6, IL-10 qui sont impliqués dans la pathologie. De plus, l’expression de la cytokine IL-20 a 

été retrouvée dans les biopsies de patients atteints de Lupus néphrétique (Li et al., 2008). Une 

étude chez le rat a montré que l’utilisation d’un anticorps bloquant cette cytokine diminue 

certaines lésions rénales (Li et al., 2008). 

Pris ensemble, ces résultats suggèrent le rôle néfaste des cytokines de la famille IL-20 dans le 

développement et la sévérité des maladies auto-immunes. Contrôler l’action de ces cytokines 

serait une potentielle cible thérapeutique accompagnée d’autres traitements déjà 

préexistants. 

3. Les cancers 

L’intérêt des cytokines IL-20 dans le cancer découle du fait que l’IL-24 a été découvert comme 

un peptide associé à la différenciation des cellules mélanomateuses  (MDA-7) (Jiang et al., 

1995). De ce fait, c’est une cytokine souvent étudiée dans différents types de cancer ce qui 

soulève la question de son intérêt comme nouvelle cible potentielle pour le traitement du 

cancer (Kreis et al., 2008). De plus, les sous-unités réceptrices de ces cytokines sont retrouvées 

très exprimées dans différents types de cancer. L’IL-22Ra est considérablement augmenté 

dans les cancers du poumon, de la peau, du foie, du pancréas et les cancers colorectaux (Lim 

and Savan, 2014) (Wen et al., 2014). Les sous-unités IL-20Ra et IL-20Rb sont plutôt exprimées 

dans les cancers du poumon non à petites cellules, de la vessie, de la tête et du cou et du sein 
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(Baird et al., 2011) (Lee et al., 2013) (Hsu et al., 2012). Enfin, les cytokines IL-20 activent STAT3 

qui dans le cadre des cancers est connu pour être un facteur de transcription oncogénique (Yu 

et al., 2009).  

Dans ce contexte, l’IL-24 a montré son rôle dans la diminution de la prolifération des cellules 

de mélanome humain en culture (Jiang et al., 1995) montrant son activité anti tumorale. Ce 

phénomène fut décrit dans bien d’autres types de cancers (Whitaker et al., 2012) (Emdad et 

al., 2009). Mais son rôle anti tumoral est controversé car son expression est associée à la 

progression des cancers (Kreis et al., 2008) (Kreis et al., 2007). Les cytokines IL-20 et IL-26 ont 

été décrites comme ayant un rôle promoteur dans le développement de tumeurs (Lee et al., 

2012). Dans un modèle murin de cancer du sein, un anticorps bloquant la cytokine IL-20 

montre une diminution des effets métastatiques (Hsu et al., 2012). Dans les tumeurs 

gastriques humaines, l’IL-26 favorise la croissance cancéreuse (You et al., 2013). Enfin, la 

cytokine IL-22 induit la tumorigenèse dans les cancers colorectaux chez la souris, ce qui est 

probablement dû à une inflammation très élevée dans ce type de cancer. Le fait de bloquer la 

voie de signalisation de l’IL-22 va diminuer la progression tumorale (Huber et al., 2012). 

En résumé, les cytokines de la famille IL-20 ont un rôle contrasté entre le développement des 

cancers. L’étude de cette famille de cytokines dans cette pathologie nécessite encore des 

recherches pour préciser leur rôle. 

4. Les maladies vasculaires 

Les cytokines IL-20 sont également retrouvées dans les maladies vasculaires. L’IL-20 et ses 

récepteurs sont exprimés dans les plaques d’athérosclérose chez l’homme et chez la souris. 

Son expression est présente principalement dans les macrophages (Chen et al., 2006). La 

cytokine IL-20 dans cette pathologie ne serait pas décrite pour sa fonction immune mais pour 

son impact sur l’angiogenèse (Hsieh et al., 2006). Cette cytokine aurait une activité pro-

angiogénique dans l’athérosclérose (Autieri, 2018). Concernant l’IL-22, très peu de données 

sont disponibles mais quelques études semblent montrer son rôle dans la pathologie de par 

son action pro-inflammatoire. En effet, l’IL-22 est suggérée comme ayant un rôle important 

dans les maladies vasculaires et son niveau d’expression est très élevé chez les patients 

hypertendus (Rattik et al., 2015) (Ye et al., 2017). L‘IL-24 aurait un rôle pro-athérosclérosique 

de par sa capacité à induire la sécrétion de TNF-α et d’IL-6 par les monocytes (Autieri, 2018). 

De plus, il semblerait que ce soit un facteur de risque d’accidents cardiovasculaires chez les 

personnes atteintes de maladie coronarienne (Vargas-Alarcón et al., 2014). 

Le rôle de l’IL-19 dans ce contexte pathologique est le plus documenté. En effet, l’IL-19 est 

très exprimée dans les muscles lisses vasculaires, les cellules endothéliales et les artères 

coronaires des patients ayant une maladie vasculaire inflammatoire chronique (Ellison et al., 

2013). Elle possède des effets anti-inflammatoires sur les cellules vasculaires. Elle ralentit la 

prolifération des cellules du muscle lisse vasculaire impliqué dans la resténose (récidive de la 

sténose) alors que l’inhibition de l’IL-19 favorise leur prolifération (Gabunia et al., 2016) (Tian 

et al., 2008). Ces résultats suggèrent son activité anti-re-sténose et athéroprotecteur (Ray et 
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al., 2018) (Autieri, 2018) (Gabunia et al., 2016). De plus, il a été montré que l’IL-19 induit la 

réponse adaptative Th2, permettant de diminuer l’inflammation et ainsi de réduire la gravité 

des pathologies vasculaires (Gallagher, 2010). Son double rôle sur les cellules vasculaires d’une 

part et sur les cellules inflammatoires d’autre part, fait de l’IL-19 une bonne cible 

thérapeutique pour le traitement de ces maladies (Autieri, 2018). 

5. Les maladies intestinales inflammatoires et chroniques (MICI) 

L’implication et les fonctions des cytokines de la famille IL-20 dans les maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin est encore mal comprise à ce jour. Leur niveau d’expression est 

retrouvé très élevé chez les patients atteints de MICI actives (et également chez les patients 

atteints de cancers colorectaux et d’infections gastro-intestinales) en comparaison avec des 

patients non atteints ou en rémission (Niess et al., 2018) (Fonseca-Camarillo et al., 2014) 

(Fonseca-Camarillo et al., 2013). L’IL-19 aurait un rôle protecteur dans le développement de 

maladies intestinales car les souris déficientes pour cette cytokine et traitées avec du sulfate 

de dextran-sodium (DSS) développent des colites plus sévères (Azuma et al., 2010). La 

cytokine IL-22 est particulièrement exprimée (Ouyang, 2010) et étudiée dans ces modèles 

pathologiques et semble avoir un rôle protecteur dans des modèles murins de colite 

(Sugimoto et al., 2008) (Zenewicz et al., 2008). Comme mentionné précédemment, l’étude de 

l’IL-26 est compliquée de par son absence chez la souris, mais dans des modèles in vitro 

humains cette cytokine semblerait induire la prolifération des cellules intestinales et la 

production de facteurs pro-inflammatoires (Dambacher et al., 2009). Concernant l’expression 

des récepteurs aux cytokines IL-20, les sous-unités IL-20Ra et IL-20Rb sont très faiblement 

exprimées au niveau des cellules épithéliales intestinales contrairement à la sous-unité IL-

22Ra (Rutz et al., 2014). Si l’on regarde du côté de la colite ulcérative, Fonseca-Camarillo & al. 

ont montré pour la première fois que les cellules inflammatoires et l’épithélium de ces 

patients expriment la cytokine IL-20 et ses récepteurs (Fonseca-Camarillo et al., 2013) . Une 

autre étude a ensuite montré que le polymorphisme de la cytokine IL-20 était un facteur de 

susceptibilité de la colite ulcérative (Yamamoto-Furusho et al., 2013).  

De par l’absence des récepteurs aux cytokines de la famille IL-20, il est intéressant de 

comparer la fonction de ces cytokines dans l’intestin avec celles observées dans d’autres 

muqueuses comme la peau ou les voies aériennes (ou ces récepteurs sont très exprimés sur 

l’épithélium) et leur rôle dans les pathologies inflammatoires spécifiques. 

6. Quelques autres exemples de maladie 

Dans la littérature, les cytokines de la famille IL-20 semblent impliquées de manière plus ou 

moins importante dans différents types de maladies. Hormis les pathologies citées 

précédemment, dans une étude menée chez des patientes atteintes d’endométriose, le 

niveau d’expression d’IL-19 et d’IL-20 semble considérablement réduit. Ces premières 

données semblent indiquer la potentielle implication de cette famille de cytokine dans la 

pathologie (Santulli et al., 2013). De plus, les cytokines IL-20 sont également décrites comme 
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étant impliquées dans l’ostéoporose (Wang et al., 2018). Dans le dosage de sérum de patients 

atteints d’ostéoporose, une concentration élevée pour la cytokine IL-20 est détectée. En effet, 

des travaux ont montré que la neutralisation de la cytokine IL-20 inhibe la différenciation des 

ostéoclastes et protège contre la perte de densité osseuse (Hsu et al., 2011). 

 

Dans la famille des cytokines IL-20, il semble clair que la cytokine IL-22 est à dissocier des 

autres membres. La cytokine IL-22 n’utilise pas les mêmes récepteurs que les cytokines IL-19, 

IL-20, IL-24 et IL-26. De plus, la cytokine IL-22 est bien connue pour son rôle protecteur dans 

la défense de l’hôte ce qui semble être le phénomène inverse pour les autres membres de 

cette famille. Enfin, dans la majorité des pathologies ou le rôle de l’IL-22 est étudié, cette 

cytokine ne semble pas promouvoir le développement de ces pathologies. En revanche, les 

cytokines IL-19, IL-20, IL-24 et IL-26 sont-elles impliquées dans le développement ou la 

persistance de nombreuses pathologies inflammatoires. Cependant, toutes les cytokines IL-

20 ont un rôle bien défini dans la réparation cellulaire, montrant l’implication de chaque 

membre à différents niveaux du processus ainsi que la dualité de fonction de certaines de ces 

cytokines. 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE 

La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive est actuellement la 4ème cause de mortalité 

dans le monde, ce qui en fait un problème de santé publique majeur. C’est une maladie 

pulmonaire inflammatoire et chronique qui se caractérise par une surproduction de mucus 

accompagnée d’une obstruction non réversible des bronches, ainsi que d’une destruction de 

la paroi alvéolaire conduisant le patient jusqu’à l’emphysème respiratoire. Une fois la 

pathologie bien établie, les patients BPCO développent une susceptibilité accrue aux 

infections respiratoires, la plupart du temps d’origine bactérienne, qui sont à l’origine des 

épisodes d’exacerbation. Ce cercle vicieux des exacerbations est souvent responsable de 

l’évolution fatale de la pathologie. 

Cette susceptibilité est en partie causée par un défaut de production en IL-22 (Pichavant et 

al., 2015) (Sharan et al., 2017), qui joue un rôle majeur dans la clairance bactérienne. Une 

étude pour le moins intéressante, a montré qu’une expression accrue des autres membres de 

la famille des cytokines IL-20 (eg : IL-19, IL-20 et IL-24), lorsqu’elles sont surexprimées par les 

kératinocytes, induisent la diminution de l’expression de l’IL-22 en contexte infectieux (Myles 

et al., 2013). Nos données préliminaires montraient également une surexpression des  

cytokines IL-20 après exposition à la fumée de cigarette alors que leur rôle dans le contrôle de 

l’inflammation et des défenses pulmonaires est pratiquement inconnu. Ainsi les objectifs de 

cette thèse ont consisté d’une part à évaluer l’impact de ces cytokines IL-20 au niveau du 

poumon en contexte infectieux et d’autre part, de montrer leur implication au cours de la 

BPCO. L’hypothèse que nous formulons étant qu’une surexpression de ces cytokines pourrait 

expliquer une part de la susceptibilité aux infections chez les patients atteints par la 

pathologie.  

Dans la première partie de ce travail de thèse, nous avons étudié l’expression et le rôle des 

cytokines de la famille IL-20 et de leurs récepteurs dans un contexte infectieux seul. Pour ce 

faire, Streptococcus pneumoniae, l’un des pathogènes les plus fréquemment retrouvés dans 

les cas d’exacerbation de la BPCO, a été utilisé pour infecter des souris C57/Bl6. Le rôle des 

cytokines de la famille IL-20 a été analysé en administrant par voie générale un anticorps 

bloquant la sous-unité commune des deux récepteurs de ces cytokines. 

Dans la deuxième partie du projet, nous avons analysé l'expression des cytokines IL-20 dans 

les cellules épithéliales des voies respiratoires (AEC) et leur capacité à contrôler la réponse 

antibactérienne dans ces cellules en condition physiologique et dans un contexte d’exposition 

à la fumée de cigarette. Grâce à différents modèles de cultures cellulaires (cultures 

épithéliales primaires murines et la lignée humaine BEAS-2B), nous avons étudié l’expression 

de ces cytokines IL-20 mais également leur implication dans la réponse épithéliale suite à 

l’infection par les pathogènes Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae. Pour 

aborder in vivo le rôle de la réponse épithéliale dans un contexte infectieux, nous avons évalué 

l’effet d’une administration locale de notre anticorps bloquant anti-IL-20Rb lors d’une 

infection par S. pneumoniae. 
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Enfin, le troisième objectif de la thèse vise à étudier l’expression de ces cytokines IL-20 chez 

l’homme et les conséquences de l’exposition à la fumée de cigarette. Pour mener à bien cette 

partie et dans le cadre d’une collaboration avec le Dr. Christelle Coraux (INSERM U995, Reims) 

nous avons pu bénéficier d’échantillons d’individus fumeurs ou non n’étant pas atteint de 

BPCO d’une part et d’échantillons de patients BPCO à différents stades de la pathologie 

d’autre part. Notre objectif étant à terme de montrer les altérations de la réponse épithéliale 

aux cytokines IL-20 chez les patients BPCO et de comprendre leur rôle dans la pathogénèse. 
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RESULTATS 

Chapitre I : Cibler les récepteurs des cytokines de la famille IL-20 pour limiter 

l'inflammation causée par l'infection à Streptococcus pneumoniae (Article 

soumis : Annexe 1) 

 

Streptococcus pneumoniae est la principale cause de pneumonie bactérienne dans le monde. 

Des rapports antérieurs ont montré que les cytokines IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24) sont induites 

et ont une fonction de régulation immunitaire au cours de l'infection cutanée par 

Staphylococcus aureus. Notre but est d’évaluer la production de ces cytokines au cours d’une 

infection pulmonaire et de préciser leur fonction dans ce contexte.  

Pour cela, nous avons étudié le rôle des cytokines de la famille IL-20 et de leurs récepteurs en 

administrant un anticorps bloquant le récepteur IL-20Rb au cours de l'infection par 

Streptococcus pneumoniae. Des souris C57BL/6 ont été infectées avec ce pathogène par voie 

intranasale. La charge bactérienne, la réponse immunitaire et la production de cytokines ont 

été évaluées après traitement par l’anticorps neutralisant le récepteur IL-20Rb. Il est 

intéressant de noter que l'expression des cytokines de la famille IL-20 est accrue de manière 

transitoire dans le tissu pulmonaire pendant l'infection. La neutralisation du récepteur IL-20Rb 

conduit à une diminution de la production de ces cytokines IL-20. Plus important encore, le 

traitement avec l'anticorps neutralisant anti-IL-20Rb renforce la défense de l'hôte et réduit la 

charge bactérienne dans les poumons et dans le sang. Cet effet protecteur est associé à une 

réduction transitoire des lésions pulmonaires, à une diminution de l'expression des cellules 

inflammatoires et des cytokines ainsi que la synthèse des peptides antimicrobiens améliorées.  

Cette étude met pour la première fois en évidence l'importance des cytokines de la famille IL-

20 dans la défense pulmonaire contre l'infection à S. pneumoniae. Cette étude doit être 

complétée par des approches mécanistiques qui permettront ensuite de développer des 

applications thérapeutiques ciblant les cytokines IL-20 en traitement de la pneumonie 

bactérienne chez l’homme. 
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INTRODUCTION 

 

Les infections pulmonaires en particulier causées par le pneumococcoque sont une cause 

majeure de décès et constituent un véritable problème de santé publique. Elles sont 

responsables d'environ 2 millions de décès et coûtent cent billions de dollars par an (Dockrell 

et al., 2012). Streptococcus pneumoniae (Sp) est une bactérie Gram positif, à respiration 

anaérobie et organisée sous forme diplocoque pour laquelle plus de 90 sérotypes ont été 

identifiés (van Lieshout et al., 2018). C'est la cause la plus fréquente de pneumonie 

bactérienne et celle-ci est également impliquée dans les sinusites et les méningites (Xu et al., 

2008) (Cukic, 2013). Sp colonise le nasopharynx et peut se propager à la partie inférieure des 

voies respiratoires (Dockrell et al., 2012).   

La sévérité de la pneumonie est étroitement liée à l'efficacité de la réponse antibactérienne 

mise en place chez l'hôte. Les réponses immunitaires innées et adaptatives participent à la 

clairance du pneumocoque (Zhang et al., 2015). Parmi les facteurs orchestrant la réponse 

antibactérienne, les cytokines Th17, y compris l'interleukine (IL) -17 et l'IL-22, jouent un rôle 

majeur dans la clairance de Sp (Eidenschenk et al., 2014) (Le Rouzic et al., 2016) (Van Maele 

et al., 2014). Nous avons précédemment montré que l'augmentation de la susceptibilité à Sp 

observée au cours de la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO), est due à une 

réponse défectueuse pour l’IL-22 (Pichavant et al., 2015). Dans cette situation, l’altération des 

macrophages alvéolaires et de la fonction des cellules dendritiques (DC) conduit à une 

diminution de la sécrétion de ces cytokines par les cellules T conventionnelles et non 

conventionnelles.  

L’IL-22 avec l’IL-19, l’IL-20, l’IL-24 et l’IL-26 (IL-26 présent uniquement chez les humains), 

appartiennent à la sous-famille des cytokines IL-20, un sous-ensemble de la grande famille IL-

10 (Kunz et al., 2006) (Commins et al., 2008) (Ouyang et al., 2011). Les cytokines IL-19, IL-20 

et IL-24 se lient toutes au récepteur de l'IL-20 de type I (IL-20R), un récepteur hétérodimérique 

composé de chaînes IL-20Ra et B (IL-20Ra et IL20Rb). L’IL-20 et l’IL-24 se lient au récepteur 

hétérodimérique IL-20R de type II, constitué de la sous-unité α1 du récepteur de l'IL-22 et de 

l'IL-20Rb (Wegenka, 2010). La sous-unité IL-20Rb est la chaîne commune aux deux récepteurs 

reconnaissant les cytokines IL-20. Bloquer ce récepteur à l’aide d’un anticorps peut neutraliser 

efficacement la voie de signalisation des cytokines IL-20 (Myles et al., 2013). Ces récepteurs 

incluant la sous-unité IL-20Rb sont principalement exprimés par les cellules épithéliales, les 

cellules mononuclées et certains lymphocytes. Des données récentes ont révélé que les 

neutrophiles activés expriment ce récepteur (Gough et al., 2017). Les cytokines IL-20 sont 

impliquées dans l'homéostasie tissulaire cutanée en modulant le remodelage, la cicatrisation 

et la sécrétion de peptides antimicrobiens (Rutz et al., 2014). De plus, il a été montré que les 

cytokines de la sous-famille IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24) facilitent l’infection cutanée par 

Staphylococcus aureus chez la souris, par une régulation négative de la production d'IL-17 et 

d'IL-22 (Myles et al., 2013). Cependant, leur implication au cours de l'infection bactérienne 

pulmonaire n'a pas encore été montrée. 
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Nos données montrent que l'infection par Sp engendre de manière précoce la production de 

cytokines liées à l'IL-20. Nous avons émis l'hypothèse que le blocage de la voie de signalisation 

des cytokines IL-20, en utilisant un anticorps anti-IL-20Rb neutralisant, pourrait aider à 

contrôler l'infection pulmonaire par S. pneumoniae. En effet, le blocage de la voie de 

signalisation des cytokines IL-20 augmente la clairance bactérienne, entraîne une diminution 

de l’inflammation et des lésions tissulaires dans les poumons. Notre étude montre que les 

cytokines IL-20 et leurs récepteurs peuvent moduler la réponse de l'hôte au cours de 

l'infection par Sp, bien que nous n'ayons pas observé d’augmentation de l’expression l’IL-17 

et l’IL-22. Ainsi, cibler la sous-unité IL-20Rb pourrait être efficace pour améliorer le contrôle 

de l'infection par Sp. 

 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

 

Modèle animal 

Des souris C57BL/6 (H-2Db) mâles de type sauvage (WT) de six à huit semaines provenant de 

l’animalerie Janvier (Le Genest-St.-Isle, France) sont utilisées. Toutes les expérimentations sur 

les animaux étaient conformes à la directive du Comité de protection et d'utilisation des 

animaux du Nord Pas-de-Calais (accord AF 16/20 090). Les souris ont été maintenues dans une 

installation à température contrôlée (23°C) avec un cycle de lumière/obscurité de 12h avec de 

la nourriture et de l'eau fournis ad libitum. 

 

Infection par Streptococcus. pneumoniae et comptages bactériens  

Un isolat clinique de S. pneumoniae sérotype 1 (isolat clinique E1586) a été obtenu du 

Laboratoire national de référence du Ministère de la santé en Uruguay et a été décrit 

précédemment (Van Maele et al., 2014). Pour l'infection, les stocks de travail congelés ont été 

dilués dans un tampon PBS. 2x106 bactéries (50μl) et ont été administrés par voie intranasale 

à des souris anesthésiées par injection intrapéritonéale de Kétamine et de Xylazine (Imalgene 

1000, Merial et Rompun 2% xylazine, Bayer). Les souris ont été sacrifiées à 24h ou à 48h après 

l'infection. La charge bactérienne a été mesurée dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA), 

les poumons et le sang en déposant les échantillons sur des géloses chocolat (Agar au chocolat 

+ PolyViteXTM, Biomérieux). Les unités formant des colonies (UFC) ont été numérées 24h plus 

tard.  

 

Traitement de souris avec un anticorps neutralisant anti-IL-20Rb ou un contrôle isotypique  

Certains animaux ont reçu l'anticorps neutralisant anti-IL-20Rb sans endotoxine (clone 

20RNTC, 50µg/100µl; eBioscience) par voie intrapéritonéale, 24 heures avant et après 

l'infection par Sp. L'anticorps IgG2a-N297A 13R4 a été utilisé comme contrôle isotypique 

(Evitria).  



Résultats : Chapitre I 

59 
 

 

Lavage broncho-alvéolaire et préparation des organes  

Le LBA a été réalisé en injectant et en récupérant cinq fois 0,5 mL de PBS 2% du sérum de veau 

fœtal (SVF) (Gibco) au niveau de la trachée. Après centrifugation à 1600 rpm / minute pendant 

6 min à 4°C, le surnageant est stocké à -20 ° C pour l'analyse des cytokines. Le culot cellulaire 

est utilisé pour l’analyse des populations cellulaires par cytométrie en flux.  

Les poumons ont été broyés mécaniquement avec une lame stérile puis digérés 

enzymatiquement par la collagénase (Collagenase Type VI 17104-019 Gibco by Life 

technologies) à 37°C pendant 30 minutes. Après centrifugation à 1600 rpm 6 minutes à 4 ° C, 

les culots cellulaires sont remis en suspension dans une solution de Percoll 30%, permettant 

la séparation cellulaire (Percoll TM GE Healthcare 17-0891-01) et centrifugés à 2000 rpm / min 

pendant 15 minutes. Les culots ont été remis en suspension dans du tampon de lyse de globule 

rouge pendant 5 minutes à température ambiante. La réaction de lyse des globules rouges a 

été arrêtée avec du PBS et 2% SVF (Gibco). Après centrifugation à 1600 rpm / minute pendant 

6 minutes à 4°C, les cellules pulmonaires sont remises en suspension dans du PBS 2% SVF, puis 

comptées et utilisées pour l’analyse par cytométrie en flux des populations cellulaires. 

 

Réactifs de cytométrie en flux  

Le différents types cellulaires présents dans les LBA et dans la suspension de cellules 

pulmonaires ont été analysés par cytométrie en flux en utilisant les anticorps suivants: 

Anticorps monoclonaux (mAbs) contre CD5 de souris (conjugué au FITC), tétramère 

CD1d/αGalCer (PE-conjugué), NK1.1 (PerCp-Cy5.5-conjugué), CD4 (conjugué à PE-Cy7), CD25 

(conjugué à l'APC), CD69 (conjugué à Alexa700), TCRyδ (conjugué à APCH7), TCR-β (conjugué 

à V450), CD8 (conjugué à V500), CD45 (conjugué à Qdot605), I-Ab (conjugué à FITC), F4/80 

(conjugué à PE), CD103 (conjugué à PerCP-Cy5.5), CD11c (conjugué à PE-Cy7), CD86 (conjugué 

à Alexa-700), CCR2 (conjugué à APC), Ly6G (conjugué à APC-H7), CD11b (conjugué à V45O), 

CD45 (conjugué à V500), Ly6C (Q-dot605 conjugué) (BD Biosciences, Biolegend et Myltenyi 

Biotech). Les données ont été acquises sur le LSR Fortessa (BD Biosciences) et analysées avec 

FlowJo ™ logiciel v7.6.5 (Stanford, CA, États-Unis). Les stratégies de sélection des sous-

populations cellulaires sont décrites ci-dessous. 
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Panel stratégie de gating : Cellules NKT, macrophages alvéolaires (AM), neutrophiles et cellules 

dendritiques (DC) (cDC1 (DC CD11b +) et cDC2 (DC CD103 +). 

 

Immunohistochimie  

Les poumons ont été fixés dans du paraformaldéhyde (PFA: 4%) et inclus dans de la paraffine. 

Pour évaluer l'inflammation des voies aériennes, les coupes de poumon (4 µm d'épaisseur) 

ont été colorées par l'hématoxyline et l'éosine. Sur ces coupes, nous avons mesuré à la fois le 

remodelage pulmonaire et l'inflammation en évaluant les lésions pulmonaires telles que 

définies dans la Table 1.  
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Table 1 : Score de lésions pulmonaires. Le score cumulatif allant de 0 à 30 a été évalué en aveugle. 

Abbréviations : rbc : red blood cell, HPF : Hight power field, NA : not applicable 

Lung injury Score 

Scale 0 1 2 3 4 

Extent of lung 

injury 

Absence <25 % 26 to 50 
% 

51 to 75 
% 

>75 % 

Alveolar wall 

thickness 

≤ 1 rbc > 1 ≤ 2 rbc 3 to 5 rbc 6 to 10 
rbc 

> 10 rbc 

Hyaline 

membranes 

Absence Presence NA NA NA 

Neutrophilic 

alveolitis 

Absence <10 

neutrophils/H
PF 

10 to 20 / 

HPF 

21 to 50 / 

HPF 

> 50 / HPF 

Suppuration Absence Presence NA NA NA 

Bronchial 

epithelial 

degeneration 

Absence Presence NA NA NA 

Neutrophilic 

peribronchitis 

Absence <10 

neutrophils/H
PF 

10 to 20 / 

HPF 

21 to 50 / 

HPF 

> 50 / HPF 

Lympho- 

hiostiocytic 

peribronchitis 

Absence <10 

mononuclea

r cells/HPF 

10 to 20 / 

HPF 

21 to 50 / 

HPF 

> 50 / HPF 

Vasculitis Absence Presence NA NA NA 

 

Concernant l'immunohistochimie, les coupes de poumon incluses en paraffine sont 

déparaffinées en xylène (Acros Organics) et réhydratées avec des bains successifs d’alcool et 

d’eau. Le démasquage des épitopes est effectué dans du tampon phosphate pH 6,0 (Na2HPO4, 

12H2O) pendant 15 minutes à 90°C. Le kit ab80436 - Détection HRP / DAB spécifique à la souris 

et au lapin (Abcam) est utilisé en suivant les recommandations du fabriquant pour détecter 

l'IL-19, l’IL-20 et l’IL-24. Pour les récepteurs, le Fast Red (SIGMAFASTTM Comprimés rapides 

rouges de TR / Naphthol AS-MX) est utilisé pour la révélation. La contre-coloration est réalisée 

avec de l'hématoxyline/éosine (Interchim) diluée au ½. Les anticorps primaires utilisés sont 

l’anti-IL-19 ([EPNCIR168] ab154187 Abcam), l’anti-IL-20 (orb13501 Biorbyt), l’anti-IL-24 

(orb228807 Biorbyt), l’anti-IL-20Ra (bs-2619R Bioss), l’anti-IL-20Rb (20RNTC eBiosciences) et 

l’anti-IL-22Ra (496514 systèmes de R & D) et sont utilisés à une concentration de 0.01mg/mL. 
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Mesure des cytokines par ELISA 

Le taux d’IL-1β, IL-6, IL-19 et IFN-γ (eBiosciences), TNF-α (R & D (Abingdon, Royaume-Uni), IL-

20 (Boster Biological Technology) et IL-24 (Elabscience) a été déterminé dans le LBA et les 

homogénats de poumons par dosage immuno-enzymatique (ELISA), en utilisant les kits 

commerciaux selon les recommandations du fabricant. 

Les homogénats de poumons sont réalisés par broyage mécanique par l’Ultraturaxe en 

présence d’un cocktail d’anti-protéase et du NP40. Une centrifugation de 5 minutes à 1600 

rpm est réalisée et les surnageants sont récupérés pour effectuer les dosages ELISA. 

 

Extraction d’ARN et RT-qPCR 

L'ARN total a été isolé à partir des lobes pulmonaires de souris et homogénéisé en utilisant le 

réactif TRIzol® (Ambion) et quantifié par NanoVue Plus (Healthcare Bio-sciences AB). La 

transcription inverse a été réalisée avec le kit de transcription inverse d'ADNc (Applied 

Biosystems) selon les instructions du fabricant. Les ADNc ont été soumis à la PCR quantitative 

(QuantStudio 12K Flex Applied Biosystems) en utilisant des amorces spécifiques pour chaque 

gène (Table 2) (Eurofins Genomics). L’expression de transcription relative est exprimée en -

2ΔΔCt par rapport à la condition contrôle (PBS ou milieu seul) en utilisant un gène de 

référence. 

Table 1 : Séquence des amorces de souris utilisées pour la RT-qPCR 

Cibles Amorces Séquences 

Souris GAPDH 
Sens 

Anti-sens 

5’-TGTTTCCTCGTCCCGTAGACAA-3’ 

5’-GGCAACAATCTCCACTTTGCC-3’ 

Souris IL-19 
Sens 

Anti-sens 

5’-TGTGTGCTGCATGACCAACAA-3’ 

5’-GGCAATGCTGCTGATTCTCCT-3’ 

Souris IL-20 
Sens 

Anti-sens 

5’-TCTTGCCTTTGGACTGTTCTCC-3’ 

5’-GTTTGCAGTAATCACACAGCTTC-3’ 

Souris IL-22 
Sens 

Anti-sens 

5’-AGCCGGACGTCTGTGTTGTTA-3’ 

5’-TTGAGGTGTCCAACTTCCAGCA-3’ 

Souris IL-24 
Sens 

Anti-sens 

5’-CCACTCTGGCCAACAACTTCAT-3’ 

5’-TCTGCGGAACAGCAAAAACC-3’ 

Souris IL-20Ra 
Sens 

Anti-sens 

5’-CTGGCCGCTTCGGGACGC-3’ 

5’-AACCACAGACACAAGGAACTG-3’ 

Souris IL-20Rb 
Sens 

Anti-sens 

5’-CAGGTGCTTCCAGTCCGTCT-3’ 

5’-CTCTCCTGGAATCCCCAAAGT-3’ 

Souris IL-22Ra 
Sens 

Anti-sens 

5’-ATATTGTCCAAGGAAAGTGCCC-3’ 

5’-AGCCGACGAGGAAACCCAT-3’ 
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Analyses statistiques 

Toutes les expériences ont été répétées au minimum 4 fois avec 4-5 souris par groupe. Les 

résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. L’analyse non paramétrique de Mann-Whitney U 

et Kruskal-Wallis suivi de Dunns post-test a été effectuée pour déterminer les différences 

significatives entre les groupes en utilisant le logiciel GraphPad Prism version 5.00. Des 

différences statistiquement significatives ont été définies * P <0,05, ** P <0,01 et *** P 

<0,001. 

 

 

RÉSULTATS 

L'infection par Streptococcus pneumoniae initie une réponse inflammatoire pulmonaire  

et déclenche une septicémie. 

 

Après l'administration d'une dose létale de Sp (Figure 1a), nous avons mesuré la charge 

bactérienne et la réaction inflammatoire à 24h et 48h après infection chez la souris. Tandis 

que le nombre de bactéries avait tendance à se stabiliser à 48h dans le LBA, il augmentait à ce 

même temps dans le tissu pulmonaire et dans le sang par rapport à 24h (Figure 1b). De plus, 

le recrutement cellulaire dans le LBA et les poumons des souris infectées était 

significativement augmenté à la fois à 24h et 48h par rapport aux souris témoins (PBS) (Figure 

1c). Comme attendu, le nombre de neutrophiles était significativement augmenté à 24h dans 

les poumons et à 48 h dans le LBA des souris infectées. Concernant les cytokines pro-

inflammatoires, les concentrations d'IL-1β, d'IL-6 et d'IFN-γ étaient augmentées dans le LBA 

des souris infectées à 24h (Figure 1d). De plus, la production de ces cytokines, en particulier 

du TNF-α ou encore de l’IFN-, continuait d'augmenter jusqu'à 48h post-infection dans les 

poumons. (Figure 1e). 
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Figure 1 : L’infection par Streptococcus pneumoniae induit une réponse pro-inflammatoire et  une 

dissémination bactérienne dans le sang. 

Toutes les données sont représentées à 24h et 48h après l'infection par S. pneumoniae 

(Sp, 2.106UFC).  (a) Protocole d'infection par S. pneumoniae. (b) Charge bactérienne dans le LBA, le tissu 

pulmonaire et le sang en nombre d’UFC. (c) Nombre total de cellules dans le LBA et le tissu pulmonaire, 

et le nombre de neutrophiles (PMN) obtenu par cytométrie de flux. (d-e) Niveau d’expression d’IL-1β, 

IL-6, IFN-γ et TNF-α dans le LBA (d) et dans le lysat pulmonaire (e) évalué par ELISA (pg/mL). Des 

analyses statistiques ont été réalisées en comparaison avec le contrôle PBS. * P <0,05, ** P <0,01 et 

*** P <0,001. Quatre expériences indépendantes ont été réalisées avec au minimum 5 souris dans 

chaque groupe. 
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L'infection par Streptococcus pneumoniae induit l'expression des cytokines IL-20 et de leurs 

récepteurs dans les poumons. 

Nous avons ensuite orienté nos recherches vers l'étude de l'expression des cytokines IL-20 au 

cours de l'infection par Sp. L'analyse quantitative par RT-PCR a indiqué une amélioration de 

l’expression des transcrits pour Il-19, Il-20 et Il-24 ainsi que pour ll-22 à 24h post infection 

(Figure 2a). Cette induction était transitoire car les ARNm revenaient quasiment au niveau de 

base à 48h. Au niveau de la production des protéines, l’IL-19 et l’IL-20 sont augmentées dans 

les lysats pulmonaires à la fois à 24h et 48h post-infection, alors qu'il n'y avait pas de différence 

observée pour IL-24 (Figure 2b). Des marquages par immunohistochimie dans les poumons 

ont révélé que l’expression de l'IL-20 et l'IL-24 était faible chez les souris non infectées, alors 

que les cellules épithéliales des voies aériennes exprimaient fortement l’IL-19 à l’état basal. 

Par rapport aux souris traitées au PBS, l'infection par Sp a augmenté l’expression des cytokines 

IL-20 au niveau bronchique et péribronchique à 24h (Figure 2c) (Table 1). En plus, des cellules 

épithéliales bronchiques, les pneumocytes ainsi que les cellules inflammatoires exprimaient 

ces cytokines. Dans leur ensemble, nos données révèlent une expression basale pour IL-19 

alors que l'infection par Sp augmente précocement l’expression des cytokines IL-20 dans les 

voies respiratoires et dans la zone péribronchique inflammatoire.  
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Figure 2 : L’infection par Streptococcus pneumoniae induit l’expression des cytokines IL-20 dans les 

poumons. 

 

Les données de qPCR et ELISA sont représentées à 24h et 48h après l'infection par S. pneumoniae 

(Sp, 2.106UFC). Le groupe PBS est représenté en blanc, le groupe Sp à 24h en gris et le groupe Sp à 48h 

en noir. (a) Les niveaux d'ARNm des cytokines Il-19, Il-20, Il-22 et Il-24 évalués par RT-qPCR dans le tissu 

pulmonaire des souris infectées par Sp. (b) Expression d’IL-19, IL-20 et IL-24 évaluée sur des coupes de 

poumon de souris par immunohistochimie (grossissement x20) à 24h post-infection. Les analyses 

statistiques ont été effectuées en comparaison avec le contrôle PBS. * P <0,05, ** P <0,01 et *** P 

<0,001. Quatre expériences indépendantes ont été effectuées avec au minimum 5 fois dans chaque 

groupe. 
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Table 1 : Nombre de cellules exprimant les cytokines de la famille IL-20 et de leurs récepteurs sur 

coupes de poumon de souris. 

 

 
Des marquages immunohistologiques des cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 et de leurs récepteurs (IL-20Ra, 

IL-20Rb, IL-22Ra) ont été réalisés sur les poumons collectés à 24h chez des souris PBS, des souris 

infectées par Sp et des souris infectées par Sp et traitées avec l’anticorps neutralisant anti-IL-20Rb.  Les 

résultats sont exprimés en nombre moyen de cellules positives dans 3 à 5 champs (1 mm2) avec écart-

type à la moyenne, incluant 3 souris dans chaque groupe. 

 

 

Comme les cytokines IL-20 sont induites après l'infection par Sp, nous avons ensuite évalué 

l’expression de leurs récepteurs dans le poumon des souris infectées. Contrairement à l'ARNm 

d’Il-22ra, l’expression de l’Il-20Ra et de l’Il-20Rb était significativement augmentée dans les 

poumons de souris infectées à 24 heures post-infection, en comparaison avec des souris PBS 

(Figure 3a). Les niveaux d’expression génique sont revenus au niveau de base à 48h post-

infection. De plus, l'analyse immunohistochimique dans le poumon a révélé que Sp 

augmentait le marquage bronchique et péribronchique de l’IL-20Ra, l’IL-20Rb et de l’IL-22Ra 

à 24h post-infection par rapport aux souris témoins PBS (Figure 3b) (Table 1). 
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Figure 3 : L’infection par Streptococcus pneumoniae  amplifie l'expression des récepteurs aux 

cytokines l'IL-20 dans les tissus pulmonaires. 

Les données de qPCR sont représentées à 24h et 48h après l'infection par S. pneumoniae 

(Sp, 2.106UFC). (a) Niveaux d'ARNm des sous-unités Il-20ra, Il-20rb et Il-22ra dans le tissu pulmonaire 

de souris infectées par Sp, évalués par RT-qPCR. Les résultats sont relatifs à l'expression obtenue chez 

les souris PBS. (b) Expression des sous-unités des récepteurs IL-20, évaluée par immunohistochimie 

(grossissement x20) sur des coupes de poumon de souris à 24h post-infection. Quatre expériences 

indépendantes ont été réalisées avec au minimum 5 souris dans chaque groupe. 
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Le blocage de la sous-unité IL-20Rb est associé à une diminution de la production des 

cytokines IL-20 dans les poumons des souris infectées par Streptococcus pneumoniae. 

 

Puisque l'infection par Sp active la voie de signalisation des cytokines IL-20, nous avons évalué 

l'impact de l'anticorps neutralisant anti-IL-20Rb sur l’expression des cytokines IL-20 et de leurs 

récepteurs (procédure expérimentale, voir Figure 4a). Comparée aux souris traitées par le 

contrôle isotypique, l'administration de l’anticorps anti-IL-20Rb réduisait l'expression génique 

de l'ARNm de l'Il-19, l'Il-20, I’ll-24 et de leurs récepteurs (Il-20Ra, Il-20Rb et Il-22Ra) 24 heures 

après l'infection (Figure 4b). En revanche, l'expression de l'Il-22 n’était pas modulée. 

 

Figure 4 : L'anticorps neutralisant anti-IL-20Rb réduit l'expression des cytokines IL-20 et de leurs 

récepteurs dans le poumon de souris infectées par Streptococcus pneumoniae.  

(a) Protocole d'infection par Sp  et traitement par l’anticorps neutralisant anti-IL-20Rb. (b) Niveaux 

d'ARNm des cytokines de la famille IL-20 (IL-19, IL-20, IL-22, IL-24) et de leurs récepteurs (IL-20Ra, IL-

20Rb et IL-22Ra) dans le tissu pulmonaire de souris infectées par Sp, évalués par RT-qPCR. Les résultats 

sont relatifs à l'expression chez les souris non infectées. Les analyses statistiques ont été effectuées en 

comparaison avec le contrôle PBS ou avec Sp + IgG. * P <0,05, ** P <0,01 et *** P <0,001. Quatre 

expériences indépendantes ont été réalisées avec au moins 5 souris dans chaque groupe. 
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De plus, l'analyse immunohistochimique a montré une diminution de l’expression protéique 

de l’IL-19, l’IL-20 et de l’IL-24 chez des souris traitées par l’anticorps anti-IL-20Rb au niveau 

bronchique (Figure 2c). Nous avons observé le même résultat concernant les récepteurs des 

cytokines IL-20 (IL20Ra, IL-20Rb et IL-22Ra) (Figure 3b). Ceci est probablement lié à une 

diminution du recrutement des cellules inflammatoires dans les poumons qui est observée en 

présence de l’anticorps anti-IL-20Rb. 

 

L'anticorps neutralisant anti-IL-20Rb favorise la clairance bactérienne et limite la réaction 

inflammatoire causée par l'infection par Streptococcus pneumoniae. 

 

Nous avons cherché à savoir si ce traitement peut affecter la clairance bactérienne et le 

recrutement de cellules inflammatoires. La neutralisation de la sous-unité IL-20Rb diminue la 

charge bactérienne dans le LBA alors que la même tendance est observée dans le poumon 

(respectivement 23% et 38% d'inhibition) et dans le sang à 24h post-infection (97% et 59% 

d'inhibition respectivement), et (Figure 5a). Comme suggéré dans la Figure 5b, le traitement 

par l'anticorps neutralisant anti-IL-20Rb diminue le recrutement des cellules inflammatoires 

et les altérations pulmonaires associées à l'infection par Sp comme le révèle la mesure du 

score histopathologique à 24h (8,67 ± 1,58 vs 13,3 ± 2,04) et à 48h (9,5 ± 1,41 vs 13,83 ± 1,58) 

par rapport aux souris contrôles non infectées (3,4 ± 0,68). Le traitement avec l'anticorps 

neutralisant anti-IL-20Rb semble réduire le recrutement cellulaire dans le LBA (p<0,05) et dans 

le poumon (non significatif) à 24h post-infection (Figure 5c).  
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Figure 5 : L'anticorps neutralisant anti-IL-20Rb augmente la clairance bactérienne des souris 

infectées par Streptococcus pneumoniae et limite la réaction inflammatoire.  

(a) UFC comptés dans le LBA, le tissu pulmonaire et le sang 24h et 48h post-infection. (b) Nombre total 

de cellules dans le LBA et le tissu pulmonaire 24h et 48h post-infection. Les analyses statistiques ont 

été effectuées en comparaison avec le contrôle PBS ou avec Sp + IgG. * P <0,05, ** P <0,01 et *** P 

<0,001. Quatre expériences indépendantes ont été réalisées avec au moins 5 souris dans chaque 

groupe. 

 

Dans le LBA, le nombre de neutrophiles, macrophages et cellules dendritiques comprenant les 

sous-populations de cDC1 (cellules dendritiques résidentes) et cDC2 (cellules dendritiques 

inflammatoires) a été fortement diminué mais de manière non significative à 48h post-

infection (Figure 6a). Parmi les lymphocytes, le nombre de cellules NKT était nettement réduit 

à 24h et 48h après l'infection mais les données obtenues ne sont pas significatives. Dans les 

poumons, le nombre de neutrophiles, macrophages alvéolaires et cellules dendritiques (total 

ainsi que les sous-populations cDC1 et cDC2) a été légèrement réduit à 24h chez les souris 

ayant reçu le traitement par l'anticorps anti-IL-20Rb (Figure 6b). Cet effet semble être atténué, 

voire absent à 48h. A 48h post-infection, le traitement avec l'anticorps bloquant a diminué 

parmi les lymphocytes, le recrutement des cellules NKT dans le poumon. 
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Figure 6 : L'anticorps anti-IL-20Rb neutralise l'infiltration cellulaire dans les poumons infectés par 

Streptococcus pneumoniae. 

Les cellules NKT, les neutrophiles (PMN), les macrophages alvéolaires (AM), les cellules dendritiques 

(DC), résidentes (cDC1) et inflammatoires (cDC2) sont analysés dans LBA (a) et le poumon (b) 24h et 

48h post-infection. Les résultats ont été exprimés en moyenne ± SEM du nombre absolu calculé en 

utilisant les comptes de cellules totaux respectifs. Des analyses statistiques ont été réalisées en 

comparaison avec le contrôle PBS ou avec Sp  + IgG. * P <0,05, ** P <0,01 et *** P <0,001. Quatre 

expériences indépendantes ont été réalisées avec au minimum 5 souris dans chaque groupe. 

L’anticorps anti-IL-20Rb réduit la production de cytokines pro-inflammatoires et de peptides 

antimicrobiens 

 

Le blocage des cytokines IL-20 ayant réduit le recrutement des cellules inflammatoires après 

l'infection par Sp, la production de cytokines a été analysée dans le LBA et les tissus 

pulmonaires des souris infectées (Figure 7a-b). Concernant les cytokines pro-inflammatoires, 

le niveau d’expression de l'IL-6 était significativement diminué dans le LBA des souris infectées 
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et traitées avec l’anticorps anti-IL-20Rb, et nous avons observé une diminution non 

significative des taux d'IFN-γ et de TNF-α (Figure 7a). De plus, le traitement avec l'anticorps 

anti-IL-20Rb inhibe la production d'IL-1β et d’IL-6 à 24h post-infection et de l’IL-1β et de l’IFN-

γ à 48h post-infection dans les poumons des souris infectées (Figure 7b). Nous avons 

également mesuré les niveaux d’expression des cytokines Th17 dans ces échantillons mais 

aucune modulation de l'IL-17 (données non montrées) et de l’IL-22 (Figure 4b) n’a été 

observée après le blocage de la voie de signalisation des cytokines IL-20.  

Ce traitement affectant également la clairance bactérienne, nous avons analysé l'expression 

des peptides antimicrobiens dans les poumons par RT-PCR. L’infection par Sp amplifiait 

l’expression de l’ARNm de Defb2 et Defb3 à 24h post-infection (Figure 7c) alors qu'il réduisait 

de manière non significative celle de S100a8 et de Lcn2 (Figure 7d) ainsi que S100a9 (données 

non présentées). L'administration de l'anticorps neutralisant anti-IL-20Rb a une tendance à 

réduire l'expression de l'ARNm pour les β-défensines dans le poumon de souris infectées à 

24h. En revanche, le traitement améliore l'expression de l'ARNm de S100a8 et Lcn2 (Figure 

7d) ainsi que S100a9 (données non montrées), principalement à 48h post-infection. Ceci 

suggère que le blocage de l'IL-20Rb semble amplifier l'expression des calgranulines (S100 

AMP) qui, à leur tour, facilitent la clairance bactérienne. 
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Figure 7 : L'anticorps neutralisant anti-IL-20Rb module la production des cytokines inflammatoires 

et des peptides antimicrobiens  

(a-b) Les niveaux d'IL-1β, d'IL-6, d'IFN-γ et de TNF-α sont évalués par ELISA (pg/mL) dans le BAL (a) et 

dans les lysats pulmonaires (b) 24h et 48h post-infection. (c-d) Le niveau d'ARNm des peptides 

antimicrobiens β-defensines  (Defb2  et Defb3) (c) et S100a8 et lipocaline-2 (lcn2) (d) est évalué par RT-

qPCR dans les tissus pulmonaires 24h et 48h post-infection. Les résultats sont relatifs à l'expression 

dans les souris non infectées. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM du nombre absolu calculé 

à l'aide des comptes cellulaires totaux respectifs. Les analyses statistiques ont été effectuées en 

comparaison avec le contrôle PBS ou avec Sp  + IgG. * P <0,05, ** P <0,01 et *** P <0,001. Quatre 

expériences indépendantes ont été réalisées avec au moins 5 souris dans chaque groupe. 

 



Résultats : Chapitre I 

75 
 

DISCUSSION 

 

Il a précédemment été décrit que les cytokines de la famille IL-20 et leurs récepteurs jouent 

un rôle dans la promotion des infections cutanées de S. aureus (Myles et al., 2013). De plus, 

ces cytokines sont exprimées dans les cellules épithéliales pulmonaires (Rutz et al., 2014). Le 

but de notre étude était d’analyser dans un contexte d'infection pulmonaire par Sp, 

l'expression de ces cytokines IL-20 et de leurs récepteurs ainsi que leur rôle dans la clairance 

bactérienne et dans le contrôle de l’inflammation pulmonaire. Nous avons d'abord démontré 

que l'infection par Sp favorise principalement la production de l’IL-19 et de l’IL-20 ainsi que 

l'expression de la sous-unité IL-20Rb. Nous avons également montré que le pic d'expression 

des cytokines de la famille IL-20 était associé à une réduction de la clairance bactérienne et à 

une forte augmentation de la réaction inflammatoire. De cette façon, le blocage de la voie de 

signalisation des cytokines IL-20 permet d'améliorer de manière transitoire la clairance 

bactérienne et de réduire la réaction inflammatoire pulmonaire en particulier avec la 

diminution du recrutement de neutrophiles. Nous avons découvert un nouveau rôle critique 

pour les récepteurs des cytokines IL-20 et nos données suggèrent que le ciblage de la sous-

unité IL-20Rb pourrait être une approche utile pour améliorer la résolution de l'infection 

causée par Sp.  

Sp colonise les voies respiratoires inférieures par sa propagation dans ce milieu (Dockrell et 

al., 2012). La reconnaissance des composants bactériens de la paroi cellulaire de Sp (Acide 

lipoteichoïque, LTA et les peptidoglycanes; PG) par le Toll-like receptor 2 (TLR2) ou encore la 

pneumolysine pour le TLR4 (Tomlinson et al., 2014) (Dessing et al., 2009) induit l'activation de 

la voie de signalisation du facteur nucléaire canonique NF-ƙB dans les cellules présentatrices 

d’antigène (CPA) (Zahlten et al., 2013). L'activation de cette voie  conduit à la libération de 

cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines, telles que l'IL-1β, IL-6 et TNF-α. Nos données 

concernant l'évaluation de l'inflammation et des cytokines dans le LBA et le poumon des souris 

ont validé notre modèle expérimental avec une production de cytokines pro-inflammatoires 

entre 24h et 48h post-infection. Pour la première fois, nous avons montré que les cytokines 

de la sous-famille IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24 ainsi que l'IL-22) sont également induites au cours 

de cette rafale de cytokines à 24h post-infection. Cependant, l'expression de l'ARNm de l'IL-

19, l'IL-20, l'IL-22, l'IL-24, et de l'IL-20Ra, l'IL-20Rb et l'IL-22Ra revient au niveau de base à 48h 

post-infection alors que ces niveaux d’expression n'étaient pas significativement différents 

des témoins PBS à 12h post-infection (données non montrées). Comme décrit précédemment 

pour la majorité des cytokines dépendantes de la voie de signalisation NF-ƙb dans le poumon, 

l'expression protéique de ces cytokines décline rapidement. Des données récentes soulignent 

que la production des cytokines IL-20 dépend de la voie NF-ƙB et pourrait être induite par la 

stimulation de TLR2 et TLR4, les deux récepteurs étant mobilisés par Sp (Tomlinson et al., 

2014) (Dessing et al., 2009). Au niveau protéique, la production d'IL-19 et d'IL-20 est 

nettement augmentée alors que la production d'IL-24 semble plus faible. Certaines données 

récentes ont montré que la cytokine IL-24 est induite par les virus respiratoires, ce qui suggère 

qu'elle pourrait être plus associée avec une infection virale (Seong et al., 2016). De plus, nous 

avons détecté une forte expression de l'IL-19 dans l’épithélium bronchique des souris témoins 
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alors que nous n'avons pas détecté de différence entre l'expression de l'ARNm et l’expression 

protéique des autres cytokines de la famille IL-20 dans le tissu pulmonaire et dans les cultures 

cellulaires d'épithélium bronchique. Ceci suggère que l'IL-19 pourrait être stockée dans le 

cytoplasme de ces cellules. Après l’infection par Sp, nous avons détecté une expression accrue 

des cytokines de la famille IL-20 dans les cellules épithéliales pulmonaires (dans les bronches 

et les alvéoles) ainsi que dans l'infiltrat inflammatoire. Les cellules dendritiques et les 

macrophages sont capables de produire ces cytokines et nous avons observé que les DC 

dérivées des monocytes sécrètent ces cytokines après activation par Sp (données non 

montrées). 

Selon Myles et al., dans un modèle d'infection cutanée, les cytokines de la famille IL-20 sont 

initialement sécrétées par les kératinocytes et les lymphocytes 24h post-infection (Myles et 

al., 2013). La plupart des recherches ont porté sur l'IL-22, mais nous savons que dans un 

contexte inflammatoire, l’IL-19, l’IL-20 et l’IL-24, se lient à leurs récepteurs et induisent un 

recrutement cellulaire des neutrophiles, des cellules dendritiques et des cellules T ainsi que 

l’expression de peptides antimicrobiens (β-défensine ou S100) et de la production de 

chimiokines et de cytokines. 

Parmi les cytokines produites, la liaison des cytokines de la famille IL-20 à leurs récepteurs 

permet une expression en boucle autocrine positive de l’IL-19, l’IL-20 et l’IL-24, amplifiant leur 

effet pendant l'inflammation (Rutz et al., 2014) (Wang and Liang, 2005). Nos données 

montrant que la neutralisation de la sous-unité IL-20Rb diminue l'expression des cytokines de 

la famille IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24) et de leurs récepteurs et confirme dans ce contexte le 

rôle de cette boucle autocrine. De plus, l’essentiel des caractéristiques de l'inflammation due 

à l'infection par Sp est réduite après blocage de la voie de signalisation des cytokines IL-20. En 

effet, cet anticorps anti-IL-20Rb diminue le recrutement des neutrophiles, des cellules 

présentatrices d'antigène et des cellules NKT. De plus, la production de cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-1β, l’I-L6, L'IFN-γ et le TNF-α est également réduite après 

traitement. Cependant, aucune augmentation de la production de cytokines IL-17 / IL-22 et 

pro-Th17 (telles que IL-1β et IL-6) n’est observée chez les souris infectées par Sp et traitées 

avec l'anticorps neutralisant anti-IL-20Rb contrairement à ce qui avait été montré par Myles 

et al au cours de l'infection cutanée à S. aureus (Myles et al., 2013). Le mécanisme d’action de 

notre anticorps anti-IL-20Rb pourrait être dû à l'activité antibactérienne des cytokines IL-20 

sur des cellules effectrices comme montré in vitro chez les neutrophiles (Gough et al., 2017). 

En effet, le blocage de la voie de signalisation IL-20Rb favorise la clairance bactérienne dans 

le LBA et le poumon des souris traitées bien qu'il diminue l'afflux de neutrophiles et des 

macrophages alvéolaires. Ces données montrent qu’en plus, ces cytokines participent au 

recrutement de cellules inflammatoires, probablement en modulant la production de 

cytokines comme observé dans cette étude. Des expériences supplémentaires sont 

nécessaires pour confirmer ce mécanisme d’action de l'anti-IL-20Rb chez les souris infectées. 

Cette administration module également la production de peptides antimicrobiens (PAM). 

Dans les poumons des souris traitées, nous avons observé une réduction de l'expression des 

β-défensines (Defb2, Defb3) qui sont produites par l'épithélium pulmonaire et les neutrophiles 

au cours de l'infection par Sp (Scharf et al., 2012). En revanche, l'expression de S100a8, S100a9 
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et de la lipocaline-2 est augmentée dans le poumon des souris traitées. En effet, il a été montré 

que les PAM S100 (exprimés par les neutrophiles, les monocytes, les cellules endothéliales et 

les cellules épithéliales activées) contrôlent la clairance bactérienne en modulant au niveau 

pulmonaire le recrutement de neutrophiles et de macrophages au cours de l'infection par Sp 

(De Filippo et al., 2014) (Raquil et al., 2008). Ceci suggère que ce mécanisme est utile pour 

améliorer l'activité antibactérienne des cellules immunitaires telles que les neutrophiles et les 

macrophages.  

Cet effet de l’anti-IL-20Rb est associé à une réduction de l'inflammation et du remodelage 

tissulaire dans le poumon comme le montre le score histopathologique réduit et comme 

illustré dans les Figures 2 et 3.  Ces données soulignent l’impact bénéfique de ce traitement 

sur les lésions tissulaires du poumon, consécutives à l’infection, un effet probablement lié à la 

modulation du recrutement inflammatoire. Cependant, cet effet n'a pas été associé avec un 

impact significatif sur la survie des souris et la perte de poids à 4-5 jours post-infection 

(données non montrées), suggérant qu'il est nécessaire d'associer ce traitement à une autre 

approche thérapeutique comme un antibiotique, afin d'améliorer son efficacité.  

 

En conclusion, nous montrons pour la première fois que les cytokines de la famille IL-20 et 

leurs récepteurs sont induits au cours de l'infection pulmonaire par Sp, et que le traitement 

avec un anticorps anti-IL-20Rb neutralisant l’action de ces cytokines, limite l'inflammation due 

à l'infection. De plus, combiner le traitement de l'infection pulmonaire avec des antibiotiques 

actifs sur Sp plus un immunorégulateur comme l’anti-IL-20Rb pourrait aider à prévenir les 

lésions tissulaires associées à une inflammation, et les stratégies immunitaires bactériennes 

pour échapper à la réponse immunitaire de l'hôte. 
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Chapitre II : Les cytokines de la famille IL-20 participent à la réponse des 

cellules épithéliales des voies respiratoires lors d’une infection bactérienne : 

Altération lors de l'exposition à la fumée de cigarette (Article en préparation) 

 

Les voies aériennes sont constamment exposées à des contaminants, notamment des 

polluants et des micro-organismes responsables de maladies inflammatoires chroniques et 

d'infections. L'épithélium des voies respiratoires joue un rôle essentiel dans les mécanismes 

de défense par sa capacité à maintenir la barrière épithéliale, à mobiliser une réaction 

immunitaire et à produire des molécules bactéricides. Les cytokines de la sous-famille des IL-

20 incluant IL-19, IL-20, IL-22 et IL-24 sont essentielles dans le contrôle de la fonction 

épithéliale notamment cutanée. Contrairement à IL-22, les fonctions de l’IL-19, l’IL-20 et l’IL-

24 qui dépendent de la sous-unité IL-20Rb, sont principalement inconnues au niveau 

pulmonaire.  

Notre objectif est d'analyser l'expression des cytokines IL-20 dans les cellules épithéliales des 

voies respiratoires (AEC) et leur capacité à contrôler la réponse antibactérienne dans ces 

cellules. Comme l’exposition à la fumée de cigarette (CS) module la fonction épithéliale et 

altère la réponse antibactérienne pulmonaire, nous avons voulu évaluer l’expression de ces 

cytokines et leur fonction dans les AEC après exposition à la CS. Pour cela, nous avons observé 

in vitro et in vivo, la production de ces cytokines et de leurs récepteurs après infection par 

Streptococcus pneumoniae (Sp) et Haemophilus influenza non typable (NTHi) associée ou non 

à l’exposition à la CS. 

L'infection par Sp et NTHi amplifie la transcription des ARNm de l'IL-19 et de l'IL-24 ainsi que 

celle de l'IL-20Rb à la fois dans l'AEC et dans les poumons des souris infectées. L'analyse 

immunohistochimique a révélé que l’expression de ces protéines est augmentée au sein de 

l'AEC provenant des souris infectées. En outre, l'exposition à la CS a également amplifié 

l'expression de l'IL-19 et de l'IL-24 alors qu'il ne semble pas y avoir d'effet additif avec 

l'infection bactérienne. L'activation d'AEC par l’IL-19 recombinante favorise l'expression 

génique de S100a9 alors que l’expression de Lcn2 est induite par cette cytokine sur des mTEC 

après une exposition chronique à CS. L'addition d'un anticorps anti-IL-20Rb neutralisant a 

diminué l'expression génique induite par NTHi des peptides antimicrobiens S100a8, S100a9 

et Lcn2 dans l’AEC de souris témoins mais pas dans l’AEC de souris exposées de façon 

chronique à CS. Des résultats similaires ont été obtenus avec les cellules épithéliales 

bronchiques humaines BEAS-2B. De plus, les cytokines IL-20 favorisent la cicatrisation des 

cellules BEAS-2B, tandis que l'exposition à l'extrait de CS altère cette réponse. Chez les souris 

infectées par Sp, l’administration locale de l’anticorps anti-IL-20Rb dans les poumons 

augmente la clairance des bactéries alors qu'il inhibe la production de S100a8 et le 

recrutement des neutrophiles. 

Nos données montrent l’implication des cytokines de la famille IL-20 au cours d’une infection 

bactérienne respiratoire et leur capacité à moduler la fonction des AEC. L'exposition à CS 

induit également leur production bien qu'elle altère leur fonction antibactérienne. Ces 
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données suggèrent que le ciblage de cette voie pourrait avoir des applications thérapeutiques 

lors d'infections respiratoires notamment dans certaines maladies chroniques liées à la 

cigarette telles que la Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO). 
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INTROCUTION 

 

Les voies respiratoires sont constamment exposées aux contaminants présents dans l'air 

inspiré. Cela inclut les polluants atmosphériques, mais aussi les micro-organismes, y compris 

les bactéries, les virus et les champignons. Cela entraine fréquemment des infections 

respiratoires qui sont une cause majeure de décès et donc un problème de santé publique 

important. Parmi les bactéries, Streptococcus pneumoniae (Sp) est reconnu comme l'une des 

principales causes de pneumonie et d'infections opportunistes hospitalières. L'exposition 

chronique aux polluants atmosphériques et en particulier à la fumée de cigarette est associée 

à une susceptibilité accrue aux infections respiratoires (Sethi and Murphy, 2008) (Pavord et 

al., 2016). Parmi les bactéries impliquées dans ces infections, Haemophilus influenza (NTHi) et 

Sp sont les causes les plus fréquentes d’infection respiratoire (Sethi et al., 2002) (Sethi and 

Murphy, 2008). 

Les mécanismes de défense pulmonaire comprennent à la fois des mécanismes physiques tels 

que l'escalator mucociliaire et la barrière épithéliale dans les voies respiratoires (Hallstrand et 

al., 2014) (Hiemstra et al., 2015). Ces mécanismes sont complétés par le système immunitaire 

inné et adaptatif dont la réponse est mobilisée par l'activation des cellules résidentes, 

principalement les macrophages alvéolaires et les cellules épithéliales des voies respiratoires. 

Sur ces cellules, les voies de signalisation déclenchées par l'activation des récepteurs de 

reconnaissance de motifs bactériens conduiront à la production de mécanismes effecteurs 

incluant la sécrétion de peptides antimicrobiens comme les β-défensines et les calgranulines 

(S100A8 et S100A9) (Hiemstra, 2015). De plus, cette activation entraîne également le 

recrutement d'autres cellules immunitaires (neutrophiles, monocytes/macrophages, 

lymphocytes) par la sécrétion de facteurs chimiotactiques tels que les chimiokines CXCL1 (KC), 

CXCL2 (MIP2) agissant sur les neutrophiles ou les cytokines CCL2 et CCL5 actives sur les cellules 

mononuclées (Hallstrand et al., 2014) (Hiemstra et al., 2015). Cela permet le développement 

d'une réaction inflammatoire appropriée capable de lutter contre les infections respiratoires. 

Cette inflammation est responsable de lésions tissulaires et une phase de résolution est 

nécessaire pour retrouver un tissu normal et une fonction pulmonaire adéquate. Dans ce 

contexte, le processus de cicatrisation des voies aériennes est une étape essentielle pour 

reconstituer une barrière épithéliale. Cependant, la fonction de l'épithélium des voies 

respiratoires est fortement affectée par les facteurs de croissance et les cytokines 

inflammatoires, y compris les cytokines de la famille IL-20 (Rutz et al., 2014). 

Ces cytokines forment une sous-famille de la superfamille de l'IL-10 et comprennent l’IL-19, 

l’IL-20, l’IL-22, l’IL-24 et l’IL-26 (cette dernière étant uniquement présente chez l’humain) 

(Ouyang et al., 2011) (Rutz et al., 2014). Alors que l'IL-22 agit par l'intermédiaire d'un récepteur 

hétérodimèrique spécifique comprenant la chaîne IL-10Rb, les cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 

dépendent de la sous-unité IL-20Rb. En effet, les deux types de récepteurs reconnaissant ces 

3 cytokines comprennent l'IL-20Rb (ou IL-20R2) associée soit à la chaîne IL-20Ra, soit à l'IL-

22Ra. Ce dernier hétérodimère se lie à IL-20 et IL-24 mais pas à IL-19 (Wegenka, 2010). Les 

récepteurs composés de l'IL-20Rb sont exprimés principalement sur des cellules épithéliales, 
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des cellules phagocytaires mononuclées, certains lymphocytes et les neutrophiles activés. 

Leur mobilisation active le transducteur du signal et l'activateur de la voie STAT3 ainsi que les 

MAPK, ERK et P38 (Rutz et al., 2014). Cette activation conduit à la restauration de 

l'homéostasie tissulaire en améliorant le remodelage, la cicatrisation et la sécrétion de 

peptides antimicrobiens dans les kératinocytes (Sa et al., 2007). Cependant, il a été montré 

que les cytokines de la famille IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24) favorisent l'infection cutanée à 

Staphylococcus aureus chez la souris en diminuant la production des cytokines Th17 (Myles et 

al., 2013). Bien que les récepteurs des cytokines IL-20 soient également présents dans les 

cellules épithéliales des voies respiratoires (Gong et al., 2014), leur fonction sur ces cellules 

n'est pas connue. 

L'exposition à la fumée de cigarette altère la réponse immunitaire innée et adaptative contre 

les bactéries et les virus, qui prédisposent aux exacerbations de la BPCO (Brusselle et al., 

2011), (Le Rouzic et al., 2016). Puisque nos expériences préliminaires ont montré que la fumée 

de cigarette ainsi que l'infection par Sp pouvaient favoriser la production de cytokines IL-20 

dans les poumons, notre objectif est d'analyser l'expression et la fonction des cytokines IL-20 

dans la réponse aux infections bactériennes par les cellules épithéliales des voies respiratoires 

(AEC) et leur modulation après exposition à la fumée de cigarette (CS) par des approches in 

vitro et in vivo. Nos données ont montré que l'exposition à la fumée de cigarette et aux 

bactéries respiratoires favorisait l'expression des cytokines IL-20 et du récepteur IL-20Rb dans 

l'AEC. Ces cytokines ont la capacité de contrôler la production de certains peptides 

antimicrobiens par les cellules AEC et d'accélérer la cicatrisation de l'épithélium des voies 

respiratoires. De plus, l'exposition à la fumée de cigarette modifie les fonctions des récepteurs 

et des cytokines de la famille IL-20. L'administration intranasale de l'anticorps anti-IL-20Rb 

bloquant diminue la charge bactérienne chez les souris exposées à l'air ainsi que la production 

de peptides antimicrobiens et le recrutement des neutrophiles. Dans l'ensemble, ces données 

suggèrent fortement que les cytokines IL-20 sont impliquées dans le contrôle de l'infection 

respiratoire bactérienne, au moins en partie, en modulant la fonction de l'épithélium des voies 

respiratoires alors que l'exposition à CS altère cette fonction. 

 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

Modèle animal 

Des souris C57BL/6 (H-2Db) mâles de six à huit semaines ont été obtenues chez Janvier (Le 

Genest-St.-Isle, France). Les expérimentations réalisées sur les animaux étaient conformes aux 

directives du Comité de protection et d'utilisation des animaux du Nord Pas-de-Calais (accord 

n ° AF 16/20 090). Les souris ont été maintenues dans une installation à température contrôlée 

(23°C) avec un cycle lumière/obscurité de 12 heures et avec de la nourriture et de l'eau 

fournies à volonté. 
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Infection par Streptococcus pneumoniae et numération bactérienne 

Les souris ont été exposées quotidiennement à la fumée de cigarette (souris CS) pendant 12 

semaines (5 cigarettes/jour, 5jours/semaine pendant 12 semaines) pour mimer la 

pathogenèse de la BPCO (Pichavant et al., 2014). Des cigarettes de recherche 3R4F ont été 

obtenues auprès de l'Institut de recherche sur le tabac et la santé de l'Université du Kentucky 

(Lexington, KY, USA). Puis, le groupe témoin a été exposé à l'air ambiant (souris Air). 

Ensuite, les souris ont été inoculées par voie intranasale avec un isolat clinique de Sp 

sérotype1 (isolat clinique E1586) (Van Maele et al., 2014) et NTHi (Pichavant et al., 2015) 

(Sharan et al., 2017). S. pneumoniae a été cultivé comme décrit précédemment (Le Rouzic et 

al., 2016). Pour l'infection, les solutions stocks de travail congelées ont été diluées dans une 

solution saline tamponnée au phosphate (PBS). 4x105 unités formant colonies (UFC) de Sp et 

2,5x107 UFC de NTHi ont été administrées par voie intranasale dans 50 µl de PBS chez des 

souris anesthésiées par injection intrapéritonéale de kétamine-xylazine. Les souris ont été 

sacrifiées à 24h et 48h post-infection par dislocation cervicale.  

Certaines de ces souris ont été traitées par voie intranasale avec l'anticorps monoclonal anti-

IL-20Rb de rat (50μg/50μl par souris) (clone 20RNTC, azide et endotoxine free) ou un contrôle 

isotypique (Invitrogen, Thermo Scientific) toutes les 24h avant et après infection. La charge 

bactérienne ainsi que l'inflammation ont été mesurées dans les lavages broncho-alvéolaires 

(LBA), les poumons et le sang. Les UFC ont été énumérées 24h plus tard en étalant les 

échantillons sur des géloses  chocolat. 

 

Immunohistochimie pulmonaire 

Pour l'histopathologie, les poumons ont été fixés dans du paraformaldéhyde (PFA: 4%) et 

inclus dans de la paraffine. Pour évaluer l'inflammation des voies respiratoires, les coupes 

pulmonaires (4μm d'épaisseur) ont été colorées par l'hématoxyline et l'éosine. Sur ces coupes, 

nous avons mesuré à la fois le remodelage pulmonaire et l'inflammation grâce au scoring des 

lésions pulmonaires. 

Pour l'immunohistochimie, les coupes pulmonaires incluses en paraffine sont déparaffinées 

en xylène (Acros Organics) et réhydratées avec des bains successifs d'alcool et d'eau. Le 

démasquage des épitopes est effectué dans du tampon phosphate pH 6,0 (Na2HP04, 12H20) 

pendant 15 minutes à 90 °C. Les anticorps primaires dirigés contre l'IL-19 (ab154187 Abcam), 

l'IL-20 (orb13501 Biorbyt), l'IL-24 (orb228807 Biorbyt) et l'IL-20Rb (clone 20RNTC Invitrogen) 

ainsi que les témoins isotypiques ont été tous utilisés à une concentration de 0,01 mg/mL. Le 

kit IHC de détection HRP/DAB Expose (Abcam) est utilisé conformément aux 

recommandations du fabricant pour la détection des anticorps primaires. La contre-coloration 

est réalisée sur les coupes pulmonaires avec de l'hématoxyline (Interchim). 

 

 



Résultats : Chapitre II 
 

83 
 

Réactifs de cytométrie en flux  

Le phénotype des LBA et des cellules pulmonaires a été analysé par cytométrie en flux en 

utilisant les anticorps suivants : Anticorps monoclonaux (mAbs) contre CD5 de souris 

(conjugué à FITC), Tétramère CD1d/αGalCer (conjugué à PE), NK1.1 (conjugué à PerCp-Cy5.5), 

CD4 (conjugué à PE-Cy7), CD25 (conjugué à APC) , CD69 (conjugué à Alexa700), TCRγδ 

(conjugué à APC-H7), TCR-β (conjugué à V450), CD8 (conjugué à V500), CD45 (conjugué à Q-

dot605) (BD Biosciences, Biolegend et Myltenyi Biotech), I-Ab (conjugué à FITC), F4/80 

(conjugué au PE), CD103 (conjugué à PerCP-Cy5.5), CD11c (conjugué à PE-Cy7), CD86 

(conjugué à Alexa-700), CCR2 (conjugué à APC) , Ly6G (conjugué à APC-H7), CD11b (conjugué 

à V45O), CD45 (conjugué à V500), Ly6C (conjugué à Q-dot605) (BD Biosciences, Biolegend et 

Myltenyi Biotech). Les données ont été acquises sur un LSR Fortessa (BD Biosciences) et 

analysées avec le logiciel FlowJo ™ v7.6.5 (Stanford, CA, USA). Les stratégies de gating ont déjà 

été décrites (Sharan et al., 2017). 

 

Préparation de l’extrait de fumée de cigarette 

L'extrait de fumée de cigarette (CSE) a été préparé selon la méthode décrite par Blue et Janoff 

(Blue and Janoff, 1978). La fumée de cigarette est extraite grâce à une seringue de 50 mL à 

laquelle une cigarette est attachée. Le CSE a été préparé en aspirant 50 mL de fumée de 

cigarette à travers le filtre dans la seringue, puis en faisant buller lentement la fumée dans 10 

mL de milieu de culture Airway Epithelial Cells (PromoCell). Deux cigarettes de recherche 

Kentucky 3RF4 ont été fumées par 10 mL de milieu. La solution finale a été filtrée à travers 

des filtres de 0,2 µm et utilisée immédiatement à une dilution au 1/50. 

 

Culture cellulaire de cellules épithéliales trachéales de souris (mTEC) et activation 

La trachée de souris est digérée dans du milieu DMEM F12 (Gibco) + 1% de Pénicilline-

Streptomicyne (Pen/Strep Gibco) + pronase (1,6 mg/mL, Roche) pendant 1 heure à 37°C. La 

réaction est arrêtée avec du sérum de veau fœtal (Gibco). Les cellules épithéliales sont 

récupérées et cultivées dans du milieu DMEM F12 additionné de 2% d'Ultroser G (PALL 

sciences de la vie), d'antibiotiques et de 2 mM de L-Glutamine. Les cellules ont été cultivées 

sur des plaques de culture revêtues de matrice de collagène G humain (Biochrom, Berlin, 

Allemagne). Lorsque les cellules sont confluentes, elles sont sevrées dans du milieu de culture 

appauvri avec du milieu basal sans antibiotiques, puis activées par différents stimuli dans le 

même milieu. L’activation avec Sp et NTHIi a été réalisée par l'ajout de bactéries viables (MOI 

de 2 et 10, respectivement). Dans d'autres puits, les cytokines murines recombinantes IL-20, 

IL-22 (systèmes de R & D), IL-19 et IL-24 (Miltenyi biotech) ont été ajoutées au milieu à une 

concentration de 20 ng/mL. Dans certaines expériences, l'anticorps anti-IL-20Rb neutralisant 

(clone 20RNTC) ou un témoin d'isotypique a été ajouté à la culture à 5 µg/mL avant la 

stimulation cellulaire. Après 1h30 d'incubation à 37°C, les antibiotiques, pénicilline et 

streptomycine ont été ajoutés au milieu afin d'arrêter la croissance bactérienne. Les cellules 
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sont récupérées à 4heures après stimulation pour effectuer des qPCR et le surnageant est 

récupéré à 24heures pour réaliser les dosages ELISA. 

 

Culture cellulaire de cellules épithéliales bronchiques humaines BEAS-2B et activation 

Les cellules BEAS-2B ont été obtenues par l'ATCC (Manassas, VA). Ces cellules ont été 

maintenues dans du milieu de culture Airway Epithelial Cells complémenté (Promocell, 

Heidelberg, Allemagne). La lignée cellulaire a été cultivée sur des plaques de culture revêtues 

de matrice de collagène G humain (Biochrom, Berlin, Allemagne). Les BEAS-2B ont été placées 

en milieu de carence avec un milieu non complémenté et dépourvu d’antibiotique, puis 

activés par les différents stimuli dans le même milieu. L’activation avec Sp et NTHi a été 

réalisée par l'ajout de bactéries viables (MOI de 2 et 10, respectivement). Dans d'autres puits, 

les cytokines humaines recombinantes IL-20, IL-22 (systèmes de R & D), IL-19 et IL-24 (Miltenyi 

biotech) ont été ajoutées au milieu à une concentration de 20 ng/mL. Après 1h30 d'incubation 

à 37°C, les antibiotiques, pénicilline et streptomycine ont été ajoutés au milieu afin d'arrêter 

la croissance bactérienne. Les cellules sont récupérées à 4heures après stimulation pour 

effectuer des qPCR et le surnageant est récupéré à 24heures pour réaliser les dosages ELISA. 

 

Test de cicatrisation cellulaire 

Des cellules BEAS-2B confluentes ont été préparées dans des plaques à 24 puits. Les cellules 

ont été blessées avec une pointe de pipette et les cellules ont été rincées avec du PBS pour 

retirer les cellules décollées. Le milieu complet a été changé par du milieu AEC appauvri (sans 

facteur de croissance, Promocell, Heidelberg, Allemagne). Les cytokines recombinantes 

humaines IL-19, IL-20, IL-22 et IL-24 ont été ajoutées au milieu de culture à une concentration 

de 10 ng/mL. Les zones blessées ont été photographiées (grossissement x120) aux temps 

indiqués (0, 24, 48 et 72h). L'imagerie temporelle a été réalisée à l'aide d'un système de 

microscopie Zeiss ObserverZ.1 (Zeiss) avec 10 lentilles sèches (Plan Neofluar 10x / 0.3 Ph1) et 

équipé d'une chambre thermorégulée à 37 °C et 5% CO2. Une image DIC est prise toutes les 

30 minutes pendant 72 heures par une caméra sCMOS Prime 95B (Photometrics) et traitée 

avec le logiciel ZEN blue 2.3 (Zeiss). L'analyse quantitative des taux de fermeture de la blessure 

est réalisée avec le logiciel Fiji (NIH) délimitant les limites de la blessure et déterminant la 

surface libre. 

 

Dosage des cytokines par ELISA 

Pour les cellules mTEC, mIL-6 (Invitrogen, Thermo Scientific) et mCXCL-1 (R&D system, 

Abingdon, UK) ont été mesurées en utilisant des kits ELISA selon les recommandations du 

fabricant. Pour les cellules BEAS-2B, les concentrations de l’hIL-6, l’hIL-8 et de hCXCL-1 ont été 

dosées dans des surnageants cellulaires en utilisant des kits ELISA de chez de R&D system. 
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Extraction d’ARN et RT-qPCR  

L'ARN total a été isolé des cellules en utilisant TRIzolR Reagent (Ambion) et quantifié par le 

NanoVue Plus (Healthcare Bio-sciances AB). La transcription inverse a été réalisée avec un kit 

de transcription inverse d'ADNc haute capacité (Applied Biosystems) selon les instructions du 

fabricant. Les ADNc ont été soumis à une PCR quantitative (QuantStudio 12K Flex Applied 

Biosystems) en utilisant des amorces spécifiques pour des souris (cellules mTEC) ou humaines 

(cellules BEAS-2B) (Table 1 et 2, respectivement) (Eurofins Genomics). L'expression du 

transcrit relatif d'un gène est donnée sous la forme -2ΔΔCt en utilisant la Gapdh de la souris 

et l'actine humaine comme gène de ménage. 

Table 1 : Séquence des amorces de souris utilisées pour la RT-qPCR 

Cibles Amorces Séquences 

Souris GAPDH Sens 

Anti-sens 

5’-TGTTTCCTCGTCCCGTAGACAA-3’ 

5’-GGCAACAATCTCCACTTTGCC-3’ 

Souris  IL-19 Sens 

Anti-sens 

5’-TGTGTGCTGCATGACCAACAA-3’ 

5’-GGCAATGCTGCTGATTCTCCT-3’ 

Souris  IL-20 Sens 

Anti-sens 

5’-TCTTGCCTTTGGACTGTTCTCC-3’ 

5’-GTTTGCAGTAATCACACAGCTTC-3’ 

Souris IL-24 Sens 

Anti-sens 

5’-CCACTCTGGCCAACAACTTCAT-3’ 

5’-TCTGCGGAACAGCAAAAACC-3’ 

Souris IL-20Rb Sens 

Anti-sens 

5’-CAGGTGCTTCCAGTCCGTCT-3’ 

5’-CTCTCCTGGAATCCCCAAAGT-3’ 

Souris CXCL-1 Sens 

Anti-sens 

5’-ATCGCACCCAAACCGAAGTC-3’ 

5’-TGGGGACACCTTTTAGCATCTT-3’ 

Souris S100a7 Sens 

Anti-sens 

5’-TGCTCTTGGATAGTGTGCCTC-3’ 

5’-GCTCTGTGATGTAGTATGGCTG-3’ 

Souris S100a8 Sens 

Anti-sens 

5’-TCCTTGCGATGGTGATAAAA-3’ 

5’-GGCCAGAAGCTCTGCTACTC-3’ 

Souris S100a9 Sens 

Anti-sens 

5’-CACCCTGAGCAAGAAGGAAT-3’ 

5’-TGTCATTTARGAGGGCTTCATTT-3’ 

Souris LL-37 Sens 

Anti-sens 

5’-GGCAGCTACCTGAGCAATGTG-3’ 

5’-CCAGGCTCGTTACAGCTGATGT-3’ 

Souris LCN2 Sens 

Anti-sens 

5’-TGGCCCTGAGTGTCATGTG-3’ 

5’-CTCTTGTAGCTCATAGATGGTGC-3’ 

Souris Occludine Sens 

Anti-sens 

5’-CAGCCTTCTTTTCGGAAGACT-3’ 

5’-GGTAGACAGCTCCCTATGACTACTG-3’ 

Souris E-cadhérine Sens 

Anti-sens 

5’-TTGAAAGTCCACCTCCTTACAGA-3’ 

5’-CCGGATAAAAAGAGTACGCTGG-3’ 
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Table 2 : Séquence des amorces humaines utilisées pour la RT-qPCR 

Cibles Amorces Séquences 

Humain Actine Sens 

Anti-sens 

5’-AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3’ 

5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’ 

Humain IL-19 Sens 

Anti-sens 

5’-ATCCAAGCTAAGGACACCTTCC-3’ 

5’-GTCACGCAGCACACATCTAAG-3’ 

Humain IL-20 Sens 

Anti-sens 

5’-TTTTCTGAGATACGGGGCAGT-3’ 

5’-GTCTTAGCAAATGGCGCAGGA-3’ 

Humain IL-24 Sens 

Anti-sens 

5’-CAACTGCAACCCAGTCAAGAAA-3’ 

5’-TGCTCTCCGGAATAGCAGAAA-3’ 

Humain IL-20Rb Sens 

Anti-sens 

5’-TTCCACCTGGTTATTGAGCTGG-3’ 

5’-TGGAATACCCCCACTCCTCAC-3’ 

Humain CXCL-1-2 Sens 

Anti-sens 

5’-TCACCCCAAGAACATCCAAAGT-3’ 

5’-TTGAGGCAAGCTTTCCGC-3’ 

Humain S100a8 Sens 

Anti-sens 

5’-ATGTTGACCGAGCTGGAGAAA-3’ 

5’-TGAGGACACTCGGTCTCTAGCA-3’ 

Humain S100a9 Sens 

Anti-sens 

5’-TGGAGGACCTGGACACAAATG-3’ 

5’-CACCCTCGTGCATCTTCTCG-3’ 

Humain DEFB1 Sens 

Anti-sens 

5’-CACTTGGCCTTCCCTCTGTA-3’ 

5’-CGCCATGAGAACTTCCTACC-3’ 

 

 

Analyses statistiques 

Toutes les expériences ont été répétées au minimum 3 fois. Les résultats sont exprimés en 

moyenne ± SEM. Une analyse de Mann-Whitney U et Kruskal-Wallis non paramétrique suivie 

de tests post-Dunns a été effectuée pour déterminer les différences significatives entre les 

groupes en utilisant la version 5.00 du logiciel GraphPad Prism. Les différences 

statistiquement significatives ont été définies comme suit: * P <0,05, ** P <0,01 et *** P 

<0,001. 
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RÉSULTATS 

Les cellules épithéliales produisent les cytokines de la famille IL-20 en réponse aux bactéries 

Nous avons d'abord analysé l'expression des cytokines IL-20 et de leurs récepteurs dans 

l'épithélium des voies respiratoires (mTEC) des souris témoins et des animaux exposés de 

façon chronique à CS et sa modulation in vitro par l’infection avec Sp ou NTHi. Chez les souris 

Air, l'infection à Sp et NTHi a augmenté significativement l'expression de l'Il-19 et de l'Il-24, 

mais pas de l'Il-20 (Figure 1). L'exposition à CS sans infection avait tendance à augmenter 

l'expression de l'Il-19 et de l'Il-24 par les cellules mTEC. En revanche, l'activation par Sp et NTHi 

n'a pas augmenté l'expression de l'ARNm des cytokines de la famille IL-20 dans des cellules 

mTEC de souris exposées à CS. De plus, nous avons analysé la sécrétion de ces cytokines dans 

les surnageants cellulaires collectés après 24h d'activation. De manière surprenante, les 

cellules mTEC infectées par Sp et NTHi ne produisaient pas de quantités détectables de 

cytokines IL-20 dans les surnageants cellulaires provenant de souris exposées à l’air et à la CS 

(données non présentées). De plus, l'infection par Sp et NTHi a légèrement augmenté 

l'expression du récepteur de l'Il-20rb chez les souris exposées à l'air et à la CS tandis que 

l'expression de l'ARNm pour l'Il-20ra et l'Il-22ra n'a pas été modulée. 

 

Figure 1 : Production des cytokines de la famille IL-20 et de leurs récepteurs par l'épithélium 

respiratoire murin au cours de l'infection bactérienne.  

A) Expression génique des cytokines IL-20 et de l’IL-20Rb par des cellules épithéliales trachéales de 

souris (mTEC) exposées à l'air, infectées par Sp ou NTHi (n = 12) et traitées ou non avec un anticorps 

neutralisant anti-IL-20Rb (n = 7). B) Expression génique des cytokines IL-20 et de l’IL-20Rb par les 

cellules mTEC de souris exposées à la fumée de cigarette (CS) (n = 6), infectées par Sp ou NTHi (n = 7) 

et exposées à CS et traitées ou non avec un anticorps neutralisant anti-IL-20Rb (n = 3). Les résultats 

sont relatifs à l'expression de la Gapdh et rapportés au milieu seul chez les souris Air. * P <0,05, ** P 

<0,01 et *** P <0,001. 
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Afin de transposer nos données chez l'homme, nous avons exposé des cellules BEAS-2B 

(cellules épithéliales bronchiques normales immortalisées) à un extrait soluble de CS 3h avant 

l'infection par Sp et NTHi. Nos données ont montré que l'exposition à CS augmente faiblement 

l'expression de l'ARNm d’Il-19 et d’Il-24 (Figure 2). De plus, l'activation par NTHi amplifiait 

fortement l'expression des trois cytokines de manière significative alors que Sp n’augmentait 

que très faiblement le taux d'Il-19 et d'Il-24. La pré-exposition à CS augmente l’expression de 

l’Il-9 et de l’Il-24 alors qu’elle n'a pas modulé l'expression de ces cytokines en présence de Sp 

et de NTHi. Nous avons également analysé la sécrétion des protéines correspondantes. 

Comme précédemment montré avec les cellules mTEC, nous n’avons pas détecté une 

sécrétion accrue d'Il-19, Il-20 et Il-24 dans les surnageants de cellules BEAS-2B après activation 

avec NTHi et Sp (données non présentées). En outre, l'expression de l'Il-20rb n'a été que 

modérément augmentée par l'infection par Sp alors que l'exposition à CS et à NTHi n'a eu 

aucun effet. L'addition de l'anticorps bloquant anti-IL-20Rb ne modulait pas significativement 

la production des cytokines IL-20 et d'IL-20Rb à la fois dans les cellules mTEC et les cellules 

BEAS-2B. 

 

Figure 2 : Production des cytokines de la famille IL-20 et de leurs récepteurs par la lignée cellulaire 

d’épithélium bronchique humain (BEAS-2B) au cours de l'infection.  

A) Expression génique des cytokines IL-20 et de la sous-unité IL-20Rb par les cellules BEAS-2B infectées 

par Sp ou NTHi  et traitées ou non avec l'anticorps neutralisant anti-IL-20Rb (n = 4). B) Expression 

génique des cytokines IL-20 et de la sous-unité IL-20Rb par les cellules BEAS-2B pré-traitées avec de 

l’extrait de fumée de cigarette (CSE), infectées par Sp ou NTHi et traitées ou non avec l'anticorps 

neutralisant anti-IL-20Rb (n = 3). Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM de 2-Ct en utilisant 

les cellules correspondant au milieu seul comme référence et l’actine comme gène de référence. * P 

<0,05, ** P <0,01 et *** P <0,001. 
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Pour consolider ces données, nous avons analysé l'expression de ces cytokines et de leurs 

récepteurs dans des coupes histologiques pulmonaires de souris exposées à l'air et à la CS, 

infectées ou non par Sp et NTHi. Nos données ont révélé une expression décelable en base 

pour IL-19 et IL-24 dans les cellules épithéliales des voies aériennes, mais pas d’IL-20 (Figure 

3). L'infection par NTHi ainsi que par Sp chez les souris exposées à l'air a augmenté l'expression 

de toutes ces cytokines à la fois au niveau de l’épithélium bronchique et dans les infiltrats 

cellulaires péri-bronchiques et péri-vasculaires. L'exposition à CS amplifie également 

l'expression des cytokines IL-20 dans l’épithélium bronchique et dans les cellules 

inflammatoires présentes dans les espaces péri-bronchiques et alvéolaires. Chez les souris 

exposées à CS, l'infection par Sp et NTHi n'a pas amplifié le marquage des cytokines IL-20. Le 

pourcentage de cellules positives dans l'infiltrat inflammatoire était similaire tandis que le 

nombre total de cellules inflammatoires était plus élevé après une infection bactérienne. 

Concernant l'expression des récepteurs, la coloration obtenue pour l’IL-20Ra et l’IL-22Ra n'a 

pas été modulée dans l’AEC quelle que soit la condition étudiée (données non montrées). Les 

deux récepteurs sont exprimés dans ces cellules au départ. En revanche, l'expression d’IL-

20Rb était presque indétectable au départ dans l’épithélium ainsi que dans le poumon entier.  
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Figure 3 : L'infection bactérienne et l'exposition à la CS augmente l'expression des cytokines IL-20 et 

de leurs récepteurs IL-20Rb dans les coupes de poumons chez la souris. 

Les poumons de souris exposées à l'air et à la cigarette ont été recueillis 24h après l'infection par Sp et 

NTHi ou après l'administration intranasale de PBS (n = 3-4 pour chaque condition). Le marquage de l’IL-

19, l’IL-20, l’IL-24 et l’IL-20Rb a été évalué par immunohistochimie (coloration brune). Une coloration 

positive a été observée dans les cellules épithéliales bronchiques et alvéolaires ainsi que dans les cellules 

inflammatoires. 

 

L'infection par Sp et NTHi a amplifié l’expression de l’IL-20Rb à la fois dans l’épithélium 

bronchique et dans les cellules inflammatoires. L'exposition à CS a également augmenté cette 

expression dans les deux types de cellules et l'infection principalement par NTHi a un effet 

additif sur l'expression de l'IL-20Rb dans l'épithélium bronchique et les infiltrats 

inflammatoires. 
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L'exposition à des cytokines recombinantes favorise la défense antibactérienne des cellules 

mTEC in vitro 

 

Afin d’étudier la fonction des cytokines IL-20 lors de la réponse épithéliale aux bactéries, nous 

avons analysé l'expression génique des cytokines de la famille Il-20, de la sous-unité IL-20Rb, 

de la chimiokine neutrophile Cxcl1, des peptides antimicrobiens (AMP) (S100a7, S100a8, 

S100a9, Ll37 (également nommé Cramp) et Lcn2) ainsi que des protéines impliquées dans les 

jonctions cellulaires (E-caherine et occludine). Alors que l'IL-22 augmentait la production de 

Cxcl1, l'exposition à l’IL-19 et à l’IL-24 murines recombinantes favorisait l'expression de l'Il-19 

dans les cellules mTEC obtenues chez les souris Air mais pas chez les souris exposées au CS 

(Table 3). L'addition de mIL-19 amplifie également significativement l'expression génique de 

S100a9 des cellules mTEC Air et une tendance est observée avec mIL-20 et mIL-24. De manière 

surprenante, ces cytokines recombinantes ont amplifié l'expression de Lcn2 dans le mTEC 

provenant de souris exposées au CS mais pas dans les cellules de souris Air. 

 

Tableau 3 : Modulation de l'expression génique après stimulation par des cytokines IL-20 

recombinantes des cellules épithéliales trachéales murines (mTEC) de souris AIR (n = 14) ou de souris 

exposées à CS (n = 7). Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM de 2-Ct en utilisant les cellules 

correspondant au milieu seul comme référence et la Gapdh comme gène de référence. *: p <0,05 versus 

le milieu seul. 

 mIL-19 mIL-20 mIL-22 mIL-24 

Gènes 
cibles 

Air 
mTEC 

CS 
mTEC 

Air 
mTEC 

CS 
mTEC 

Air 
mTEC 

CS 
mTEC 

Air 
mTEC 

CS 
mTEC 

Il-19 3.89 ± 
1.49* 

5.71 ± 
3.00 

1.32 ± 
0.38 

5.26 ± 
3.91 

1.99 ± 
0.86 

5.32 ± 
3.20 

10.92 ± 
4.23* 

5.17 ± 
2.79 

Il-20 2.63 ± 
1.11 

0.83 ± 
0.24 

4.88 ± 
2.21 

4.58 ± 
3.23 

2.99 ± 
1.51 

1.08 ± 
0.46 

7.86 ± 
4.92 

1.09 ± 
0.61 

Il-24 0.84 ± 
0.21 

2.79 ± 
1.08 

0.81 ± 
0.17 

2.65 ± 
0.97 

1.12 ± 
0.34 

3.63 ± 
1.93 

1.96 ± 
0.86 

2.30 ± 
1.71 

Il-20rb 1.60 ± 
0.45 

1.97 ± 
1.14 

1.44 ± 
0.41 

1.32 ± 
0.21 

1.26 ± 
0.28 

5.55 ± 
4.66 

0.28 ± 
1.56 

1.28 ± 
0.44 

S100a7 2.18 ± 
1.21 

1.26 ± 
0.47 

2.23 ± 
1.28 

2.43 ± 
1.58 

2.56 ± 
1.79 

1.08 ± 
0.44 

1.91 ± 
1.05 

1.75 ± 
1.01 

S100a8 2.70 ± 
1.36 

1.62 ± 
0.49 

2.25 ± 
1.13 

3.64 ± 
2.25 

2.15 ± 
1.07 

1.60 ± 
0.47 

2.24 ± 
0.84 

1.49 ± 
0.38 

S100a9 11.30 ± 
7.18* 

11.84 ± 
11.1 

4.98 ± 
2.41 

4.53 ± 
2.61 

1.31 ± 
0.58 

3.30 ± 
2.51 

14.26 ± 
9.58 

1.61 ± 
0.86 

Ll37 0.78 ± 
0.11 

0.86 ± 
0.26 

0.89 ± 
0.17 

0.86 ± 
0.15 

1.19 ± 
0.19 

1.26 ± 
0.51 

1.87 ± 
0.57 

0.82 ± 
0.26 

Lcn2 1.83 ± 
0.72 

31.21 ± 
22.62* 

1.76 ± 
0.72 

2.81 ± 
1.96 

3.25 ± 
1.93 

26.36± 
22.37* 

1.21 ± 
0.11 

19.10 ± 
16.94* 

Cxcl1 1.31 ± 
0.21 

4.16 ± 
2.13 

1.46 ± 
0.41 

2.09 ± 
0.99 

4.20 ± 
0.84* 

6.39 ± 
2.35* 

1.95 ± 
0.59 

2.25 ± 
0.67 

E-
cadhérine 

1.03 ± 
0.14 

3.63 ± 
2.75 

0.94 ± 
0.09 

0.82 ±  
0.25 

1.03 ± 
0.16 

2.28 ± 
1.38 

0.95 ± 
0.12 

0.97 ± 
1.82 

Occludine 0.92 ± 
0.14 

9.41 ± 
2.75 

0.95 ± 
0.10 

0.79 ± 
0.22 

1.07 ± 
0.13 

4.88 ± 
3.51 

1.77 ± 
0.69 

1.95 ± 
0.66 
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Ces données ont montré que les cytokines IL-20 et plus spécifiquement l’IL-19 sont capables 

d'induire une boucle autocrine positive. De plus, l'activation des mTEC par ces cytokines 

favorise l'expression génique de S100a9 alors qu'après une exposition chronique à CS, elles 

permettent également d’amplifier l'expression génique de Lcn2. 

 

Les cytokines de la famille IL-20 modulent la réponse de l’épithélium bronchique aux 

bactéries Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae non typable. 

 

Puisque l'infection par des bactéries a activé la production des cytokines IL-20 dans 

l’épithélium bronchique, nous avons émis l'hypothèse que ces cytokines pouvaient moduler 

la réponse antimicrobienne de l’épithélium respiratoire à l’infection par Sp. Pour cela, nous 

avons neutralisé le récepteur IL-20Rb avec l'anticorps monoclonal 20RNTC. L'infection par 

NTHi des cellules mTEC de souris Air a significativement augmenté l'expression de S100a8, 

S100a9, Lcn2 et Ll37 alors que l'addition de Sp a seulement amplifié l'expression de S100a8 et 

S100a9 (Figure 4). L'addition de l'anticorps anti-IL-20Rb a diminué l'expression génique induite 

par NTHi de S100a8, S100a9 et Lcn2 alors que ce traitement avait tendance à amplifier 

l'expression de Ll37 en présence de Sp. 

Nous avons également analysé l'expression de l'ARNm de Cxcl1 à 4 h (Figure 4A). Alors que 

l'infection amplifiait fortement l'expression de Cxcl1, l'addition de l'anticorps ne modulait pas 

ce paramètre. En outre, nous avons mesuré la sécrétion de CXCL1 et d’IL-6 dans les 

surnageants de cellules recueillies à 24h. Comme attendu, l'infection amplifie fortement 

l'expression des deux cytokines. Le traitement avec l'anticorps anti-IL-20Rb tend à augmenter 

la sécrétion à la fois de CXCL1 et d'IL-6 en présence de NTHi alors qu'il n'y avait aucune 

modulation en présence de la bactérie Sp. 

Nous avons effectué la même analyse avec les cellules mTEC de souris exposées à la CS (Figure 

4B). Il n'y avait pas de modulation significative de la réponse à NTHi et Sp dans les mTEC de 

souris exposées à la CS par rapport aux mTEC de souris Air. Cependant, le traitement avec 

l'anticorps anti-IL-20Rb après exposition à CS ne modulait pas l'expression de S100a8, S100a9 

et Lcn2 induite par NTHi et Sp alors qu'elle inhibait l'expression de Ll37. De plus, ce traitement 

n'a pas affecté l'expression et la sécrétion de CXCL1 et d'IL-6 en réponse à NTHi et Sp dans le 

surnageant de cellules de souris exposées au CS. 
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Figure 4 : Etude de la fonction des cytokines IL-20 au cours d'une infection bactérienne sur des cellules 

épithéliales trachéales de souris (mTEC) 

A) Les cellules mTEC sont obtenues chez des souris exposées à l’Air et sont infectées in vitro par Sp ou 

NTHi. B) Les cellules mTEC sont obtenues chez des souris exposées à la cigarette et sont infectées in 

vitro par Sp ou NTHi. A & B) Les cellules sont préalablement traitées ou non avec l'anticorps neutralisant 

anti-IL-20Rb. L'expression génique des peptides antimicrobiens S100a8, Lcn2 et Ll37 ainsi que Cxcl1 est 

exprimée de manière relative au contrôle des cellules en milieu seul, et le dosage protéique d'IL-6 et 

CXCL1 est exprimé en pg/mL. mTEC de souris AIR (n = 6), mTEC de souris CSE (n = 3). * P <0,05, ** P 

<0,01 et *** P <0,001. 

 

Les mêmes expériences ont été réalisées avec des cellules BEAS-2B humaines. Comme pour 

les cellules mTEC, l’infection avec NTHi et Sp a augmenté l'expression de CXCL1, IL-6 et IL-8 

dans les surnageants de cellules exposées ou non à CS (Figure 5). Concernant l’expression des 

peptides antimicrobiens, l'addition de Sp mais pas de celle de NTHi a augmenté l'expression 

de S100a8, S100a9 et Defb1 dans les cellules BEAS-2B tandis que l'exposition à CS a diminué 

l'expression de Defb1 (Figure 5). La neutralisation du récepteur IL-20Rb a diminué l'expression 

de peptides antimicrobiens induite par Sp dans les cellules contrôles mais pas dans les cellules 
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exposées au CSE. La sécrétion de CXCL1, IL-6 et IL-8 n'était pas modulée par le traitement avec 

l'anticorps anti-IL-20Rb quelle que soit la condition. 

 
Figure 5 : Etude de la fonction des cytokines IL-20 lors d'une infection bactérienne sur une lignée 

cellulaire d'épithélium bronchique humain (BEAS-2B).  

A) Les cellules BEAS-2B sont maintenues en milieu seul et sont infectées par Sp ou NTHi. B) Les cellules 

BEAS-2B sont exposées à l'extrait de fumée de cigarette (CSE) et sont infectées par Sp ou NTHi. A & B) 

Les cellules sont préalablement traitées ou non avec l'anticorps neutralisant anti-IL-20Rb (n = 4). 

L’expression génique des peptides antimicrobiens S100a8, S100a9 et Defb1 ainsi que Cxcl1-2 est 

quantifiée. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM de 2-Ct en utilisant les cellules 

correspondant au milieu seul comme référence et l’actine comme gène de référence et le dosage 

protéique d'IL-6, IL-8 et CXCL1 est exprimé en pg/mL. * P <0,05, ** P <0,01 et *** P <0,001. 

 

Pour conclure, les cytokines de la famille IL-20 semblent moduler la production des peptides 

antimicrobiens induits lors d'une infection bactérienne mais pas la production de cytokines 

inflammatoires. 
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Les cytokines IL-20 accélèrent la cicatrisation des cellules épithéliales BEAS-2B 

Comme il a déjà été décrit dans un modèle de kératinocyte (Rutz et al., 2014), les cytokines IL-

20 sont connues pour favoriser la cicatrisation dans ce tissu. Nous avons analysé l'effet des 

cytokines IL-20 sur les cellules épithéliales pulmonaires BEAS-2B. L'addition de cytokines IL-20 

recombinantes a significativement augmenté la cicatrisation par rapport au milieu seul (Figure 

6). L'effet est similaire à celui de l'effet observé avec rhIL-22 (données non rapportées). 

L'addition de l’anticorps anti-IL-20Rb neutralise partiellement l'effet des cytokines IL-20 

recombinantes. Le traitement avec le CSE a modifié la cicatrisation au départ comme décrit 

précédemment (Van Winkle et al., 2001). Fait intéressant, ce traitement a également inhibé 

l'effet positif des cytokines IL-20 recombinantes sur la cicatrisation. Après exposition au CSE, 

l'anticorps neutralisant tend à augmenter la cicatrisation, contrairement à l'effet observé dans 

le milieu non exposé au CSE. 

 

Figure 6 : Les cytokines IL-20 favorisent la cicatrisation de la lignée cellulaire épithéliale bronchique 

humaine BEAS-2B 

 Les cellules BEAS-2B sont stimulées avec les cytokines recombinantes humaines IL-19, IL-20 ou IL-24. 

Les cellules sont traitées ou non avec un extrait de fumée de cigarette (n = 4). L'anticorps anti-IL-20Rb 

est testé dans chaque condition. La réparation épithéliale est évaluée par vidéo-microscopie à 0, 24, 48 

et 72h. * P <0,05 et ** P <0,01 versus milieu seul. 
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Ces données ont montré que les cytokines IL-20 favorisent la cicatrisation de l’épithélium 

bronchique humain dans des conditions physiologiques. En revanche, l'exposition au CSE a 

modifié ce processus et la réponse aux cytokines IL-20. 

 

L’effet de l’administration locale d’un anticorps dirigé contre le récepteur IL-20Rb chez des 

souris infectées par Streptococcus pneumoniae est dépendant du temps. 

Ensuite, nous avons évalué l'effet de l'administration intranasale de l'anticorps anti-IL-20Rb 

suite à l'infection par Sp chez la souris. Comme indiqué dans la Figure 7A, ce traitement a 

d'abord diminué la charge bactérienne dans le LBA et le poumon comme indiqué au jour 1 

(D+1). En revanche, au jour 3 (D+3), ce traitement a augmenté la charge bactérienne dans les 

poumons alors qu’elle était diminuée dans le sang. Aux deux temps, ce traitement a diminué 

l'expression de l'ARNm de S100a8 (Figure 7B) et S100a9 (non représenté) alors qu'il n'a pas 

modulé l'expression de Defb2 (Figure 7B), Lcn2 et Ll37 (non représenté). De plus, le traitement 

avec l'anticorps anti-IL-20Rb a également diminué au Jour3 post-infection, le nombre total de 

cellules dans le LBA ainsi que les nombres de neutrophiles et de cellules dendritiques (DC) 

dans les poumons (Figure 7C). 
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Figure 7 : L'administration locale d’un anticorps anti-IL-20Rb diminue la charge bactérienne et le 

recrutement cellulaire chez les souris infectées par Streptococcus pneumoniae. 

 A) L'administration intranasale de l'anticorps anti-IL-20Rb neutralisant (50 μg/souris) à 24 heures 

avant l'infection par Sp a diminué la charge bactérienne dans le lavage broncho alvéolaire (LBA), le 

poumon et le sang à D+1 post-infection. B) L’expression génique de S100a8 et de Defb2 a été évaluée 

dans les poumons de souris collectés à D+1 et D+3 post-infection par RT-qPCR. Les résultats sont 

exprimés en moyenne ± SEM de 2-Ct en utilisant comme gène de référence la Gapdh. C) Le nombre 

total de cellules a été évalué dans le LBA et le poumon. La numération des neutrophiles (F4/80-, Ly6G+, 

CD11b+, CD11c-) et des cellules dendritiques myéloïdes (F4 /80-, Ly6G-, CD11c+, I-Abhigh) a également été 

mesurée par cytométrie de flux à D+3 post-infection dans le poumon de souris. * P <0,05, ** P <0,01 et 

*** P <0,001. 

Dans l'ensemble, ces données suggèrent que le blocage de la voie de signalisation des 

cytokines de la famille IL-20 dans le poumon a un effet biphasique sur l'infection respiratoire 

par Sp. Tout d'abord, ce traitement a augmenté la clairance bactérienne tandis qu'à jour 3, il 

a facilité le développement des bactéries probablement par l'inhibition de la production de 

peptides antimicrobiens et du recrutement de neutrophiles. 
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DISCUSSION 

Les cellules épithéliales des voies respiratoires contribuent à la défense innée du poumon en 

mettant en place une activité antibactérienne directe, qui est en partie médiée par la 

production de protéines et de peptides antimicrobiens (PAM) (Hiemstra, 2015). En plus des 

AMP qui sont exprimés à l'état basal, ils peuvent être induits suite à la reconnaissance des 

micro-organismes ou des structures microbiennes par des récepteurs de reconnaissance. 

Cette réponse est modulée par des cytokines telles que l'IL-22 (Rutz et al., 2014). Alors que 

son rôle lors des infections bactériennes respiratoires est essentiel pour la protection dans le 

poumon, le rôle des cytokines de la famille IL-20 n'a pas été étudié alors qu'elles partagent 

des fonctions similaires sur les cellules épithéliales cutanées. Nous avons présentement 

rapporté que l'infection par Sp et NTHi favoriserait l'expression des cytokines IL-20 dans les 

cultures d’épithélium respiratoire alors que les protéines correspondantes ont été détectées 

uniquement par immuno-histochimie. Comme l'expression de l'Il-20rb était également 

augmentée après l'infection, nous avons analysé le rôle de ces cytokines dans la réponse 

antibactérienne par l'épithélium des voies respiratoires. De façon surprenante, l'activation des 

cellules épithéliales pulmonaires par les cytokines IL-20 recombinantes n'a pas favorisé la 

production de cytokines et de protéines de jonctions cellulaires contrairement à ce qui est 

décrit pour l'IL-22. Néanmoins, l'activation par les cytokines recombinantes favorise 

l'expression des calgranulines et le blocage de la voie de signalisation des cytokines de la 

famille IL-20 inhibe l'expression de certains peptides antimicrobiens et de cytokines induites 

par Sp et NTHi dans l’épithélium respiratoire. De plus, les cytokines IL-20 accélèrent la 

cicatrisation des cellules BEAS-2B. Ces données peuvent en partie expliquer certains des effets 

in vivo de l'administration locale de l'anticorps anti-IL-20Rb. L’exposition à CS favorise 

l'expression de ces cytokines alors qu'elle altère la fonction de l'IL-20Rb suggérant un rôle 

différent pour les cytokines IL-20 pendant la BPCO. 

Nos données ont montré que l'infection pulmonaire favorise l'expression des cytokines IL-20 

dans l’épithélium respiratoire, un résultat obtenu après stimulation in vitro avec les bactéries. 

Bien que la protéine semble être transcrite comme révélée par immunohistochimie, des 

niveaux très faibles sont détectés dans les surnageants de culture suggérant un effet autocrine 

ou paracrine pour ces cytokines. De plus, la fumée de cigarette favorise également leur 

expression dans les cultures d’épithélium respiratoire alors qu'il n'y a pas d'effet additif entre 

les deux stimuli suggérant qu'ils sont induits par des voies de signalisation similaires 

(potentiellement la voie de signalisation NF-kB). Nous avons également observé que les 

cytokines IL-20 peuvent favoriser leur propre expression dans les cultures témoins, mais pas 

après l'exposition à la fumée de cigarette. Pour cette raison, ce mécanisme n'est 

probablement pas impliqué dans le contexte de l'exposition à CS. Cet effet est associé à une 

surexpression de l’IL-20Rb mais pas de l’IL-20Ra qui est fortement exprimée dans les poumons 

de souris témoins. Comme indiqué précédemment, l'IL-20Ra et l'IL-22Ra sont fortement 

exprimées dans l’épithélium respiratoire en base (Gong et al., 2014) (Rutz et al., 2014). Ceci 

suggère une fonction importante du récepteur IL-20Rb lors de l'exposition bactérienne et 

après l'exposition au CS. 
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Pour le démontrer, nous avons analysé tout d'abord les conséquences de la stimulation par 

les cytokines IL-20 sur les mTEC des souris exposées à l'air ou à CS. Contrairement à l'IL-22, les 

cytokines IL-20 n'induisent pas in vitro l'expression de la chimiokine Cxcl1. Concernant les 

peptides antimicrobiens, les cytokines de la famille IL-20 favorisent l'expression de S100a9 

uniquement chez les souris Air, alors que chez les souris CS, ces cytokines favorisent 

l'expression génique de Lcn2. Ceci suggère que l'exposition à CS modifie la réponse aux 

cytokines IL-20 bien que cela ne diminue pas l'expression des récepteurs. L'activation des 

récepteurs des cytokines l'IL-20 induit l'activation de STAT3 et de MAPK. Nous pouvons 

supposer que l'exposition in vitro aussi bien qu'in vivo à la fumée de cigarette pourrait moduler 

l'équilibre entre ces deux voies de signalisation et par ce mécanisme, moduler la transcription 

de différents gènes. Des expériences supplémentaires sont nécessaires pour valider cette 

hypothèse. De plus, la stimulation par les cytokines IL-20 recombinantes n'a pas modulé 

l'expression des protéines de jonctions cellulaires dans les cultures. Bien que les cytokines IL-

20 ne modulent pas les médiateurs inflammatoires ainsi que les protéines de jonctions 

cellulaires, elles accélèrent la cicatrisation de l’épithélium dans la lignée cellulaire humaine 

BEAS-2B. Cet effet peut être la conséquence d'une prolifération accrue de ces cellules comme 

cela a déjà été démontré dans les kératinocytes (Sa et al., 2007). Cet effet pourrait également 

impliquer la modulation de la migration cellulaire comme indiqué précédemment dans 

d'autres types de cellules (Sabat et al., 2014). Fait intéressant, la pré-exposition à la fumée de 

cigarette inhibe l'effet de ces cytokines sur le phénomène de cicatrisation. L'exposition 

chronique à la CS étant associée à une régénération altérée de l'épithélium des voies 

respiratoires, nos données expliquent pourquoi la surexpression des cytokines IL-20 détectées 

dans ce contexte n'est pas associée à une délétion de cet effet. De manière intéressante, 

l'effet inhibiteur de la fumée de cigarette a également été observé en présence d'IL-22 

montrant que cet effet n'est pas limité aux cytokines IL-20 (données non présentées). Des 

expériences supplémentaires sont nécessaires pour définir le mécanisme d’inhibition 

provoqué par la fumée de cigarette. Au total, ces données suggèrent que les cytokines IL-20 

contrôlent principalement la production de peptides antimicrobiens et le phénomène de 

réparation cellulaire de l’épithélium respiratoire. 

Ces données associées au fait que l'infection bactérienne a augmenté l'expression des 

cytokines IL-20 dans l'épithélium respiratoire suggèrent fortement que ces cytokines 

pourraient participer in vivo à l'activité antibactérienne de ces cellules. Pour confirmer cela, 

nous avons analysé les conséquences de l'administration intranasale de l'anticorps anti-IL-

20Rb chez des souris infectées par Sp. Ce traitement réduit la charge bactérienne dans les 

poumons au J+1 mais pas à J+3 post-infection. Ce traitement est associé à une diminution du 

niveau d'expression de la calgranuline, à une diminution du nombre de cellules totales dans 

le LBA et à un nombre de neutrophiles et de DC réduit dans les poumons. Ces données 

suggèrent que pendant le pic d'expression des cytokines IL-20 (J+1), ces cytokines ont un 

impact inhibiteur sur la clairance bactérienne dans les poumons, comme rapporté 

précédemment dans la peau (Myles et al., 2013). Selon nos données, ceci n'est probablement 

pas lié à la modulation d’expression des peptides antimicrobiens ni à l’augmentation de la 

production des cytokines Th17 comme précédemment décrit (Myles et al., 2013). Cependant, 
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d'autres mécanismes de défense antimicrobiens peuvent également être affectés dans 

l'épithélium et contribuer à l'augmentation de l'activité antibactérienne. En plus des divers 

peptides antimicrobiens, les lipides antimicrobiens et les espèces réactives de l'oxygène 

contribuent également à l'activité bactéricide de l'épithélium des voies respiratoires 

(Hiemstra, 2015). De plus, nous pouvons émettre l'hypothèse que ce traitement module la 

fonction d'autres cellules exprimant les récepteurs aux cytokines IL-20 tels que les 

macrophages, les cellules dendritiques et les neutrophiles (Rutz et al., 2014) (Gough et al., 

2017). A J+3, l'anticorps anti-IL-20Rb favorise encore la clairance bactérienne qui néanmoins 

semble encore persister dans le sang. Cela pourrait être dû à l'effet inhibiteur des cytokines 

IL-20 sur l'activité bactéricide des neutrophiles, tel que rapporté in vitro (Gough et al., 2017). 

Pour mieux déchiffrer le rôle des cytokines IL-20 dans la fonction épithéliale pulmonaire, 

l'effet du traitement avec un anticorps bloquant anti-IL-20Rb a également été analysé sur les 

AEC activées par des bactéries. Nos données révèlent que ce traitement diminue 

principalement la production de certains peptides antimicrobiens, y compris la calgranuline et 

Lcn2 dans l’épithélium pulmonaire de souris Air, alors que la production de Ll37 et les β-

défensines ne sont pas affectées. La réponse mise en place par l’épithélium pulmonaire de 

souris exposées à CS est différente, car le blocage de la voie de signalisation des cytokines IL-

20 diminue la production de Ll37 mais pas de calgranulines et de Lcn2. De plus, ce traitement 

augmente la production de CXCL1 chez les souris exposées à l'air, ce qui suggère que les 

cytokines IL-20 pourraient également moduler le recrutement des cellules inflammatoires 

dans ce contexte. Cependant, ces mécanismes n'expliquent pas l'effet promoteur in vivo de 

l'anticorps anti-IL-20Rb sur la clairance bactérienne. Le développement de souris KO avec une 

délétion spécifique de l'IL-20Rb au niveau de l’épithélium pulmonaire est nécessaire pour 

mieux étudier le rôle de l'épithélium des voies respiratoires et la fonction de ces cytokines. 

Une fois de plus, l'exposition à la fumée de cigarette modifie l'effet de l'anticorps bloquant sur 

cette chimiokine, confirmant que l'exposition à CS modifie la transduction du signal induit par 

les cytokines IL-20. L'analyse du rôle de ces cytokines IL-20 dans le contexte de l'exposition 

chronique à la CS est nécessaire ainsi que leur implication lors de l'exacerbation de la BPCO 

par une infection bactérienne. 

Au final, nos données montrent l’implication des cytokines de la famille IL-20 au cours de 

l'infection bactérienne respiratoire et précisent le rôle de l’épithélium dans ce mécanisme. En 

effet, l’épithélium est impliqué à la fois dans la production de ces cytokines après infection 

bactérienne mais elles sont aussi leur première cible dans les poumons. Nous avons également 

rapporté que ces cytokines IL-20 ne jouent pas un rôle essentiel dans la fonction pro-

inflammatoire de ces cellules bien qu'elles contrôlent principalement la production de 

peptides antimicrobiens ainsi que le processus de régénération de l’épithélium respiratoire. 

L'exposition à la fumée de cigarette favorise également l'expression de ces cytokines IL-20 et 

en même temps, elle modifie la fonction de leurs récepteurs. Dans leur ensemble, ces données 

soutiennent fortement l'implication des cytokines IL-20 au cours de l'infection bactérienne et 

suggèrent que ces cytokines pourraient participer à la susceptibilité à l'infection consécutive 

à l'exposition à la fumée de cigarette. Cela pourrait avoir des applications thérapeutiques dans 

le contexte de certaines maladies telles que la BPCO. 



Résultats : Chapitre III 
 

101 
 

Chapitre III : Mise en évidence de l’expression des cytokines de la famille IL-20 

dans l’appareil respiratoire humain (Données complémentaires) 

 

INTRODUCTION 

Des nombreux travaux de recherche ont mis en lumière l’expression des cytokines de la famille 

IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24) ainsi que de leurs récepteurs associés IL-20Ra, IL-20Rb et IL-22Ra 

dans différents organes ainsi que sur les cellules immunitaires chez l’homme. De plus, ces 

cytokines sont impliquées dans différentes pathologies inflammatoires (systémiques, 

intestinales ou cutanées). A l’heure actuelle, très peu de travaux ont été réalisés sur cette 

famille de cytokines dans le tissu pulmonaire humain. Nous savons que les cellules épithéliales 

expriment ces cytokines IL-20 ainsi que leurs récepteurs chez la souris. De plus, nous avons 

montré que l’expression de ces cytokines pouvait être modulée par l’exposition à la fumée de 

cigarette et en contexte infectieux. Ainsi nous nous sommes posé la question de savoir si ces 

dernières étaient exprimées dans le poumon et plus particulièrement dans l’épithélium 

respiratoire chez l’homme. De plus, au laboratoire nous nous intéressons particulièrement 

aux effets du tabac et notamment aux effets néfastes de celui-ci au niveau pulmonaire.  

Dans le cadre d’une collaboration avec les Docteurs Christelle CORAUX, Philippe BIREMBAULT  

et Myriam POLETTE de l’unité INSERM UMR-S 1250 Pathologies Pulmonaires et Plasticité 

Cellulaire (P3Cell) spécialisées dans l’épithélium pulmonaire, nous avons pu bénéficier 

d’échantillons pulmonaires humains. 

 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

 

Biopsies pulmonaires 

Des biopsies pulmonaires ont été récupérées suite à une lobectomie visant à la restriction de 

tumeur. Ces biopsies ont été prélevées dans la zone « saine » du poumon, déterminée par 

anatomopathologie.  

 

Immunohistochimie  

Les poumons sont fixés dans du formol et inclus dans de la paraffine et sont ensuite coupés 

au microtome à une épaisseur de 5µm. Les coupes de poumon sont ensuite déparaffinées en 

xylène (Acros Organics) et réhydratées avec des bains successifs d’alcool et d’eau. Le 

démasquage des épitopes est effectué dans du tampon phosphate pH 6,0 (Na2HPO4, 12H2O) 

pendant 15 minutes à 90°C. Le kit ab80436 - Détection HRP / DAB spécifique à la souris et au 

lapin (Abcam) est utilisé en suivant les recommandations du fabriquant pour détecter l'IL-19, 

l’IL-20 et l’IL-24 ainsi que pour les récepteurs IL-20Ra, IL-20Rb et IL-22Ra. La contre-coloration 

est réalisée avec de l'hématoxyline (Interchim) diluée au ½. Les anticorps primaires utilisés 

sont l’anti-IL-19 ([EPNCIR168] ab154187 Abcam), l’anti-IL-20 (orb13501 Biorbyt), l’anti-IL-24 
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(orb228807 Biorbyt), l’anti-IL-20Ra (bs-2619R Bioss), l’anti-IL-20Rb (20RNTC eBiosciences) et 

l’anti-IL-22Ra (496514 systèmes de R&D) et sont utilisés à une concentration de 0.01mg/mL. 

 

RT-PCR quantitative  

L'ARN total extrait des bronches ou du parenchyme de plusieurs groupes de patients non-

BPCO et BPCO est quantifié par NanoVue Plus (Healthcare Bio-sciences AB). La transcription 

inverse a été réalisée avec le kit de transcription inverse d'ADNc (Applied Biosystems) selon 

les instructions du fabricant. Les ADNc ont été soumis à la PCR quantitative (QuantStudio 12K 

Flex Applied Biosystems) en utilisant des amorces spécifiques pour chaque gène (Eurofins 

Genomics) (Table1). L’expression de transcription relative est exprimée en -2ΔΔCt par rapport 

au groupe sujet témoins non-fumeurs en utilisant le  gène de ménage HPRT1. 

Table 1 : Séquence des amorces humaines utilisées pour la RT-qPCR 

Cibles Amorces Séquences 

Humain HPRT1 Sens 

Anti-sens 

5’-TGCAGACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG-3’ 

5’-CCAACACTTCGTGGGGTCCTTTTCA-3’ 

Humain IL-19 Sens 

Anti-sens 

5’-ATCCAAGCTAAGGACACCTTCC-3’ 

5’-GTCACGCAGCACACATCTAAG-3’ 

Humain IL-20 Sens 

Anti-sens 

5’-TTTTCTGAGATACGGGGCAGT-3’ 

5’-GTCTTAGCAAATGGCGCAGGA-3’ 

Humain IL-24 Sens 

Anti-sens 

5’-CAACTGCAACCCAGTCAAGAAA-3’ 

5’-TGCTCTCCGGAATAGCAGAAA-3’ 

Humain IL-20Ra Sens 

Anti-sens 

5’-GGCCCGCAAACGTTACAGTA-3’ 

5’-GGTCGTCGATGGCTCTTCCT-3’ 

Humain IL-20Rb Sens 

Anti-sens 

5’-TTCCACCTGGTTATTGAGCTGG-3’ 

5’-TGGAATACCCCCACTCCTCAC-3’ 

Humain IL-22Ra Sens 

Anti-sens 

5’-CAGACACGGTCTACAGCATCGA-3’ 

5’-GTCTCCACCGTCAGGTTGCA-3’ 

 

 

 

  



Résultats : Chapitre III 
 

103 
 

RÉSULTATS 

Données cliniques des échantillons de patients utilisés pour l’analyse par 

immunohistochimie et pour la quantification de l’expression génique par qPCR 

 

Le tableau ci-dessus nous indiquent les données cliniques des patients, leur âge comportant 

notamment le sexe, l’exposition à la cigarette exprimée en Paquet/Année (P/A), et la VEMS 

(%), la présence ou non d’une BPCO ainsi que son degré de sévérité (score de Gold). 

 

Expression génique des cytokines IL-20 et de leurs récepteurs dans les bronches et dans le 

parenchyme pulmonaire 

Dans un premiers temps, nous avons voulu faire l’analyse en regardant par qPCR l’expression 

génique de cette famille de cytokines et de leurs récepteurs au niveau bronchique et au niveau 

du parenchyme pulmonaire chez l’humain. Le parenchyme est la partie de poumon composée 

des bronchioles et des alvéoles. Ce tissu comprend de nombreux vaisseaux sanguins 

permettant l’échange d’O2/CO2. 

catégorie nombre fumeur age sexe exposition VEMS (%)

CTRL 7 non 74,17 ± 4,66 2M/3F NA 112% ± 0,12

CTRL 10 ex 64,2 ± 1,86 8M/2F 50,8 P/A ± 8,80 * 90% ± 0,04 ** * : 6/10 ** : 7/10

CTRL 11 oui 63,5 ± 2,71 8M/3F 31,6 P/A ± 2,83 * 90% ± 0,04 * * : 7/11

BPCO 1 10 5ex/5oui 62,6 ± 3,88 9M/1F 50,9 P/A ± 6,65 * 94% ± 0,02 * * : 9/10

BPCO 2 10 oui 65,8 ± 2,23 7M/3F 52,5 P/A ± 6,34 68% ± 0,02

catégorie nombre fumeur age sexe exposition VEMS (%)

CTRL 6 non 67,5 ± 3,34 3M/3F NA 103% ± 0,10

CTRL 7 ex 64,4 ± 3,19 7M 35 P/A ± 7,75 * 94% ± 0,09 * : 6/7

CTRL 7 oui 65,6 ± 2,20 7M 58,2 P/A ± 7,30 * 100% ± 0,07 * * : 6/7

BPCO 1 4 ex 71,8 ± 5,54 3M/1F 50 P/A ± 0,00 * 91% ± 0,04 * : 3/4

BPCO 1 4 oui 61 ± 8,50 3M 51,7 P/A ± 8,33 92% ± 0,05

BPCO 2 4 ex 72,5 ± 3,93 4M 48,5 P/A ± 9,01 74% ± 0,04

BPCO 2 4 oui 68,2 ± 5,08 4M/1F 45 P/A ± 3,16 69% ± 0,05 * * : 4/5

BPCO 3 1 ex 62 1M  20 P/A 46%

BPCO 3 2 oui 71 ± 6 1M/1F 50 P/A ± 10 39% ± 0,09

Immunohistochimie

ARN
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Les analyses ont été réalisées sur différents groupes de patients qu’ils soient non-fumeurs, ex-

fumeurs et fumeurs mais également sur des groupes de patients BPCO de stade I, II et III 

fumeurs actifs ou ex-fumeurs. 

 

Au niveau de l’expression génique des cytokines IL-20 dans le parenchyme pulmonaire, des 

variations plus importantes de la cytokine IL-19 sont observées comparativement aux 

cytokines IL-20 et IL-24. Cependant entre nos différents types de patients il n’y a pas de 

modulation significative de leur expression que ce soit en contexte non-BPCO et BPCO ou 

fumeurs et ex-fumeurs bien qu’une tendance à l’augmentation de l’IL-19 soit observée chez 

les fumeurs et les patients BPCO (Figure 1). 
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Figure 1 : Mesure de l’expression génique des cytokines de la famille IL-20 dans le parenchyme 

respiratoire. Expression génique des cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 dans différents groupes de patients 

non-BPCO : non-fumeur (n=6), ex-fumeur (n=7), fumeur (n=7) et BPCO : BPCO I ex fumeur (n=4), BPCO 

I fumeur (n=4), BPCO II ex fumeur (n=4), BPCO II fumeur (n=4), BPCO III ex fumeur (n=2), BPCO III fumeur 

(n=1) . Les résultats sont relatifs à l'expression de HPRT1 et rapportés à la moyenne des contrôles non-

fumeurs. 
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Concernant l’expression génique des sous-unités formant les récepteurs aux cytokines IL-20 

dans le parenchyme, aucune modulation significative n’est observée entre les différents 

groupes de patients pour les trois sous-unités (Figure 2). Là encore, une tendance semble se 

dégager pour une augmentation de ces récepteurs chez les patients BPCO et de L’IL-20Ra et 

IL-22Ra chez les fumeurs. 
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Figure 2 : Mesure de l’expression génique des récepteurs aux cytokines de la famille IL-20 dans le 

parenchyme respiratoire. Expression génique des sous-unités IL-20Ra, IL-20Rb et IL-22Ra dans 

différents groupes de patients non-BPCO : non-fumeur (n=6), ex-fumeur (n=7), fumeur (n=7) et BPCO : 

BPCO I ex fumeur (n=4), BPCO I fumeur (n=4), BPCO II ex fumeur (n=4), BPCO II fumeur (n=4), BPCO III 

ex fumeur (n=2), BPCO III fumeur (n=1) . Les résultats sont relatifs à l'expression de HPRT1 et rapportés 

à la moyenne des contrôles non-fumeurs. 
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Concernant l’expression génique des cytokines IL-20 au niveau bronchique, la cytokine la plus 

exprimée est l’IL-19. De plus, on observe une tendance à l’augmentation de l’expression de 

l’IL-19 chez les patients fumeurs actifs et certains patients BPCO. La cytokine IL-20 tend à 

augmenter chez les sujets fumeurs ou ex-fumeurs et chez les patients BPCO de stade 1. Pour 

finir, l’expression génique de la cytokine IL-24 semble suivre le même profil mais à un degré 

moindre. Mais ces résultats ne sont pas statistiquement significatifs en raison d’un faible 

nombre d’échantillons dans certains groupes. (Figure 3). 
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Figure 3 : Mesure de l’expression génique des cytokines de la famille IL-20 au niveau bronchique. 

Expression génique des cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 dans différents groupes de patients non-BPCO : 

non-fumeur (n=6), ex-fumeur (n=7), fumeur  (n=7) et BPCO : BPCO I ex fumeur (n=4), BPCO I fumeur 

(n=4), BPCO II ex fumeur (n=4), BPCO II fumeur (n=4), BPCO III ex fumeur (n=2), BPCO III fumeur (n=1) . 

Les résultats sont relatifs à l'expression de HPRT1 et rapportés à la moyenne des contrôles non-fumeurs. 

 

Nous avons également mesuré l’expression des récepteurs aux cytokines IL-20 produite par 

les ARNm bronchiques de patients (Figure 4). Concernant l’expression génique de la sous-

unité IL-20Ra, celle-ci ne semble pas modulée dans les groupes de patients atteints de BPCO 

et ne semble pas non plus modulée par l’exposition à la fumée de cigarette. Les résultats 

obtenus pour la sous-unité IL-20Rb au niveau bronchique sont très hétérogènes avec 
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néanmoins une tendance à l’augmentation chez les patients ex-fumeurs, fumeurs et BPCO. La 

sous-unité IL-22Ra quant à elle reste très faiblement exprimée dans chaque groupe de 

patients en comparaison avec les patients non-fumeurs. 
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Figure 4 : Mesure de l’expression génique des récepteurs aux cytokines de la famille IL-20 au niveau 

bronchique. Expression génique des sous-unités IL-20Ra, IL-20Rb et IL-22Ra dans différents groupes de 

patients non-BPCO : non-fumeur (n=6), ex-fumeur (n=7), fumeur (n=7) et BPCO : BPCO I ex fumeur 

(n=4), BPCO I fumeur (n=4), BPCO II ex fumeur (n=4), BPCO II fumeur (n=4), BPCO III ex fumeur (n=2), 

BPCO III fumeur (n=1) . Les résultats sont relatifs à l'expression de HPRT1 et rapportés à la moyenne 

des contrôles non-fumeurs.  

 

Induction des cytokines IL-20 et de leurs récepteurs chez des patients fumeurs 

Ensuite, nous avons analysé l’expression des cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 par 

immunohistochimie chez des sujets non BPCO (contrôles) classés en non-fumeurs, ex-fumeurs 

et fumeurs (Figure 5). 

Chez les sujets non-fumeurs, les trois cytokines sont exprimées positivement en présence d’un 

anticorps spécifique en comparaison avec le contrôle isotypique. La cytokine IL-19 est 
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retrouvée fortement exprimée au niveau de l’épithélium bronchique de ces sujets. De plus, 

elle est également exprimée au niveau péribronchique. Les cytokines IL-20 et IL-24 sont plus 

faiblement exprimées et le sont plutôt au niveau péribronchique.  

Les sujets fumeurs ont une morphologie épithéliale différente. Une hyperplasie des cellules 

caliciformes est constatée de par la présence élevée de mucus. Une augmentation de 

l’expression des trois cytokines de la famille IL-20 est observée, en particulier au niveau 

péribronchique.  

Enfin, nous avons pu faire la comparaison avec des sujets ex-fumeurs. La morphologie 

épithéliale observée est comparable à celle des sujets non-fumeurs. Cependant le niveau 

d’expression des cytokines IL-20 reste très élevé. 

 

Figure 5 : Evaluation de l’expression des cytokines IL-20 chez des sujets sans pathologie pulmonaire 

chronique. Les marquages par immunohistochimie des cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 ainsi que les 

marquages « contrôle » ont été réalisés sur plusieurs coupes de poumon provenant de différents 

patients non-fumeurs (n=5), ex-fumeurs (n=4) et fumeurs (n=4). 

 

En parallèle, nous avons évalué par immunohistochimie l’expression des différentes sous-

unités de récepteurs pour les cytokines IL-20, à savoir les sous-unités IL-20Ra, IL-20Rb et IL-

22Ra (Figure 6). 

Dans l’ensemble, les résultats obtenus dans nos trois catégories de patients montrent que la 

sous-unité IL-20Ra est très fortement exprimée en base et ne semble pas modulée par 

l’exposition à la fumée de cigarette. La sous-unité IL-22Ra est à l’inverse très faiblement 

exprimée dans nos trois groupes de patients et ne semble également pas modulée par la 

fumée de cigarette. Cependant, chez quelques sujets présentant un infiltrat inflammatoire au 

niveau pulmonaire, l’expression de l’IL-22Ra s’est révélée augmentée dans ce contexte, 

suggérant un rôle potentiel de cette sous-unité dans le cadre d’une inflammation. En ce qui 

concerne la sous-unité IL-20Rb qui rappelons-le est la sous-unité commune aux deux 

récepteurs permettant la signalisation des cytokines IL-20, les résultats sont plus hétérogènes. 
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En effet, cette sous-unité est exprimée en base chez les patients non-fumeurs. La fumée de 

cigarette semble induire chez la plupart des sujets, une augmentation de l’expression de la 

sous-unité IL-20Rb, cependant certains patients semblent faire exception. L’arrêt du tabac 

semble induire une diminution d’expression de la sous-unité IL-20Rb, particulièrement au 

niveau péribronchique. 

 

Figure 6 : Evaluation de l’expression des sous-unités formant les récepteurs aux cytokines IL-20 chez 

des sujets sans pathologie pulmonaire chronique. Les marquages par immunohistochimie des sous-

unités IL-20Ra, IL-20Rb et IL-22Ra ainsi que les marquages « contrôle » ont été réalisés sur plusieurs 

coupes de poumon provenant de différents patients non-fumeurs (n=5), ex-fumeurs (n=4) et fumeurs 

(n=4). 

 

Pris ensemble ces résultats montrent l’expression des cytokines de la famille IL-20 et de leurs 

récepteurs au niveau de l’épithélium bronchique chez l’homme. La fumée de cigarette étant 

connue pour induire des effets néfastes multiples chez le consommateur, celle-ci semble 

également jouer sur la modulation de l’expression de cette famille de cytokines. Ces résultats 

suggèrent que l’expression de l’IL-19, l’IL-20 et l’IL-24 ainsi que l’expression de la sous-unité 

IL-20Rb est augmentée chez les fumeurs. L’expression de l’IL-20Rb est modulée par l’arrêt du 

tabac, ce qui ne semble pas être le cas pour l’expression des cytokines IL-20. 

 

Induction des cytokines IL-20 et de leurs récepteurs chez les patients BPCO 

Les résultats précédents ont montré que le tabagisme module l’expression de la famille des 

cytokines IL-20 et de leurs récepteurs, ce qui nous a amené à regarder ce qui se passait dans 

le cadre d’une pathologie chronique liée principalement à l’exposition à la fumée de cigarette : 

la BPCO. Cette pathologie est classée selon sa sévérité par le score de GOLD allant du stade I 

(le moins sévère) au stade IV (le plus sévère). Nous avons pu procéder à l’analyse de 

l’expression des cytokines de la famille IL-20 et de leurs récepteurs chez des patients de stades 

I et II. 
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Les biopsies de certains patients BPCO présente un important remodelage bronchique et 

péribronchique caractéristique de la pathologie. Si l’on regarde l’expression des cytokines IL-

20 chez les patients BPCO de stades I et II en comparaison avec les patients non-fumeurs, une 

tendance à une expression accrue de ces cytokines est constatée que ce soit au niveau de 

l’épithélium respiratoire ou au niveau du tissus périphérique (Figure 7). Cependant, nous 

avons observé une grande variabilité des résultats selon les patients qui pourraient être liés 

au degré d’inflammation associé. De plus, certains de ces patients sont des fumeurs actifs, des 

ex-fumeurs plus ou moins anciens et des non-fumeurs. Globalement, il semble que le 

marquage soit plus important lorsque la sévérité de la pathologie augmente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Evaluation de l’expression des cytokines IL-20 chez des patients atteints de BPCO. Les 

marquages par immunohistochimie des cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 ainsi que les marquages 

« contrôle isotypique» ont été réalisés sur plusieurs coupes de poumon provenant de différents patients 

BPCO de stade I (n=5) et BPCO de stade II (n=5). 

 

Concernant l’expression des sous-unités formant les récepteurs aux cytokines IL-20, les 

différences observées chez les patients BPCO montrent une expression accrues de la sous-

unité IL-20Rb indépendamment des antécédents d’exposition à la fumée de cigarette (Figure 

8). La sous-unité IL-20Ra reste très fortement exprimée ne permettant pas de mettre en avant 

une modulation chez les patients BPCO de stade I et II. Pour finir, la sous-unité IL-22Ra reste 

très faiblement exprimée dans ce contexte pathologique. Ces résultats suggèrent donc 

l’implication de la sous-unité IL-20Rb dans la pathologie. 
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Figure 8 : Evaluation de l’expression des sous-unités formant les récepteurs aux cytokines IL-20 chez 

des patients atteints de BPCO. Les marquages par immunohistochimie des sous-unités IL-20Ra, IL-20Rb 

et IL-22Ra ainsi que les marquages « contrôle isotypique» ont été réalisés sur plusieurs coupes de 

poumon provenant de différents patients BPCO de stade I (n=5) et BPCO de stade II (n=5). 

 

Ces résultats montrent une potentielle implication des cytokines IL-20 et de leurs récepteurs 

dans la pathologie de la BPCO. En effet, l’augmentation accrue de ces cytokines reflète une 

dérégulation de leur production en contexte BPCO. Ici, l’exposition à la fumée de cigarette 

semble jouer un rôle majeur dans la dérégulation de l’expression des cytokines IL-20 mais ne 

semble pas avoir d’impact sur l’expression des récepteurs.  

 

 

 DISCUSSION 

Les premiers résultats obtenus concernant la partie humaine confirment bien que les 

cytokines de la famille IL-20 et leurs récepteurs sont exprimés au niveau de l’épithélium 

bronchique et péribronchique chez l’homme.  

En base, la cytokine IL-19 est la plus exprimée des trois cytokines de cette famille et les 

résultats sont en adéquation avec ceux obtenu chez la souris. La fumée de cigarette va induire 

une augmentation des cytokines IL-19, IL-20 et IL-24, au niveau bronchique mais surtout au 

niveau péribronchique. L’arrêt du tabac ne permet pas de diminuer leur expression, mais la 

morphologie pulmonaire des fumeurs semble restaurée. Dans un contexte de maladie 

pulmonaire chronique telle que la BPCO, l’expression de ces cytokines est fortement 

augmentée que ce soit au niveau de l’épithélium bronchique, péribronchique ou encore au 

sein des infiltrats inflammatoires présents sur certaines coupes histologiques. 

Du côté des récepteurs aux cytokines IL-20, la sous-unité IL-20Ra est fortement exprimée dans 

les coupes de poumons de patients non-fumeurs, et la sous-unité IL-22Ra l’est très faiblement. 

Nous n’observons pas de modulation franche pour ces 2 récepteurs. Nos résultats montrent 

que la sous-unité IL-20Rb est la plus modulée par les changements environnementaux. En 
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effet, faiblement exprimée en base, l’expression de cette sous-unité est augmentée chez les 

patients fumeurs, et elle diminue lors de la cessation tabagique. En contexte BPCO la sous-

unité IL-20Rb apparait très fortement exprimée. 

Les résultats d’expression génique de ces cytokines et de leurs récepteurs ne laissent pas 

apparaitre de différences significatives au niveau des différents groupes de patients dans le 

parenchyme et dans les bronches bien que des tendances se dégagent. Cependant, il est clair 

que la cytokine IL-19 est la plus exprimée que ce soit au niveau du parenchyme ou de 

l’épithélium bronchique. Les cytokines IL-19 et IL-20, paraissent modulées au niveau 

bronchique chez les patients fumeurs et atteints de BPCO en comparaison avec les patients 

non-fumeurs.  Cependant l’IL-20 semble plus exprimée dans les formes peu sévères de BPCO. 

Les récepteurs IL-20Ra et IL-22Ra quant à eux ne semblent pas être modulés dans les 

différents groupes de patients et dans les différents tissus. Cependant, il reste vrai que la sous-

unité IL-20Ra reste la plus exprimée en base et la sous-unité IL-22Ra la plus faiblement 

exprimée. La sous-unité IL-20Rb semble intéressante car elle est augmentée au niveau de 

l’épithélium bronchique dans nos différents groupes de patients malgré une forte 

hétérogénéité.  

 

Les résultats obtenus pour la partie humaine de ce projet restent à conforter. En effet, nos 

résultats sont assez hétérogènes dans l’ensemble et la variabilité inter-patients est un facteur 

à prendre en considération. Il faut augmenter le nombre d’individus par groupe et analyser 

ces données en fonction des antécédents de chaque patient pour pouvoir faire un 

recoupement correct des résultats générés. De plus, il est important de prendre en compte 

un facteur essentiel liant ces patients : le cancer. Il a été montré à plusieurs reprises que 

l’expression des cytokines de la famille IL-20 ainsi que leurs récepteurs sont exprimés dans les 

cancers. Les récepteurs aux cytokines IL-20 ont été décrits comme très exprimés dans les 

cancers du poumon. La sous-unité IL-22Ra est très augmentée dans les cancers du poumon de 

manière générale et les sous-unités IL-20Ra et IL-20Rb sont exprimées dans les cancers du 

poumon non à petites cellules (Lee et al., 2013).  Cependant, nos prélèvements sont issus de 

zones saines chez les patients ce qui devrait minimiser ces interférences. 

L’ensemble de ces données d’expression protéique et génique semble confirmer l’hypothèse 

de l’implication des cytokines IL-20 au cours de la BPCO et le rôle de l’exposition à la fumée 

de cigarette dans ce contexte. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

Des travaux réalisés dans l’équipe ont montré que le défaut de production des cytokines IL-17 

et IL-22 pouvait en partie expliquer la susceptibilité à l’infection dans nos modèles 

expérimentaux de BPCO (Pichavant et al., 2015). Dans un contexte d’infection cutanée, Myles 

& al. ont montré que les cytokines IL-20 étaient capables de réguler la production d’IL-17 et 

d’IL-22 de manière négative (Myles et al., 2013). La confrontation de ces données nous a donc 

conduits à étudier le rôle des cytokines IL-20 dans la susceptibilité aux infections respiratoires, 

ce qui n’avait jamais été étudié avant cette thèse. 

Au cours de cette thèse, nous avons commencé l’étude de différents aspects pouvant relier 

les cytokines de la famille IL-20 (1) au contrôle de la réponse antibactérienne, et (2) au défaut 

de clairance bactérienne associé aux exacerbations chez les patients BPCO. Les données 

présentées dans ce manuscrit sont des premiers résultats obtenus au niveau pulmonaire dans 

un contexte infectieux seul, et dans un contexte d’exposition à la fumée de cigarette. Nos 

données ouvrent de nombreuses possibilités d’études pour mieux comprendre l’implication 

des cytokines de la famille IL-20 dans les deux contextes. Nous nous sommes tout d’abord 

intéressés à l’expression des cytokines IL-20 et de leurs récepteurs au niveau du poumon, dans 

un contexte d’infection pulmonaire et à leur modulation en contexte cigarette. Puis, nous 

avons évalué leurs fonctions notamment au niveau de l’inflammation pulmonaire et de la 

clairance bactérienne, mais également au niveau de leur rôle dans la réparation épithéliale. 

Enfin, nous avons essayé de replacer les résultats obtenus au cours de ce doctorat dans le 

contexte pulmonaire d’une infection et leur potentiel rôle dans la BPCO. 

I. Expression et modulation des cytokines de la famille IL-20 et de 
leurs récepteurs au niveau du tractus respiratoire 

Dans un premier temps, nous avons regardé l’expression génique de cette famille de cytokines 

chez la souris. Les cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 se sont révélées exprimées au niveau de 

l’épithélium trachéal et au niveau du poumon total. Les dosages protéiques ont révélé une 

quantité très faible voir non détectable des cytokines IL-20. Cependant les résultats obtenus 

en immunohistochimie nous ont permis d’analyser au mieux l’expression de celles-ci. Nous 

avons ainsi observé que la cytokine IL-19 était le membre de cette famille le plus exprimé au 

niveau pulmonaire en comparaison avec l’IL-20 et l’IL-24 faiblement exprimées en base. 

Comme nous avons mis en évidence l’expression de ces cytokines au niveau pulmonaire, nous 

nous sommes demandé dans quelles conditions elle pouvait être modulée. Ainsi, nous avons 

étudié l’expression de ces cytokines en condition infectieuse et en condition d’exposition à la 

fumée de cigarette. 
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A. Contexte infectieux seul (Figure 11) 

Au laboratoire, nous nous intéressons aux infections respiratoires. Pour voir si les cytokines 

IL-20 sont modulées en condition d’infection respiratoire, nous avons choisi deux pathogènes 

à tropisme pulmonaire : Sp et NTHI. 

Dans les modèles expérimentaux, l’infection à Sp et NTHI induit une augmentation 

d’expression des ARNm des cytokines IL-20. 

In vitro, dans des modèles de culture primaire de cellules épithéliales trachéales (mTEC), 

l’infection par Sp et NTHI induit fortement l’expression des cytokines IL-20, avec quand même 

une induction plus faible pour Sp. En modifiant la dose de Sp (MOI), l’induction des cytokines 

IL-20 pourrait être plus importante. Les résultats observés sont similaires dans la lignée 

cellulaire bronchique humaine (BEAS-2B).  

En immunohistochimie, les cytokines IL-20 sont bien augmentées suite à l’infection au niveau 

de l’épithélium bronchique. Elles sont aussi fortement exprimées au niveau de l’infiltrat 

inflammatoire.  

Nous ne pouvons pas comparer la réponse de ces deux pathogènes car ils utilisent des voies 

d’activation légèrement différentes. La bactérie Sp via son acide lipotéichoïque va être 

reconnue par le TLR2 en association avec TLR1 ou TLR6 (Schwandner et al., 1999), tandis que 

la bactérie NTHi va être préférentiellement reconnue par le TLR4 (Srivastava et al., 2005). 

Cependant, différentes études montrent que les bactéries Gram positif peuvent activer le 

TLR2 directement ou indirectement et de même pour  les bactéries Gram négatif avec  le TLR4 

(Galdiero et al., 2004) (Srivastava et al., 2005). Secondairement, ces deux pathogènes vont 

induire via leur reconnaissance par ces TLRs, une induction de Myd88 et d’IRAK permettant 

l’activation de la voie de signalisation NF-κB (Alexopoulou et al., 2012). Cette voie de 

signalisation va ainsi induire la production de cytokines inflammatoires telles que le TNF-α et 

l’IL-12 qui vont conduire à la réponse immunitaire adaptative. Il a été préalablement 

démontré que la transcription des cytokines IL-20 est dépendante de l’activation de NF-kB 

suggérant que c’est également le cas au cours de l’infection par Sp et NTHi. Encore une fois, 

le dosage protéique n’a rien révélé de significatif dans l’augmentation de l’expression 

protéique de ces cytokines. Le déclin rapide de l’expression protéique des cytokines IL-20 peut 

être corrélé au fait que son expression est sous la dépendance de la voie de signalisation NF-

κB. En effet, les cytokines de ce type (comme le TNF-α et l’IL-1) déclinent très rapidement. 

Dans notre modèle murin nous avons constaté que l’infection par Sp ne module pas 

l’expression de la cytokine IL-24. Dans la littérature, cette cytokine est plutôt décrite comme 

étant impliquée dans la réponse antivirale (Menezes et al., 2018).  Il est également possible 

que ces cytokines soient rapidement liées et/ou consommées par les cellules exprimant les 

récepteurs correspondants.  

En effet, lorsque nous nous sommes intéressés à l’expression des récepteurs de ces cytokines 

IL-20, nous avons constaté que la sous-unité IL-20Ra était très fortement exprimée et de 

manière homogène au niveau de l’épithélium bronchique. Cependant, en contexte infectieux, 
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aucune modulation de son expression n’est constatée, suggérant son implication dans la 

réponse aux cytokines. A l’inverse, la sous-unité IL-22Ra est très faiblement exprimée. Son 

expression tend à l’augmentation en contexte infectieux mais de manière non significative. La 

sous-unité IL-20Rb, quant à elle, est exprimée faiblement en base mais elle est augmentée 

dans le cas d’une infection avec un pathogène respiratoire. Ces données suggèrent que le 

récepteur IL-20Ra/IL-20Rb joue un rôle important dans le contrôle de la fonction épithéliale. 

Cette expression n’est pas limitée à l’épithélium bronchique mais se retrouve également sur 

l’épithélium alvéolaire et en particulier sur les pneumocytes de type II selon leur localisation. 

Par l’utilisation d’un anticorps bloquant la sous-unité IL-20Rb (sous-unité commune aux deux 

récepteurs des cytokines de la famille IL-20), nous n’avons pas observé de diminution de 

l’expression génique des cytokines IL-20 et de leurs récepteurs. Cependant, les résultats 

d’immunohistochimie révèlent une diminution significative de l’expression des cytokines IL-

20 et de la sous-unité IL-20Rb. De plus, l’utilisation de l’anticorps anti-IL-20Rb semble avoir un 

impact sur la modulation de l’infection car l’infiltrat inflammatoire pulmonaire est 

considérablement réduit chez la souris traitée. Nos données suggèrent l’implication de 

plusieurs mécanismes dans ce processus. Tout d’abord, le traitement par l’anti-IL-20Rb bloque 

la boucle autocrine entre les cytokines IL-20 et pourrait réduire la production de ces mêmes 

cytokines. De plus, ce traitement augmente la clairance bactérienne, ce qui pourrait limiter 

l’activation du système immunitaire (en particulier des TLR) par les bactéries Sp et NTHi ou 

leurs métabolites. En effet, l’inhibition du recrutement de cellules inflammatoires 

(neutrophiles, monocytes/macrophages) diminue du même coup le nombre de cellules 

productrices des cytokines IL-20 (cf numération des cellules positives pour les cytokines IL-20, 

article 1). Il est vraisemblable que plusieurs de ces mécanismes expliquent l’observation faite 

dans ce contexte. 

Les résultats d’immunohistochimie montrent une augmentation des trois cytokines IL-20 lors 

d’une infection bactérienne par Sp et NTHi, pathogènes  connus pour être impliqués dans les 

exacerbations de la BPCO. Pour étendre notre champ d’observation dans le contexte 

infectieux, il serait intéressant de travailler sur les pathogènes Moraxella catarrhalis et 

Pseudomonas aeruginosa. En effet, Moraxella catarrhalis est un pathogène très fréquemment 

impliqué dans les exacerbations de la BPCO (Murphy and Sethi, 1992) (Sethi and Murphy, 

2001). Pseudomonas aeruginosa est un pathogène également très intéressant sur lequel 

focaliser nos recherches car celui-ci est retrouvé spécifiquement dans les cas d’exacerbation 

chez les patients atteints de BPCO sévère à très sévère (Gallego et al., 2014). Au laboratoire, 

une collaboration est actuellement en cours pour étudier cette thématique. Enfin, les 

exacerbations de la BPCO peuvent notamment être causées par des virus (Zhou et al., 2015) 

(Molyneaux et al., 2013). Différents travaux ont déjà relaté l’impact des cytokines IL-20 au 

cours de l’infection virale et plus particulièrement le rôle antiviral de l’IL-24 dans l’infection 

grippale (Menezes et al., 2018) (Seong et al., 2016) ou encore le rôle de l’IL-22 et de l’IL-26 

dans les infections pulmonaires par la grippe (Barthelemy et al., 2018) ou du foie par l’hépatite 

B et C (Caparrós and Francés, 2018). 
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Figure 11 : Production des cytokines de la famille IL-20 

En réponse à une infection bactérienne, les TLR situés sur l’épithélium respiratoire vont reconnaitre les 

motifs bactériens et induire la voie de signalisation NF-KB via les intermédiaires Myd88 et IRAK. La voie 

NF-KB activée, l’épithélium va synthétiser des cytokines pro-inflammatoires qui participent au 

recrutement des macrophages et des cellules dendritiques. Ces cellules peuvent à leur tour produire des 

cytokines IL-20.  Les cytokines IL-20 sont capables d’induire leur production par les cellules recrutées 

au niveau du site d’inflammation et vont induire une boucle de stimulation autocrine en activant leurs 

propres récepteurs épithéliaux. 

B. Contexte d’exposition à la fumée de cigarette (Figure 12) 

Un autre aspect du projet a consisté à regarder l’expression des cytokines IL-20 et de leurs 

récepteurs chez des souris exposées à la fumée de cigarette. De manière intéressante et dans 

ce contexte, l’expression génique de ces cytokines s’est retrouvée augmentée ainsi que celle 

du récepteur IL-20Rb. Des résultats similaires ont été constatés dans la lignée de cellules 

bronchiques humaines BEAS-2B. En contexte infectieux, cette expression est d’autant plus 

augmentée et l’utilisation d’un anticorps bloquant la sous-unité IL-20Rb va diminuer 

considérablement leurs expressions dans les cellules mTEC. Cependant, ces dernières 

observations n’ont pas été observées in vitro dans la lignée cellulaire BEAS-2B. Cette 

différence entre les aspects in vivo et in vitro peut s’expliquer entre autre par le mode 

d’exposition à la fumée de cigarette. En effet, les souris sont directement exposées à la 

cigarette de manière chronique, tandis que les cellules reçoivent une seule fois l’extrait dans 

le milieu. Il est connu que l’exposition à la fumée de cigarette du poumon induit un stress 

oxydatif au moins partiellement responsable de la réaction inflammatoire associée (Foronjy 

et al., 2008). Dans un modèle cellulaire comme celui utilisé pendant la thèse, l’extrait de fumée 

de cigarette induit un stress dans les cultures de cellule mais ne peut pas mimer avec 

exactitude les effets observés au niveau pulmonaire. En effet, l’exposition chronique difficile 
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à reproduire in vitro conduit à un épuisement des systèmes de détoxification (notamment, 

NRF2). De plus, ces modèles unicellulaires excluent les interactions avec d’autres types 

cellulaires (en premier lieu, les cellules immunitaires) qui vont également moduler la réponse 

pulmonaire et épithéliale. Dans ce contexte, il serait intéressant d’administrer des anti-

oxydants comme la N-acétylcystéine (NAC) pour déterminer le rôle de cette voie d’activation 

dans la production des cytokines IL-20 et de leurs fonctions. De plus, il est possible d’utiliser 

un système d’exposition direct à la fumée de cigarette en plaçant les cellules sur insert en 

phase Air/Liquide (Amatngalim et al., 2018). Ce système pourrait être une bonne alternative 

pour mimer au mieux l’exposition à la fumée de cigarette de l’épithélium tel que réalisé chez 

les souris et chez l’homme.  

Enfin, grâce à notre collaboration avec le Dr. Christelle Coraux de l’Université de Reims 

(France), nous avons pu nous rapprocher un peu plus de la réalité par l’étude de coupes de 

poumons de sujets fumeurs ou non-fumeurs. Dans un contexte d’exposition seul (sans 

pathologie chronique associée hormis un cancer), nos premières observations sont corrélées 

avec celles obtenues chez la souris. La cytokine IL-19 en base est la plus exprimée. La fumée 

de cigarette va moduler l’expression de la famille de cytokines et de leurs récepteurs par une 

augmentation notamment au niveau péribronchique. Cependant l’arrêt de la consommation 

du tabac ne semble pas permettre de revenir au niveau de base des cytokines IL-20. Les 

observations sur les récepteurs en base sont les mêmes que celles observées chez le rongeur. 

Seule la sous-unité IL-20Rb est modulée par l’exposition à la fumée de cigarette et celle-ci 

diminue avec l’arrêt du tabac ce qui suggère que les mécanismes de régulation des cytokines 

et du récepteur IL-20Rb sont différents. 

Dans cette partie nous pouvons conclure positivement quant à l’implication de cette famille 

de cytokines dans un contexte infectieux et d’exposition à la fumée de cigarette au niveau du 

tractus respiratoire chez la souris et chez l’homme. L’utilisation d’un anticorps bloquant la 

sous-unité IL-20Rb permet au moins de diminuer l’expression de celles-ci en contexte 

infectieux. Pour conforter ces résultats, l’utilisation de souris déficientes pour le récepteur IL-

20Rb serait une alternative très intéressante. De plus, au laboratoire, la mise en place de 

cellules humaines BEAS-2B déficientes pour les sous-unités IL-20Rb et IL-20Ra par la technique 

du CRISPR-Cas9, est actuellement en cours pour consolider les résultats obtenus dans la partie 

humaine du projet.  

Nous nous sommes intéressés de près à la sous-unité IL-20Rb, car celle-ci est commune aux 

deux récepteurs permettant la transmission du signal des cytokines IL-20. Cependant, il 

semble également nécessaire de s’intéresser au rôle des deux autres sous-unités dans le futur 

pour identifier leur spécificité surtout de par leur différence d’expression observée. 
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Figure 12 : Modulation de l’expression des cytokines de la famille IL-20 en réponse à la fumée de 

cigarette 

L’exposition des cellules épithéliales respiratoires à la fumée de cigarette entraine un stress oxydatif 

conduisant à l’activation de la voie NF-KB. Cet effet peut s’ajouter à celui des motifs bactériens pour 

augmenter cette réponse NF-kB. Ce processus participe probablement à amplifier l’expression des 

cytokines IL-20 par les macrophages, les cellules dendritiques, ainsi que par les cellules épithéliales 

elles-mêmes. 

II. Fonctions épithéliales des cytokines de la famille IL-20  

Précédemment, nous avons observé que les cytokines de la famille IL-20 étaient induites dans 

le cadre d’une infection pulmonaire. Quelques articles ont mentionné l’implication de ces 

cytokines dans la défense de l’hôte au niveau de l’épithélium cutané (Wolk et al., 2006) 

(Boniface et al., 2005). Grâce à ces travaux, nous nous sommes donc penchés sur l’étude de 

cette famille de cytokines lors de l’inflammation suite à l’infection pulmonaire et de la 

clairance bactérienne. Les manipulations ont été réalisées avec la bactérie Sp chez la souris. 

L’expression des cytokines et de la sous-unité IL-20Rb est augmentée dans ce contexte. Le pic 

d’expression de ces cytokines se situe à 24h post-infection et une diminution de leur 

expression est constatée dès 48h. Nous avons également observé qu’au même moment, nous 

avons une clairance bactérienne non optimale et une augmentation des lésions tissulaires 

pulmonaires associées. L’utilisation d’un anticorps bloquant la sous-unité IL-20Rb améliore de 

manière significative la diminution de la réaction inflammatoire et augmente la clairance 

bactérienne mais seulement de manière transitoire.  

Concernant la fonction antibactérienne des cytokines IL-20 sur l’épithélium respiratoire en 

condition in vitro, nous avons observé que l’épithélium produit les cytokines IL-20 en réponse 



Discussion 
 

119 
 

à l’infection mais qu’il est également leur cible lorsque l’on supplémente les cultures avec les 

cytokines IL-20 recombinantes. Elles induisent la production de peptides antimicrobiens en 

réponse à l’infection bactérienne par les bactéries Sp et NTHi. Cependant l’utilisation de l’anti-

IL-20Rb ne diminue pas de manière significative l’expression de ces peptides antimicrobiens. 

Nous avons dans un premier temps regardé si l’expression génique de protéines de jonctions 

était affectée par les cytokines IL-20. Les résultats obtenus au niveau de l’épithélium 

respiratoire dans les cultures primaires de mTEC murines et dans les cellules BEAS-2B n’ont 

montrés aucune variation, suggérant qu’elles ne sont pas impliquées dans le maintien de la 

barrière épithéliale au niveau du tractus respiratoire. Il a aussi été décrit que les cytokines IL-

20 sont capables d’induire la production de peptides antimicrobiens notamment impliqués 

dans la défense de l’hôte (Rutz et al., 2014) (Sa et al., 2007) (Wolk et al., 2006). Parmi ceux 

produits, nous retrouvons les peptides antimicrobiens de la famille S100 et de la famille des 

β-défensines (Rutz et al., 2014). Les données collectées ont révélé une stimulation de ces 

différentes familles de peptides dans les cultures de cellules mTEC. En effet, les peptides de la 

famille S100 sont augmentés par l’introduction dans le milieu de cytokines IL-20 

recombinantes, avec une significativité observée pour le peptide S100a9. Dans notre modèle 

murin d’infection par Sp, là encore nous retrouvons une augmentation des peptides S100 et 

des β-défensines.  

En contexte CS, alors que les peptides S100A ne sont plus induits, c’est l’expression de LCN2 

qui est augmentée suggérant ainsi les modulations apportées par l’exposition à la fumée de 

cigarette sur la signalisation induite par les cytokines IL-20. De plus, ces cytokines semblent 

capables de jouer sur leur propre induction, mais ces résultats nécessitent encore d’être 

approfondis. 

Par ailleurs, nous avons analysé la modulation d’expression de chimiokines actives sur les 

neutrophiles comme CXCL1 et CXCL2 (et CXCL8 sur les cellules humaines) et nous n’avons pas 

observé de modulation en présence des cytokines IL-20. Cela confirme bien que ces cytokines 

agissent par des voies différentes. 

Pour s’en assurer, il est important de s’intéresser à la mécanistique cellulaire induite par ces 

cytokines en étudiant la balance entre les voies de signalisation STAT3 et MAPK qu’elles 

stimulent (Rutz et al., 2014). La voie STAT3 va permettre d’induire de nombreux gènes 

impliqués dans la survie et la prolifération cellulaire tels que les gènes de régulation de 

l’apoptose (Mcl-1 et Bcl-2), le facteur de croissance VEGF et permet également de réprimer 

l’expression de P53 (Bousoik and Montazeri Aliabadi, 2018). La voie MAPK participe au niveau 

des neutrophiles et des cellules dendritiques dans le contrôle de la migration ou de 

l’endocytose par l’IL-20 (Gough et al., 2017). Actuellement au laboratoire des travaux sont en 

cours concernant cet aspect. 

Un autre point important en faveur de la potentielle consommation rapide de ces cytokines 

est lié à la modulation de leur expression en contexte d’autostimulation suggérant un effet 

autocrine ou paracrine des cytokines de la famille IL-20. Ces manipulations ont été réalisées 

uniquement sur des cultures cellulaires. Pour mieux comprendre ce mécanisme complexe 

qu’est la stimulation autocrine, il est important de répondre à différentes questions. Dans la 
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littérature concernant particulièrement l’implication des cytokines IL-20 dans un contexte 

pathologique, nous pouvons constater que celles-ci sont habituellement analysées de manière 

indépendante. Par exemple, dans le psoriasis la cytokine IL-20 est la plus étudiée (Stenderup 

et al., 2009), dans les cancers on retrouve des études principalement basées sur l’IL-24 (Kreis 

et al., 2008) et pour la polyarthrite rhumatoïde, c’est l’IL-19 qui est au centre des recherches 

(Liao et al., 2002). En l’état actuel de nos connaissances, cela ne repose pas sur des 

interactions différentielles avec les récepteurs connus. Les cytokines IL-20 et IL-24, comparées 

à l’IL-19 ont deux possibilités de liaison car elles utilisent soit le récepteur composé de la sous-

unité IL-20Ra ou IL-22Ra, alors que l’IL-19 n’interagit qu’avec le récepteur comportant l’IL-

20Ra. Cependant la sous-unité IL-22Ra n’est que faiblement exprimée dans le poumon 

comparée aux deux autres (Rutz et al., 2014). Ces indications nous engagent donc à travailler 

sur les cytokines IL-20 et à les traiter au cas par cas dans le contexte pulmonaire.  

Nous nous sommes aussi intéressés à l’implication des cytokines IL-20 dans le phénomène de 

réparation cellulaire. Nos données montrent un effet bénéfique des cytokines sur la 

cicatrisation par les cellules BEAS-2B. De manière intéressante, il a été décrit que les cytokines 

IL-20 sont impliquées dans la prolifération des cellules épithéliales (Sonnenberg et al., 2011) 

(Pickert et al., 2009). Nous avons commencé à réaliser des manipulations pour bloquer le 

processus de prolifération cellulaire en traitant nos cellules avec de la mitomicyne C (n=3), et 

nous avons pu constater que lorsque la prolifération cellulaire était stoppée par ce traitement, 

les cytokines IL-20 recombinantes avaient toujours un effet positif sur la fermeture de la 

blessure même s’il n’est que partiel (données non montrées). Ces résultats laissent à penser 

que les cytokines IL-20 pourraient agir sur la migration cellulaire ce qui mériterait d’être 

confirmé par des tests spécifiques. Ces résultats n’ont pour l’instant pas été analysés en 

contexte d’exposition à la fumée de cigarette. 

Pour confirmer l’impact du tabagisme sur la réparation tissulaire, nous avons commencé à 

réaliser des tests de blessures sur des cellules bronchiques primaires de patients humains 

(collaboration avec le Dr. Christelle Coraux). Nous avons pu bénéficier de cellules d’un patient 

fumeur (n=1) et d’un patient ex-fumeur (n=1). Chez ces deux patients l’addition de cytokines 

IL-20 recombinantes dans le milieu de culture a également montré une réparation légèrement 

accélérée, et l’extrait de fumée de cigarette semble ralentir la cicatrisation. Ces résultats 

restent néanmoins à confirmer et à optimiser, notamment en faisant varier les concentrations 

de cytokines recombinantes. En parallèle, l’utilisation de culture primaire de mTEC de souris 

exposées à la cigarette serait une autre possibilité pour mettre en évidence des différences 

liées à l’exposition à la fumée de cigarette, pour corréler nos résultats avec ceux obtenus chez 

les patients. 

Il s’avère difficile de pratiquer des tests de blessures au niveau pulmonaire chez la souris. 

Cependant, l’administration de Polidocanol (qui entraine une desquamation importante de 

l’épithélium) permet de suivre la régénération épithéliale au niveau de la trachée ou des 

bronches. Ce modèle conjugué à l’administration des cytokines ou de l’anticorps anti-IL-20Rb 

pourrait permettre de préciser le rôle des cytokines IL-20 in vivo.  De plus, l’utilisation d’un 

modèle cellulaire plus complexe tel que les explants de trachée (voir de bronches) semble être 
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une bonne alternative. Le phénomène de réparation est un phénomène multiple et complexe 

qui permettrait de bien définir les différentes phases et le rôle des cytokines de la famille IL-

20 sur chacune d’entre elles. 

Les résultats obtenus concernant la fonction des cytokines IL-20 sont encourageants. Un des 

objectifs fondamentaux au laboratoire est l’étude de la modulation des cytokines IL-20 en 

présence de l’anticorps bloquant la sous-unité IL-20Rb. Nous avons commencé à réaliser des 

lignées stables de cellules déficientes pour le récepteur IL-20Rb (technologie CRISPR-Cas9). 

Une fois ces lignées bien établies, il serait intéressant de réaliser des infections sur ces cellules 

et des tests de cicatrisation pour comparer les résultats obtenus avec notre anticorps. De plus, 

nous possédons depuis peu des souris déficientes pour ces récepteurs nous permettant 

d’envisager des manipulations in vivo pour valider nos hypothèses. 

III. Hypothèse de l’action des cytokines IL-20 dans un contexte 
global d’infection pulmonaire (Figure 13) 

L’épithélium respiratoire constitue la première ligne de défense à laquelle vont se heurter les 

pathogènes respiratoires. Les bactéries (eg : Sp et NTHi), via les TLR vont activer la réponse 

inflammatoire. Myles & al. ont démontré l’expression de ces cytokines IL-20 dans leur modèle 

d’infection de kératinocytes (Myles et al., 2013). Dans notre modèle infectieux, nous avons 

également observé la synthèse de celles-ci. Ces cytokines IL-20 ont la capacité d’induire la voie 

de signalisation via STAT3, qui va induire en partie la survie et la prolifération des cellules 

épithéliales (Yu et al., 2014) ainsi que la synthèse des cytokines et chimiokines pro-

inflammatoires IL-1β, IL-6, IL-8 et TNF-α (Yu et al., 2014), que nous n’avons pas observé dans 

nos modèles respiratoires.  

Nous avons ainsi montré l’implication des cytokines IL-20 lors d’une infection pulmonaire par 

la bactérie Sp et que l’anticorps anti-IL-20Rb limite les effets négatifs de ces cytokines au cours 

de l’infection. Pour valider ces résultats, nous devons dans un premier temps vérifier notre 

anticorps anti-IL-20Rb et ensuite mieux comprendre le rôle des cytokines IL-20 par exemple 

par l’utilisation de souris déficientes pour ce récepteur (Zheng et al., 2008). De plus, 

supplémenter les souris par chacune des cytokines recombinantes nous permettrait d’avoir 

des indications sur le rôle de chacune d’entre elles. Au laboratoire une première manipulation 

a été réalisée sur le même modèle infectieux par SP en supplémentant la souris avec de l’IL-

19 recombinante (Myles et al., 2013). Cette administration de l’IL-19 n’a pas permis de 

moduler l’inflammation et la clairance bactérienne. Mais d’autres tests notamment en faisant 

varier la dose, sont encore nécessaires avant de conclure. 

L’infection est associée au recrutement de cellules immunitaires car les données 

d’immunohistochimie ont révélé la présence d’un infiltrat inflammatoire au niveau 

péribronchique suite à l’infection par Sp. Ainsi, nous avons constaté une augmentation du 

nombre de cellules dendritiques, de macrophages, de lymphocytes T et de neutrophiles au 

niveau pulmonaire. Les cellules dendritiques et les macrophages sont déjà connus pour être 

des cellules productrices des cytokines IL-20 (Wolk et al., 2008). Nos données au laboratoire 
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ont montré une augmentation des cellules immunitaires à 24h et 48h post-infection par Sp 

dans le lavage broncho-alvéolaire et le poumon. L’anticorps anti-IL-20Rb tend à diminuer le 

recrutement de cellule immunitaire, ce qui peut être corrélé avec une diminution d’expression 

des cytokines IL-20 dans notre modèle. Par ailleurs, ces cytokines ont la capacité de moduler 

la fonction des macrophages et cellules dendritiques notamment en jouant sur leur migration. 

De plus, les cytokines IL-19 et IL-20, en activant la voie STAT3, peuvent moduler la production 

de cytokines pro-inflammatoires comme TNF-α et IL-1β ayant un rôle direct sur ces cellules 

(Caparrós and Francés, 2018). 

Il a été préalablement démontré que les neutrophiles sont essentiels dans le contrôle de 

l’infection par Sp et nous montrons que l’anticorps anti-IL-20Rb diminue le recrutement de 

ces derniers. Ce traitement devrait donc avoir un effet négatif sur la clairance bactérienne si 

son effet se limite aux neutrophiles. Cependant Gough et al., montrent que les cytokines IL-

20 inhibent l’endocytose et l’effet bactéricide par les neutrophiles (Gough et al., 2017). Il est 

donc possible que même si le nombre de neutrophiles est moins important, ils soient plus 

efficaces pour éliminer les bactéries. Un modèle de souris déplétées en neutrophiles serait 

intéressant pour déterminer l’implication des neutrophiles dans l’effet de l’anti-IL-20Rb.  

De manière évidente, les cellules épithéliales semblent être une bonne cible pour 

appréhender l’impact des cytokines IL-20 en contexte infectieux, car nous avons décrit qu’elles 

pouvaient synthétiser les cytokines IL-20. De plus, elles peuvent augmenter le recrutement 

cellulaire au niveau du site d’infection, ce qui va augmenter la production des cytokines IL-20 

par les cellules immunitaires et donc contribuer à la persistance de l’inflammation (Wolk et 

al., 2009) (Huang et al., 2008). 

Pour finir, une chose essentielle à réaliser sur le long terme est l’infection par un autre 

pathogène (eg : NTHi ou P. aeruginosa) pour étudier le rôle des cytokines IL-20 dans un autre 

contexte d’infection respiratoire.  

Pour l’étude de la modulation de cette réponse lors de la BPCO, l’exposition chronique à la 

fumée de cigarette est réalisée chez des souris. Ce sont des protocoles longs (12 semaines) 

qui nous permettent de mimer l’exacerbation de la pathologie en infectant les animaux qui 

présentent les signes les plus importants de la BPCO (Pichavant et al., 2014). Ces souris BPCO 

infectées ont une charge bactérienne plus élevée et des lésions pulmonaires causées par 

l’exposition à la cigarette. L’anticorps anti-IL-20Rb, diminue cette charge bactérienne et 

améliore les lésions et l’inflammation pulmonaire dans ce contexte (données non montrées). 

Comme dans notre modèle d’infection seule, ce traitement entraine également une 

diminution de l’inflammation associée. Dans ce contexte d’exacerbation de la BPCO, ce 

traitement pourrait donc avoir un intérêt. 

Cependant, dans le modèle d’infection aigue à Sp, le traitement par l’anti-IL-20Rb ne module 

pas la survie des animaux sur le long terme. Dans ce contexte, il serait vraiment très 

intéressant de nous pencher sur la question d’un traitement combiné avec notre anti-IL-20Rb. 

En effet, l’utilisation d’un antibiotique de la famille des pénicillines, des macrolides ou encore 

des sulfamides, fréquemment utilisé pour le traitement de la bactérie Sp, pourrait s’avérer 

utile. Une autre hypothèse de traitement combiné serait de vacciner nos souris de manière 
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préventive contre Sp avec l’un des deux vaccins déjà existants sur le marché (Prevenar-13 ou 

Pneumovax) car il est connu que les patients BPCO sont vaccinés de manière préventive contre 

Sp pour limiter le risque d’exacerbation de la maladie. 

 

 

Figure 13 : Fonction des cytokines de la famille IL-20 

Les cytokines IL-20 produites par les cellules immunitaires, vont activer la voie de signalisation STAT3 

ainsi que la voie de MAPK. En réponse à cette activation, les cellules épithéliales vont synthétiser des 

peptides antimicrobiens (PAM), alors que l’exposition à la cigarette modifie le profil de réponse. De 

plus, les cytokines IL-20 vont également agir sur les cellules dendritiques (DC). En effet, la fumée de 

cigarette et les cytokines IL-20 jouent sur les DC et les macrophages en inhibant leur maturation et leur 

activité bactéricide. Cette altération  va engendrer un défaut de la réponseTh17 mise en place par les 

lymphocytes T. Enfin, les cytokines IL-20 ont le pouvoir d’accélérer le processus de réparation au 

niveau des lésions épithéliales, même si ce mécanisme est altéré en contexte d’exposition à la 

cigarette. 

IV. Implications des cytokines IL-20 dans un contexte de Broncho-
Pneumopathie Chronique Obstructive 

Chez les patients atteints de BPCO, l’ensemble des résultats montrent une augmentation 

accrue de l’expression des cytokines IL-20 ainsi que celle de la sous-unité IL-20Rb au niveau 

bronchique et péribronchique, ainsi que dans les infiltrats inflammatoires présent chez 

certains patients. Cependant, l’expression des ARNm dans les différents groupes de patients 

étudiés, ne semble pas corrélée aux résultats obtenus en immunohistochimie. Une première 

explication pourrait être liée au fait que la régulation post-transcriptionnelle des cytokines IL-

20 est très importante notamment dans un contexte d’exposition au tabac et/ou de BPCO. 

Cela est à mettre en parallèle avec nos données dans nos modèles cellulaires où nous n’avions 

pas non plus de corrélation entre les données en ARNm et en protéines. Nous n’avons pas 
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observé de différence significative entre les patients BPCO fumeurs et ex-fumeurs suggérant 

que le mécanisme physiopathologique prend une part prépondérante sur l’effet de la fumée 

de cigarette pour induire l’expression des cytokines IL-20. Ces premiers résultats peuvent 

supposer l’implication de cette famille de cytokines dans la physiopathologie de la BPCO. Ces 

données seront maintenant complétées par des analyses de la production de ces cytokines 

dans les sécrétions bronchiques et dans le sang de patients BPCO en cours d’exacerbation et 

à l’état stable (étude clinique COPD1722). Ces données seront complétées par des analyses 

de corrélation avec les autres données biologiques, le statut clinique et l’évolution des 

patients. 

En se basant sur les données de la littérature, nous pouvons établir un rôle potentiel des 

cytokines IL-20 dans la physiopathologie de la BPCO. Comme décrit précédemment, les 

cytokines IL-20 vont activer différents acteurs de l’inflammation. En effet, la BPCO est souvent 

caractérisée par son inflammation chronique au niveau pulmonaire. Les neutrophiles sont 

retrouvés abondamment dans la pathologie, activant de manière constante la voie de 

signalisation liée à l’EGFR par les oxydants induits par la fumée de cigarette d’une part, et par 

l’action de l’élastase neutrophilique d’autre part (Barnes, 2016). La stimulation de l’EGFR va 

induire via l’activation des MAP kinases et l’augmentation des mucines MUC5AC et MUC5B 

associées à l’hyperplasie des cellules caliciformes, la surproduction de mucus et à l’obstruction 

bronchique constamment retrouvées chez les patients (Barnes, 2016). De plus, différents 

travaux réalisés montrent le recrutement et l’activation des lymphocytes T, des 

monocytes/macrophages et des cellules dendritiques au cours de cette maladie. Du côté des 

lymphocytes T, les études de Pichavant & al. ont démontré au cours de la BPCO, un défaut de 

production des cytokines IL-17 et IL-22 en réponse à l’infection,  ces cytokines étant connues 

pour leur implication dans la clairance bactérienne (Pichavant et al., 2015). Ces résultats 

peuvent être associés à ceux obtenus par Myles & al. montrant un défaut dépendant de l’IL-

20 de production des cytokines IL-17 et IL-22 lors d’une infection des cellules de peau par S. 

aureus (Myles et al., 2013). Enfin, au laboratoire, nous nous intéressons également au rôle des 

cellules dendritiques dans la BPCO. Les cellules dendritiques exposées à l’extrait de fumée de 

cigarette vont produire les cytokines IL-20 qui, en réponse à l’infection par le pathogène Sp, 

vont inhiber la maturation des DC notamment en diminuant l’expression des marqueurs CD80 

et CD86. De plus, les cellules dendritiques ont une capacité moindre à activer les lymphocytes 

T. Ensemble, ces données nous éclairent sur le défaut de maturation des lymphocytes en 

cellules Th17 et donc sur le défaut d’expression des cytokines IL-17 et IL-22. Ces DC immatures 

produisent moins d’IL-12 et de TNF-α ce qui altère la production de l’IFN-γ. Les blocages de 

ces deux voies de signalisation occasionnés par l’extrait de fumée de cigarette vont favoriser 

une clairance bactérienne défectueuse et donc une colonisation de Sp (données non publiées). 

Les résultats obtenus nous mettent sur la piste du défaut de clairance bactérienne pouvant 

amener les patients BPCO à des risques d’exacerbation de leur pathologie. 
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CONCLUSION  

La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive est un véritable problème de santé 

publique, car le nombre de patients est en constante augmentation. La recherche nous 

permet de déceler pas à pas les différents aspects de cette pathologie aux niveaux cellulaire 

et moléculaire et ainsi développer certains axes thérapeutiques visant à aider les malades. A 

l’heure actuelle, aucun traitement préventif ou curatif n’est disponible pour traiter la BPCO et 

l’aspect multifactoriel de la pathologie rend cette tâche d’autant plus complexe. 

Actuellement, le plus grand fléau de la BPCO est représenté par les épisodes d’exacerbation 

que développent les patients lors d’une infection pulmonaire. Il est donc essentiel de pouvoir, 

soit prévenir ces exacerbations, soit les traiter rapidement car les patients ont une 

susceptibilité accrue aux infections respiratoires, et des épisodes d’exacerbations répétés 

peuvent engendrer leur décès. Les patients ont un épithélium respiratoire fragilisé résultant 

de leur maladie, ce qui a pour conséquence une réponse inflammatoire et immunitaire 

complètement désorganisée. Au laboratoire, nous nous intéressons de près à ces 

phénomènes d’exacerbation et pour cela nous avons mis en place différents modèles d’études 

impliquant les pathogènes Haemophilus influenzae Non-Typable et Streptococcus 

pneumoniae qui sont les pathogènes les plus fréquemment retrouvés dans les cas 

d’exacerbation. Ce travail de thèse nous a permis de constater que la réponse épithéliale à 

ces deux pathogènes était similaire mais n’avait pas le même degré d’intensité. En effet, de 

manière globale, la réponse à NTHi est beaucoup plus inflammatoire que celle observée suite 

à l’infection par Sp dans nos cultures cellulaires épithéliales.  

Concernant le rôle des cytokines IL-20 au niveau du poumon, rien n’est encore décrit à ce jour 

dans la littérature scientifique. Nous avons contribué à mieux comprendre leur rôle, et à les 

associer à une réponse inflammatoire diminuée et à une clairance bactérienne altérée chez la 

souris car l’utilisation d’un anticorps spécifique visant à bloquer la voie de signalisation de ces 

cytokines, permet de restaurer ces deux phénomènes. Nos données confirment le rôle 

ambivalent des cytokines IL-20. Globalement elles ont un rôle négatif au cours de l’infection 

mais elles peuvent néanmoins par certains aspects, protéger l’épithélium respiratoire ou 

favoriser son maintien. Par notre modèle de réparation cellulaire nous avons montré l’intérêt 

de celles-ci notamment dans la cicatrisation épithéliale. Des études complémentaires sont 

nécessaires pour replacer ces effets dans le contexte global de la réponse à l’infection et au 

cours de la BPCO. 

L’objectif à long terme du laboratoire est de développer un traitement pouvant prévenir ou 

traiter les patients BPCO des exacerbations de leur maladie. Avec les premiers résultats 

obtenus pendant ces trois années de thèse, l’utilisation de l’anticorps anti-IL-20Rb semble être 

une approche prometteuse pour prévenir des infections et potentiellement les exacerbations 

de la BPCO, probablement en association avec d’autres traitements déjà existants. Dans 

l’idéal, il faudrait pouvoir cibler l’effet thérapeutique sur certains types cellulaires en 

préservant l’effet bénéfique sur l’épithélium respiratoire. 
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Abstract 

Background 

Streptococcus pneumoniae is the leading cause of bacterial pneumonia worldwide. Previous reports showed that 

IL-20 cytokines (IL-19, IL-20 and IL-24) are induced and have an immuno-regulatory function during cutaneous 

infection. In the current study, our aim was to demonstrate the implication of IL-20 cytokines and their receptors 

and their role during experimental pneumococcal infection.  

Methods 

C57BL/6 mice were infected with S. pneumoniae by intranasal route. The bacterial burden, the immune response 

and the cytokine production were evaluated after treatment with an anti-IL-20 receptor-b (IL-20Rb) neutralizing 

antibody (anti-IL-20Rb).  

Findings 

Of interest, expression of IL-20 cytokines mRNA and protein were transiently increased in the lung tissue during 

infection. Blocking of the IL-20Rb decreased the bacterial burden both in the bronchoalveolar lavage and the lung 

whereas there was no significant drop in the blood. This treatment also reduced the pulmonary damages (as shown 

by the alveolar wall thickening), the recruitment of neutrophils and dendritic cells, and the levels of the pro-

inflammatory cytokines IL-1β and IL-6 in the lung. Administration of the anti-IL-20Rb antibody enhanced the 

synthesis of the antibacterial peptide LCN2. However, this effect is transient and did not affect the survival of the 

infected mice.  

Interpretation 

Collectively, this study highlights the implication of IL-20 related cytokines during lung infection by S. 

pneumoniae and might have therapeutic applications in bacterial pneumonia. 

 

Fundings: This work was supported by CNRS, INSERM, INSERM-transfert, the University of Lille and the 

Fondation du Souffle (Paris, France). 
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Research in context 

Evidence before the study 

Exposure to microorganisms might be the cause of respiratory infections which still are a major cause of death and 

an important health problem. Among bacteria, Streptococcus pneumoniae was recognized as a leading cause of 

pneumonia and hospital-acquired opportunistic infections. The severity of the pneumonia is tightly related to the 

efficiency of the defense mechanism. Both innate and adaptive immune responses participate in the clearance of 

the pneumococci. Among the factors orchestrating the defense mechanism, IL-20 cytokines play a major role in 

the clearance of the bacteria and the lung homeostasis by limiting injury and maintaining tissue integrity. Whereas 

the role of interleukin(IL)-22 is widely demonstrated, the implication of the other IL-20 cytokines (IL-19, IL-20 

and IL-24) acting through different pathways is unknown. 

Added value of this study 

We demonstrated that expression of IL-19, IL-20 and IL-24 were transiently increased in the lung tissue with a 

peak at 24h post-infection. Blocking the binding of IL-20 cytokines to their receptor improve the bacterial 

clearance and decrease the inflammatory reaction and the tissue lesions during the first days of the infection. 

Altogether, this study identified a new mechanism inhibiting the lung defense mechanism against bacterial 

infection at the opposite of IL-22. 

Implications of all the available evidence 

These data suggest that imbalance between IL-22 and the other IL-20 cytokines might increase the susceptibility 

to respiratory infection often observed during chronic inflammatory diseases. Thus, targeting IL-20 cytokines 

might be valuable to improve the control of respiratory bacterial infection. 
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Introduction 

 

Pneumococcal lung infections are a real public health problem and are responsible for approximately 2 million 

deaths and cost hundred billions of dollars per year [1]. Streptococcus pneumoniae (Sp) is a facultative anaerobic 

Gram-positive diplococcus for which more than 90 serotypes have been identified [2]. It is the most common cause 

of bacterial pneumonia and it is also implicated in sinusitis and bacterial meningitis [3, 4]. Sp colonizes the 

nasopharynx and can spread to the lower respiratory tract via the airways [1]. 

The severity of the pneumonia is tightly related to the efficiency of the anti-bacterial host response. Both innate 

and adaptive immune responses participate in the clearance of the pneumococci [5]. Among the factors 

orchestrating the anti-bacterial response, Th17-type cytokines, including interleukin (IL)-17 and IL-22, play a 

major role in the clearance of Sp [6-8] and the lung homeostasis by limiting injury and maintaining tissue integrity, 

by modulating remodeling and the secretion of antimicrobial peptides [6]. We also previously demonstrated that 

the increased susceptibility to Sp in mice chronically exposed to cigarette smoke was due to a defective IL-22 

response [9]. In this situation, alteration of alveolar macrophages and dendritic cell (DC) function leads to a lower 

secretion of these cytokines by conventional and non-conventional T cells. IL-22 with IL-19, IL-20, IL-24 and IL-

26 (IL-26 only present in humans), belong to the IL-20 cytokine subfamily, a subset of the IL-10 family [10-12]. 

IL-19, IL-20 and IL-24 all bind the type I IL-20 receptor (IL-20R), a heterodimeric receptor composed of the IL-

20RA and B chains (IL-20Ra and IL- 20Rb). Moreover, IL-20 and IL-24 bind the type II IL-20R a heterodimeric 

receptor composed of the IL-22 receptor 1 subunit and IL-20Rb [13]. Thus, IL-20Rb subunit is the common 

chain to both receptor types recognizing IL-20 cytokines and blocking antibodies against this receptor can 

efficiently neutralize this pathway [14]. 

These IL-20Rb-containing receptor complexes are mainly expressed on epithelial cells, mononuclear phagocytes 

and some lymphocytes. Recent data also revealed that activated neutrophils expressed this receptor[15]. Moreover, 

the role of IL-20 related cytokines is controversial and exhibited some “anti-inflammatory” effects involved in the 

cutaneous tissue homeostasis [16]. However, Myles et al. have shown that IL-20 related cytokines (IL-19, IL-20 

and IL-24) promote cutaneous Staphylococcus aureus infection in mice by downregulating IL-17 and IL-22 

production [14]. However, their implication in lung bacterial infection has not yet been evaluated. 

In this study, our aim was to demonstrate the implication during lung infection by SP and their role in this 

context. We hypothesized that blocking the IL-20 pathway using an anti-IL-20Rb neutralizing antibody could help 

to control such bacterial lung infection. For this, we first analyzed the production of IL-20-related cytokines and 

their receptors in lung tissues from mice infected by Sp . The impact of the treatment with a blocking anti-IL-20Rb 

antibody was evaluated on the bacterial clearance and lung inflammation as well as on the survival in mice infected 

by Sp. This study identified IL-20 related cytokines and their receptor as modulators of the host response during 

Sp infection. Thus, targeting IL-20Rb subunit might be valuable to improve the control of Sp infection. 
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Materials and Methods 

 

Animals 

Six- to eight-week-old male wild-type C57BL/6 (H-2Db) mice were purchased from Janvier (SOPF animal 

facility, 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 16/20,090). Mice were maintained in a temperature-

controlled (23°C) facility with a strict 12h light/dark cycle with food and water provided ad libitum.  

 

Infection with Streptococcus pneumoniae and bacterial counts 

A clinical isolate S. pneumoniae serotype 1 (clinical isolate E1586) was obtained from the National Reference 

Laboratory, Ministry of Health, Uruguay and was grown as described previously [17]. For infection, frozen 

working stocks were diluted in phosphate- buffered saline (PBS). The quantity of bacteria in the frozen stock was 

systematically verified in each experiment and the quantity of bacteria was approximately the same before and 

after frozen. Anesthetized mice (intraperitoneal injection of ketamine (10mg/ml)-xylazine (2mg/ml) (50% of each 

compound used in proportion) (Rompun 2% xylazine, Bayer and Imalgene 1000, Merial) were intranasally 

infected with 2x106 bacteria (in 50µl). For the evaluation of the lung response to Sp, mice were sacrificed by 

cervical dislocation at 12, 24 or 48h post-infection. Bacterial burden was measured by plating serial dilutions of 

lung extracts (from the middle lobe grinded in 1ml of PBS), broncho-alveolar lavage (BAL) (pure, 1/10 to 1/1000) 

and blood (1/10 to 1/10000) samples onto chocolate agar plates (Chocolate agar + PolyViteXTM, Biomérieux). 

Colony-Forming Units (CFU) were enumerated 24h later and expressed as CFU/ml. Survival experiments were 

also performed by measuring the weight loss and the survival in infected mice during 6 days. 

 

Treatment of mice with anti-IL-20Rb neutralizing antibody and Isotype control 

Treated animals received the endotoxin-free anti-IL-20Rb neutralizing antibody (clone 20RNTC, 50 µg/100µl; 

eBioscience) by intraperitoneal route, 24 hours before and at day 1 and 3 after Sp infection. The 13R4 IgG2a- 

antibody was used as the isotype control (Evitria). 

 

Broncho-alveolar lavage and tissue preparation 

BAL was performed by washing the lungs five times with 0.5 ml of phosphate-buffered saline solution (PBS) plus 

2% fetal bovine serum (FBS) (Gibco). After centrifugation at 400g for 6 min at 4°C, the supernatant (cell-free 

BAL fluid) was stored at -20°C for cytokine analysis, and the pellet was used for flow cytometry analysis. 

The left lobe of the lung were mashed with a sterile blade then digested with collagenase (Collagenase Type VI 

17104-019 Gibco by Life technologies) at 37°C. After 15 min of digestion, lungs were homogenized with an 18G 

needle and digested for 15 min. After centrifugation at 400g 6 min at 4°C, the pellets were resuspended in a 30% 

Percoll solution (Percoll TM GE Healthcare 17-0891-01) and centrifuged at 500g for 15 min. The pellets were 

resuspended in red blood cells (RBC) lysis buffer during 5min at 20°C, to remove erythrocytes. The reaction of 
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RBC lysis was stopped with PBS 2% FBS (Gibco). After centrifugation at 400g for 6 min at 4°C, pulmonary cells 

were resuspended in PBS 2% FBS, then enumerated and used for flow cytometry. 

 

Flow cytometer reagents 

The cell phenotype on BAL and pulmonary cell suspension were analyzed by flow cytometry using the following 

antibodies: 

Monoclonal antibodies (mAbs) against mouse CD5  (ref130-102-574, FITC-conjugated),  Tetramer CD1d (NIH 

facility, PE-conjugated), NK1.1 (ref 130-103-963, PerCp-Cy5.5–conjugated), CD4 (ref 130-102-411, PE-Cy7-  

conjugated), CD25 (ref 130-102-550, APC-conjugated), CD69 (ref 561 238, Alexa700-conjugated), TCRγδ  (ref 

130-104-016, APC- Vio770 conjugated), TCR-β (ref 130-104-815, V450-conjugated), CD8 (ref 130-109-252, 

V500-conjugated), CD45 (ref BLE103140, BV605-conjugated) (BD Biosciences, Biolegend and Myltenyi 

Biotech), I-Ab (ref 130-102-168, FITC- conjugated), F4/80 (ref 130-102-422, PE conjugated), CD103 (ref 

563 637, PerCP-Cy5.5-conjugated), CD11c (ref 558 079, PE Cy7-conjugated), CD86 (ref 560 581, Alexa-700 

conjugated), , Ly6G (ref 560 600, APC-H7 conjugated), CD11b (ref 560 455, V45O conjugated), CD45 (ref 130-

402-512, V500 conjugated), Ly6C (ref BLE128036, BV605-conjugated) (BD Biosciences, Biolegend and 

Myltenyi Biotech) and CCR2 (ref FAB 5538A, R&D systems, APC conjugated).  Data were acquired on a LSR 

Fortessa (BD Biosciences) and analysed with FlowJo™ software v7.6.5 (Stanford, CA, USA). Gating strategies 

are described in supplementary Fig. 1.cDC1 were identified among DC, as CD103+ CD11b- cells whereas cDC2 

were CD11b+ CD103-. 

 

Lung immunohistochemistry 

For histopathology, the posterior lobe of lungs were fixed by inflation and immersion in paraformaldehyde (PFA; 

4%) and embedded in paraffin. To evaluate airway inflammation, lung sections (4-µm thick) were stained by 

hematoxylin & eosin. On these slides, we have measured both lung remodeling and inflammation through the use 

of lung injury scoring as defined in the supplementary table 1. 

For immunohistochemistry, paraffin-embedded lungs sections were deparaffinized into two successive baths of 

xylene (Acros Organics) during 10 minutes and rehydrated with successive baths of ethanol (successively, two 

baths of 100%, one bath of  90%, 80% and 50% during 5 minutes for all and one bath of water during 5 minutes). 

The unmasking of epitope was carried out in pH 6.0 citrate buffer during 15 min at 90 °C. The kit ab80436 – 

Expose Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC Kit (Abcam) was used according to the 

manufacturer’s recommendation for detection of IL-19, IL-20 and IL-24. For IL-20 receptors, Fast Red 

(SIGMAFASTTM Fast Red TR/Naphthol AS-MX Tablets) is used for revelation. Counterstaining was performed 

with Hematoxylin (Interchim). 

We used as primary antibodies, an anti-IL-19 antibody [EPNCIR168] ab154187 (Abcam); an anti-IL-20 antibody 

orb13501 (Biorbyt), anti-IL-24 antibody orb228807 (Biorbyt), anti-IL-20Ra antibody bs-2619R (Bioss), anti-IL-

20Rb clone 20RNTC (eBiosciences) and an anti-IL-22Ra1 clone 496514 (R&D systems), all at 0.01 mg/ml. 

In order to quantify the remodeling within the alveoli, we measured the alveolar wall thickening in the 

peribronchial area by using the software Image J (NIH). We analyzed at least 10 alveolar walls in the lungs of 4 

different mice for each group. 
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Cytokine measurement by individual ELISA system kit 

IL-1β, IL-6, IL-19, and IFN-γ (eBiosciences), TNF-α (R&D (Abingdon, UK), IL-20 (Boster Biological 

Technology) and IL-24 (Elabscience) were determined in BAL and lung homogenates by enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA), using commercial kits according to the manufacturer’s recommendations. 

 

RNA isolation and quantitative RT-PCR 

Total RNA was isolated from homogenized mouse lung (the cranial lobe) using TRIzolR Reagent (Ambion) 

according to manufacturer’s instructions and quantified by NanoVue Plus (Healthcare Bio-sciences AB). Reverse 

transcription (RT) was performed with High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) 

according to manufacturer’s instructions. cDNA were subjected  to quantitative PCR (QuantStudio 12K Flex 

Applied Biosystems) using primers for mouse (Supplementary Table 2) (Eurofins Genomics). Relative transcript 

expression  of a gene is given as -2∆∆C using GAPDH as a housekeeping gene. 

 

Statistical analyses 

The experiments evaluating the response to Sp infection at 12, 24 and 72h were repeated 3 times with 4–5 mice 

per group. In addition, two experiments were performed with 10 mice per group for the survival analysis. Results 

are expressed as the mean ± SEM. Mann-Whitney U analysis and non-parametric Kruskal-Wallis followed by 

Dunns post tests were performed to determine significant differences between groups using GraphPad Prism 

software version 5.00. Data are expressed as means ± SEM. Statistically significant differences were defined as 

*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001. 
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Results 

 

Infection with Sp initiates a pulmonary inflammatory reaction and triggers septicemia 

Mice were  infected by intranasal administration of Sp (Fig. 1a). Whereas the bacterial counts were unchanged in 

the BAL at 24 and 48h post- infection (p.i), these numbers were strongly increased at 48h in the lung tissue and 

the blood as compared to 24h (Fig. 1b). Moreover, total cell numbers were significantly increased in BAL and 

lungs of infected mice at both time points in comparison to the baseline which was control mice (PBS), associated 

with neutrophil recruitment (Fig. 1c). The concentrations of IL-1β, IL-6 and IFN-γ were significantly increased in 

the BAL of infected mice particularly at 24h (Fig. 1d).  In thelung, the production of these cytokines as well as 

TNF-α continued to increase until 48h p.i (Fig. 1e). No significant change for these parameters was observed at 

12h p.i. (data not shown). 

 

Infection with Sp triggers the lung expression of IL-20 cytokines and their receptors 

We next investigated the pulmonary amount of IL-20 related cytokines during the course of Sp infection. 

Quantitative RT-PCR analysis indicated enhanced expression of transcripts for Il-19, Il-20 and Il-24 as well as for 

Il-22 at 24h p.i, that decreased at 48h p.i (Fig. 2a). No changes were detected at 12h p.i. 

Immunohistochemistry staining revealed that IL-20 and IL-24 were nearly undetectable at baseline (PBS 

condition), whereas airway epithelial cells were strongly positive for IL-19. Infection with Sp markedly increased 

bronchial and peribronchial staining of these cytokines at 24h post-infection. In addition to bronchial epithelial 

cells, pneumocytes as well as inflammatory cells were positive for these cytokines (Fig. 2b). No staining was 

reported with the isotype controls as shown in the supplementary figure 2. 

Since IL-20 related cytokines were induced after Sp infection, we then evaluated the expression of their receptors 

in the lung tissues of infected mice. In contrast with Il-22ra mRNA, expression of Il-20ra and Il-20rb mRNA were 

significantly increased in lungs of infected mice at 24h p.i., in comparison to PBS mice. Transcript levels were 

similar to baseline at 12h and 48h p.i (Fig. 3a). Immunohistochemical analysis revealed the IL-20Ra was strongly 

expressed by airway epithelial cells at baseline (PBS mice) whereas a light staining was detected for IL-20Rb and 

IL-22Ra. Sp markedly increased bronchial and peribronchial staining of IL-20Rb and with a lower intensity, of 

IL-22Ra at 24h p.i (Fig. 3b). Some binding was also detected within the inflammatory cells in Sp mice. In contrast, 

the expression of IL-20Ra was unchanged in the airway epithelial cells. Taken together, our data reveals a basal 

expression for IL-19 and an enhanced expression of IL-20 cytokines in the airways and in the inflammatory 

peribronchial area early after infection with Sp. This is associated with an enhanced expression of IL-20Rb and 

IL-22Ra mainly in airway epithelial cells whereas IL-20Ra was strongly expressed at baseline and not modulated 

by the infection. 

 

Treatment with anti-IL-20Rb antibody decreases the bacterial load and the inflammatory reaction  

We next analyzed whether the neutralization of the IL-20Rb sub-unit could affect the outcome of the pulmonary 

infection by Sp (Fig. 4a). 

Blocking the IL-20Rb receptor significantly decreased the bacterial burden in the BAL at 24h p.i, and in the BAL 
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and the lung 48h p.i (23% and 38% of inhibition respectively) (Fig. 4b). Treatment with the anti-IL-20Rb antibody 

also decreased the number of total cells in the BAL at 24h, and in the lung tissues at 48h (Fig. 4c), while there was 

a trend  to decrease the total cell number at the other time point. This was confirmed by the analysis of lung 

sections. Indeed, histopathological scores exhibited a reduction of lung inflammation and lesions 24h p.i (anti-IL-

20Rb treated Sp mice: 8.67 ± 1.58 vs I gG - t r ea t ed  S p  m ice :  13.3 ± 2.04) and 48h p.i (anti-IL-20Rb treated 

Sp mice: 9.5 ± 1.41 vs I g G - t r e a t ed  S p  mi c e : 13.83 ± 1.58) compared with uninfected control mice (3.4 ± 

0.68). We have also measured the alveolar wall thickness in the three groups and our results showed that Sp 

infection induced a significant thickening in alveolar walls as reported in the supplementary figure 3. Moreover, 

treatment with the anti-IL-20Rb antibody completely prevent the effect of the infection.  

To determine which cell populations were impacted by the treatment, we numbered the major subpopulations of 

inflammatory cells by flow cytometry. Interestingly, our data revealed that the numbers of neutrophils, and of 

cDC2 in the BAL were lower in mice treated with anti-IL-20Rb than in infected controls while there was a trend 

to decrease the number of alveolar macrophages (Fig. 5a). In the lung tissues, treatment with the blocking anti-IL-

20Rb antibodies decreased the number of neutrophils and of cDC2 (as well as the total number of DC) at 48h p.i 

(Fig. 5b).  

Taken together, blocking the IL-20Rb pathway decreased the bacterial load and the inflammatory cell recruitment 

(namely of neutrophils and DC) after respiratory infection by Sp. 

 

Anti-IL-20Rb antibody modulates the production of inflammatory cytokines and anti-microbial peptides 

Since the blockade of the IL-20 pathway altered the inflammatory cell recruitment after infection with Sp, the 

cytokine production was analyzed in the BAL and the lung tissues (Fig. 6).  

Treatment using anti-IL-20Rb antibody significantly decreased the concentrations of IL-1β and IL-6 in the BAL 

collected at 24h p.i. in infected mice, in association with a trend for lower levels of IFN-γ (Fig. 6a). In the lung 

tissues, the treatment with the anti-IL-20Rb antibody only reduced IL-1β (Fig. 6b). We also measured the levels 

of Th17 cytokines in these samples and we did not observe any modulation of the levels for IL-17 protein and IL-

22 mRNA after blocking the IL-20 pathway (supplementary Figure 4). 

We also checked the impact of the treatment with the anti-IL-20Rb antibody on the expression of IL-20 cytokines 

themselves and on their receptors. Compared to IgG-treated mice, administration of anti-IL-20Rb antibody 

reduced the mRNA expression of IL-20 and IL-24 without impacting IL-22 mRNA expression at 24h p.i. (Fig. 7). 

This treatment also affects the expression of IL-20Ra. This was confirmed and extended by the 

immunohistochemistry analysis. The administration of the anti-IL-20Rb antibody decreased the peribronchial and 

bronchial expression of IL-19, IL-20 and IL-24 (Fig. 2b), and. IL- 20Ra, IL-20Rb, and IL-22Ra (Fig. 3b). It also 

diminished the expression of IL-20Rb in airway epithelial cells. 

We also analyzed the expression of anti-microbial peptides involved in the anti-infectious defense in the lung by 

RT-PCR. Sp infection amplified the expression of Defb2 and Defb3 mRNA at 24h p.i. (Fig. 6c) but not the 

expression of S100a8 and Lcn2 mRNA (Fig. 6d) as well as S100a9 mRNA (supplementary Figure 5). 

Administration of anti-IL-20Rb neutralizing antibody enhanced the Lcn2 mRNA expression while there was a 

trend for S100A8 and S100a9, mainly 48h p.i. This suggests that IL-20Rb blockade amplifies the expression some 

antimicrobial peptides which in turn, can facilitate the bacterial clearance.  

 

Anti-IL-20Rb antibody did not affect the weight loss and the survival in mice infected by Sp 
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In order to determine the impact of the treatment with anti-IL-20Rb antibody on the evolution of the infection in 

mice, we analyzed the weight loss and the survival during 6 days. Control mice lose more than 20% of their weight 

at 4-5 days p.i. and the treatment with anti-IL-20Rb antibody did not affect this drop (supplementary Figure 6). In 

parallel, some mice died at the same period and once again, the treatment did not significantly modify their 

survival. 
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Discussion 

 

It has been described previously that IL-20 related cytokines and their receptors play a role in promoting S.aureus 

skin infections [14]. Moreover, it is known that IL-20 family cytokines are expressed in lung epithelial cells [18], 

suggesting their implication in the lung. We have demonstrated that infection by Sp promotes the production of 

mostly IL-19 and IL-20, as well as the expression of IL-20Rb subunit of the receptor. We also showed that the 

peak of IL-20 cytokine expression was concomitant with an effect of these cytokines on the bacterial clearance 

and the inflammatory reaction, particularly by decreasing neutrophil and dendritic cell influx. Altogether, we have 

uncovered a critical role for IL-20 receptors. 

Sp colonizes the lower respiratory tract via its spreading through the airways. Recognition of bacterial cell wall 

components of Sp (lipoteichoic acids; LTA and peptidoglycan; PG) by Toll-like receptor 2 (TLR2) [19, 20] induces 

the activation of the canonical nuclear factor (NF)-ƙB pathway in antigen presenting cells [1]. The activation of 

this pathway leads to the release of pro-inflammatory cytokines and chemokines, such as IL-1β, IL-6 and TNF-α. 

Our data concerning the evaluation of the inflammation and the cytokines in the BAL and lung tissues of mice 

validated our experimental model with a production of pro-inflammatory cytokines between 24 and 48h p.i. We 

have shown that IL-20 related cytokines (IL-19, IL-20, and IL-24 as well as IL-22) are induced during this 

cytokine burst, at 24h p.i both at the protein and the mRNA levels. However, the mRNA expression of Il-19, 

Il-20, Il-22, Il-24, Il-20ra, Il-20rb and Il-22ra mRNA nearly returns to baseline levels at 48h p.i. whereas these 

levels were not significantly different to the PBS controls 12h p.i  As previously described for the majority of NF-

ƙb dependent cytokines in the lung, the protein expression for these cytokines rapidly declines [8]. Recent data 

underlines that the production of IL-20 cytokines is dependent on NF-ƙB [ 1 6 ]  and could be induced by TLR2 

and TLR4 stimulation, both receptors being mobilized by Sp [19, 20]. At the mRNA level, the production of IL-

19 and IL-20 is markedly increased, despite no significant effect for IL-24. Interestingly some recent data showed 

that this cytokine is induced by respiratory viruses suggesting that it could be more associated with viral infection 

[22]. Interestingly, we detected a strong expression of IL-19 in the bronchial epithelium of control mice whereas 

we did not detect a difference between the mRNA expression of Il-19, Il-20 and Il-24 in the lung tissue as well as 

in bronchial epithelial cell cultures at baseline (data not shown). This suggests that IL-19 is tightly post-

transcriptionally regulated and that the protein might be stored within the cytoplasm of these cells. After Sp 

challenge, we detected an increased expression in airway epithelial cells (within the bronchi and the alveoli) as 

well as in the inflammatory infiltrate. DC and macrophages are able to produce these cytokines and we observed 

that monocyte-derived DC secretes these cytokines after activation by Sp (manuscript in preparation). Of note, 

using multiple Sp inocula in our experiments instead of a lethal dose of Sp could have also been informative to 

better decipher the role of IL-20 cytokines. 

It has been shown in a model of cutaneous infection, that IL-20 family cytokines are initially secreted by infiltrating 

innate immune cells and lymphocytes 24h after challenge [14]. Most research has been focused on IL-22, but we 

know that during inflammation, IL-19, IL-20 and IL-24, binding to their receptors, induce cell recruitment 

(neutrophils, dendritic cells and T cells), antimicrobial peptides expression (β-defensin or S100A peptides) as well 

as chemokines and cytokines production [16]. Among the cytokines produced, the binding of IL-20 related 

cytokines to their receptors allow a positive autocrine loop expression of IL-19, IL-20 and IL-24, which amplify 

their effect during inflammation [16, 23]. Our data showing that neutralization of IL-20Rb subunit decreases the 

expression of IL-20 family cytokines (IL-19, IL-20 and IL-24) and their receptors could potentially be explained 
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by an autocrine loop. Interestingly, the inflammatory cell recruitment (specifically, neutrophils and DC as well as 

AM in the BAL) due to Sp infection is reduced after blocking the IL-20 pathway suggesting that this process might 

also participate in the lower level IL-20 cytokine expression. Moreover, this decreased recruitment was associated 

with a lower production of pro-inflammatory cytokines like IL-1β, IL- 6 and IFN-γ. Indeed, inflammatory cells 

are potential sources for these cytokines. Myles et al. reported that IL-20 related cytokines promote cutaneous 

Staphylococcus aureus infection in mice by downregulating the Th17 cytokines-dependent pathway [14]. Since 

we are unable to detect an increased production of IL-17/IL-22 and pro-Th17 cytokines (such as IL-1β and IL-6) 

in lung tissues of Sp mice treated with anti-IL-20Rb neutralizing antibody, we speculate that IL-20 family 

cytokines boost the anti-bacterial activity of these effector cells as shown in vitro in neutrophils [15]. Indeed, 

blocking IL-20Rb pathway promotes bacterial clearance in BAL and lung of treated mice, although it decreases 

the influx of neutrophils and macrophages. Additional experiments are required to analyze the effector function 

within these cells in infected mice treated with the anti-IL-20Rb blocking antibody. The treatment with the anti-

IL-20Rb antibody also amplifies the mRNA expression of selected antimicrobial peptides including Lcn2 while 

there was a trend for S100a8 mRNA. Administration of the anti-IL-20Rb antibody did not modulate the β-defensin  

mRNA expression (Defb2, Defb3) which are usually produced by pulmonary epithelial cells and neutrophils during 

Sp infection [24]. Interestingly, it has been shown that S100 anti-microbial peptides (expressed by neutrophils, 

monocytes and activated endothelial and epithelial cells) control bacterial clearance by inducing lung recruitment 

of neutrophils and macrophages during Sp infection [25, 26]. Lcn2-deficient animals also exhibit higher 

susceptibility to infection compared to control animals [27]. 

The understanding of the mechanisms underlying the beneficial effects of the treatment using anti-IL-20Rb 

antibody is ongoing and will be helpful to limit pulmonary bacterial infections. Interestingly, this effect is 

associated with a lower histopathological score measuring both the inflammation and the airway remodeling as 

illustrated in the figures 2b and 3b, a result confirmed at the level of neutrophils, dendritic cells and macrophages 

by flow cytometry analysis. However, this effect was not associated with a significant impact on mice survival 

and loss weight which is prominent after day 3 p.i. This is probably related to the drop in the production of IL-20 

cytokines observed at day 2 p.i. in our acute model of infection. These data suggest that it is necessary to associate 

this treatment with another therapeutic approach such as antibiotic, in order to improve the efficiency of the anti-

IL-20Rb blocking antibody. 

In conclusion, we show that IL-20 related cytokines and their receptors are induced during Sp lung infection and 

that the treatment using an anti-IL-20Rb neutralizing antibody limits inflammation due to Sp. Moreover, combined 

treatment of lung infection associating a molecule blocking the IL-20 pathway with antibiotics might be helpful 

to accelerate bacterial clearance and to prevent the tissue lesions associated with uncontrolled inflammation. 
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Figure legends 

Figure 1: Infection with Streptococcus pneumoniae induces a pro-inflammatory response and bacterial 

dissemination in the blood. 

All data were represented at 24 and 48 hours post-infection with S. pneumoniae (Sp, 2.106 CFU). (a) Protocol of 

infection by Sp. (b) Bacterial load in BAL, lung tissues and blood as CFU counts per mL. (c) Total cell count in 

BAL and lung tissues (obtained from the middle right lobe), and neutrophils (PMN) number in lung tissue 

evaluated by flow cytometry. (d-e) IL-1β, IL-6, IFN-γ, and TNF-α levels in BAL (d) and lung lysates (the cranial 

lobe) (e), evaluated by ELISA (pg/mL). Results were expressed as mean ± SEM and statistical analyses were 

performed by Mann-Whitney U analysis and non-parametric Kruskal-Wallis followed by Dunns posttest in 

comparison with PBS control. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001. Three independent experiments have been 

performed with 4-5 mice in each group. 

 

Figure 2: Streptococcus pneumoniae infection triggers IL-20 cytokine expression in the lung. 

Lungs from PBS group and from mice infected with S. pneumoniae (Sp, 2.106 CFU) were collected at 12, 24 and 

48h p.i.. (a) Il-19, Il-20, Il-22 and Il-24 mRNA levels were evaluated by RT-qPCR in lung tissue (the cranial lobe) 

of Sp infected mice and controls. Results were expressed as fold increase compared to the mice exposed to PBS 

and using expression of Gapdh as a housekeeping gene. (b) Expression of IL-19, IL-20 and IL-24 was evaluated 

on lung sections by immunohistochemistry (magnification x200) at 24h p.i. Lung sections were prepared 

from not infected mice (PBS),  mice infected with Sp and infected with Sp and treated aby anti-IL-20Rb 

antibody (Sp  + anti-IL-20). Results were expressed as mean ± SEM and statistical analyses were performed by 

Mann-Whitney U analysis and non-parametric Kruskal-Wallis followed by Dunns posttest in comparison with 

PBS controls, or with Sp at 48h p.i. *P<0.05 and **P<0.01. Three independent experiments have been performed 

with 4-5 mice in each group. 

 

Figure 3: Expression of  L-20 receptors in amplified in lungs from mice infected with Streptococcus pneumoniae. 

Lungs from PBS group and from mice infected with S. pneumoniae (Sp, 2.106 CFU) were collected at 12, 24 and 

48h p.i..  (a) Il-20ra, Il-20rb and Il-22ra mRNA levels in lung tissue of Sp infected mice were evaluated by RT-

qPCR in lung tissue of Sp infected mice and controls. Results were expressed as fold increase compared to the 

mice exposed to PBS and using expression of Gapdh as a housekeeping gene.  (b) Expression of the IL-20Ra, IL-

20Rb and IL-22Ra was evaluated by immunohistochemistry (magnification x200) on lung sections collected at 

24h p.i. Lung sections were prepared from not infected mice (PBS), mice infected with Sp (Sp) and 

infected with Sp and treated aby anti-IL-20Rb antibody (Sp + anti-IL-20). Results were expressed as mean ± SEM 

and statistical analyses were performed by Mann-Whitney U analysis and non-parametric Kruskal-Wallis followed 

by Dunns posttest in comparison with PBS controls. *P<0.05, and **P<0.01. Three independent experiments 

have been performed with 4-5 mice in each group. 
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Figure 4: Anti-IL-20Rb neutralizing antibody increases bacterial clearance in Streptococcus pneumoniae -

infected mice and limits the inflammatory reaction. 

(a) Protocol of infection by Sp and treatment with anti-IL-20Rb neutralizing antibody or the isotype control. (b) 

CFU counts per mL in BAL, lung tissues (middle lobe) and blood 24h p.i. (c) Total cell count in BAL and lung 

tissues (left lobe). Results were expressed as mean ± SEM and statistical analyses were performed by Mann-

Whitney U analysis and non-parametric Kruskal-Wallis followed by Dunns posttest in comparison with PBS 

controls or with Sp + IgG. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001. Three independent experiments have been 

performed with 4-5 mice in each group. 

 

Figure 5: Anti-IL-20Rb neutralizing antibody limits cell infiltration in BAL and lung of treated mice. 

Natural Killer T (NKT) cells, polymorphonuclear neutrophils (PMN), alveolar macrophages (AM), dendritic cells 

(DC), and resident DC (cDC1) and inflammatory DC (cDC2) were numbered by flow cytometry in the BAL (a) 

and the lung tissues (b) at 24h p.i. Results were expressed as mean ± SEM of absolute numbers calculated using 

the corresponding total cell counts. Results were expressed as mean ± SEM and statistical analyses were performed 

by Mann-Whitney U analysis and non-parametric Kruskal-Wallis followed by Dunns posttest in comparison with 

PBS controls, or with Sp + IgG. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001. Three independent experiments have been 

performed with 4-5 mice in each group. 

 

Figure 6: Anti-IL-20Rb neutralizing antibody modulates the production of pro- inflammatory cytokines and anti-

microbial peptides. 

(a-b) IL-1β, IL-6, IFN-γ, and TNF-α levels evaluated by ELISA (pg/mL) in BAL (a) and lung lysates (b) 24h p.i. 

(c-d) mRNA level of the antimicrobial peptides β-defensins (Defb2 and Defb3) (c) and S100a8 and lipocalin-2 

(lcn2) (d) were evaluated by RT-qPCR in lung tissues (cranial lobe) at 24h p.i. Results were expressed as fold 

increase compared to the mice exposed to PBS and using expression of GAPDH as a housekeeping gene. Results 

were expressed as mean ± SEM. Results were expressed as mean ± SEM and statistical analyses were performed 

by Mann-Whitney U analysis and non-parametric Kruskal-Wallis followed by Dunns posttest in comparison with 

PBS controls, or with Sp + IgG. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001. Three independent experiments have been 

performed with 4-5 mice in each group. 

 

Figure 7: Anti IL-20Rb neutralizing antibody reduces the expression of IL-20 cytokines and their receptors in the 

lung of Streptococcus pneumoniae -infected mice. 

mRNA levels of the IL-20 related cytokines (IL-19, IL-20, IL-22, IL-24) and their receptors (IL-20Ra, IL-20Rb 

and IL-22Ra) in lung tissue of mice infected  with Sp evaluated by RT-qPCR. Results were expressed as fold 

increase compared to the mice exposed to PBS and using expression of GAPDH as a housekeeping gene. Results 

were expressed as mean ± SEM and statistical analyses were performed by Mann-Whitney U analysis and non-

parametric Kruskal-Wallis followed by Dunns posttest in comparison with PBS controls, or with Sp + IgG. 

*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001. Three independent experiments have been performed with 4-5 mice in each 

group.  
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Figure 1 
 

 

 



Annexes 
 

172 
 

Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Table 1: Number of cells expressing IL-20 related cytokines and their receptors in peribronchial area from 

lung sections 

Immunohistological staining of IL-20 related cytokines (IL-19, IL-20, and IL-24) and their receptors (IL-20Ra, 

IL-20Rb, IL-22Ra) were performed on lung tissues of PBS - , Sp – infected mice and Sp - infected mice treated 

with the anti-IL-20Rb neutralizing antibody. Bronchial epithelial cells were not included in the count since most 

of them are positive particularly for IL-19 and IL-20Ra. The results are expressed as the mean number per mm2 

of positive cells in 3 to 5 fields with standard deviation. 

 

 IL-19 IL-20 IL-24 IL-20Ra IL-20Rb IL-22Ra 

PBS 24.8 ± 2.3 9.6 ± 1.6 13.9 ± 1.5 70.6 ± 5.2 33.2 ± 11.9 31.4 ± 4.8 

Sp  84.4 ± 1.0 55.4 ± 5.9 64.5 ± 28.2 85.3 ± 2.3 51.9 ± 3.2 85.3 ± 2.3 

Sp 

 + anti-IL20Rb 

62.9 ± 5.3 32.9 ± 5.5 56.5 ± 3.2 42.8 ± 9.8 25.3 ± 7.9 15.6 ± 2.1 
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Supplementary Table 1: Lung injury scoring.  

The cumulative score ranged from 0 to 30 was evaluated in a blind fashion. 

 

Lung injury Score 

Scale 0 1 2 3 4 

Extent of lung 

injury 

Absence <25 % 26 to 50 % 51 to 75 % >75 % 

Alveolar wall 

thickness 

≤ 1 rbc > 1 ≤ 2 rbc 3 to 5 rbc 6 to 10 rbc > 10 rbc 

Hyaline 

membranes 

Absence Presence NA NA NA 

Neutrophilic 

alveolitis 

Absence <10 

neutrophils/HPF 

10 to 20 / HPF 21 to 50 / HPF > 50 / HPF 

Suppuration Absence Presence NA NA NA 

Bronchial 

epithelial 

degeneration 

Absence Presence NA NA NA 

Neutrophilic 

peribronchitis 

Absence <10 

neutrophils/HPF 

10 to 20 / HPF 21 to 50 / HPF > 50 / HPF 

Lympho- 

hiostiocytic 

peribronchitis 

Absence <10 mononuclear 

cells/HPF 

10 to 20 / HPF 21 to 50 / HPF > 50 / HPF 

Vasculitis Absence Presence NA NA NA 

 

 

Abbreviations: rbc: red blood cell; HPF: high power field; NA: not applicable 
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Supplementary Table 2: Sequence of primer used for RT-qPCR 

Forward and reverse sequences of primer used during RT-qPCR experiment are represented in this table. 

Target Primer Sequence 

Mouse GAPDH Forward 

Reverse 

5’-TGTTTCCTCGTCCCGTAGACAA 

5’-GGCAACAATCTCCACTTTGCC 

Mouse IL-19 Forward 

Reverse 

5’-TGTGTGCTGCATGACCAACAA 

5’-GGCAATGCTGCTGATTCTCCT 

Mouse IL-20 Forward 

Reverse 

5’-TCTTGCCTTTGGACTGTTCTCC 

5’-GTTTGCAGTAATCACACAGCTTC 

Mouse IL-22 Forward 

Reverse 

5’-AGCCGGACGTCTGTGTTGTTA 

5’-TTGAGGTGTCCAACTTCCAGCA 

Mouse IL-24 Forward 

Reverse 

5’-CCACTCTGGCCAACAACTTCAT 

5’-TCTGCGGAACAGCAAAAACC 

Mouse IL-20Ra Forward 

Reverse 

5’-CTGGCCGCTTCGGGACGC 

5’-AACCACAGACACAAGGAACTG 

Mouse IL-20Rb Forward 

Reverse 

5’-CAGGTGCTTCCAGTCCGTCT 

5’-CTCTCCTGGAATCCCCAAAGT 

Mouse IL-22Ra Forward 

Reverse 

5’-ATATTGTCCAAGGAAAGTGCCC 

5’-AGCCGACGAGGAAACCCAT 

 



Annexes 
 

182 
 

 

Supplementary Figure 1:  

Gating strategy in order to identify NKT cells, Alveolar macrophages (AM), neutrophils and dendritic cells (DC) 

(Cdc1 (DC CD11b+) and cDC2 (DC CD103+). 
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Supplementary Figure 2: Lack of staining was obtained with the isotype control. Lung sections were 

evaluated by immunohistochemistry a) with the isotype control for the antibodies against the cytokines and b) with 

the isotype control for the antibodies against the receptors (magnification x200) on lung collected at 24h after the 

challenge. These samples were prepared from not infected mice (PBS) . 

a)                                                                              b) 

 

     

 

 

Supplementary Figure 3: Treatment with the anti-IL-20Rb antibody completely prevent the alveolar wall 

thickening in mice infected by Sp. We have measured the alveolar wall thickness in control mice (PBS) as well 

as in mice infected with Sp treated or not with the anti-IL-20Rb antibody.  Alveolar wall thickening was measured 

in the peribronchial area by using the software Image J (NIH). We analyzed at least 10 alveolar walls in the lungs 

of 4 different mice for each group. 
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Supplementary Figure 4 : Anti-IL-20Rb neutralizing antibody did not modulate the production of IL-17 

and IL-22. mRNA level for the cytokines IL-17 and IL-22 were evaluated by RT-qPCR in lung tissue at 24h p.i. 

Results were expressed as fold increase compared to the mice exposed to PBS and using expression of GAPDH 

as a housekeeping gene.  Results were expressed as mean ± SEM. There was no significant difference between 

each group. 
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Supplementary Figure 5 : Anti-IL-20Rb neutralizing antibody did not modulate the production of S100A9 

mRNA level for the antimicrobial peptide S100A9 were evaluated by RT-qPCR in lung tissue at 24h p.i. Results 

were expressed as fold increase compared to the mice exposed to PBS and using expression of GAPDH as a 

housekeeping gene.  Results were expressed as mean ± SEM. There was no significant difference between each 

group. 
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Supplementary Figure 6: Treatment with the anti-IL-20Rb antibody did not affect the weight loss and the 

survival in mice infected by Sp. a) the weight was measured during 6 days after the infection and the results were 

expressed as the percentage of the initial weight. b) the percentage of the surviving mice was reported in the same 

experiments. The experiment was repeated 2 times with ten mice per group. There was no significant difference 

between each group. 
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       Lille, le 16 Aout 2018 

 
Madame, Monsieur, 
 
Par la présente, je confirme que Mlle Olivia Barada a activement participé dans le cadre de son doctorat 

au projet portant sur le role des cytokines IL-20 dans la réponse pulmonaire aux infections 

bactériennes respiratoires et dans le cadre des exacerbations de la bronchopneumopathie chronique 

obstructive (BPCO) (EXACOPD). En effet, elle est intervenue dans l’élaboration et la réalisation des 

experiences, en particulier avec les modèles animaux d’exposition à la fumée de cigarette et 

d’infections bactériennes, les modèles de culture cellulaires d’épithélium respiratoires, l’analyse et 

l’interprétation des résultats ainsi que dans la rédaction de certains articles en découlant. Cette 

implication justifie pleinement sa position de co-premier auteur sur l’article en révision à E-

Biomedicine intitulé “Upregulation of IL-20 cytokines during Streptococcus pneumoniae infection 

limits bacterial clearance and inflammatory cell recruitment”. 

Résumé de cet article: 

Streptococcus pneumoniae is the leading cause of bacterial pneumonia worldwide. Previous reports 

showed that IL-20 cytokines (IL-19, IL-20 and IL-24) are induced and have an immune regulatory 

function during cutaneous infection. In the current study, we investigated the role of IL-20 related 

cytokines and their receptors during experimental pneumococcal infection. C57BL/6 mice were 

infected with S. pneumoniae by intranasal route. The bacterial burden, the immune response and the 

cytokine production were evaluated after treatment with an anti-IL-20 receptor-B neutralizing 

antibody (anti-IL-20Rb). Of interest, IL-20 cytokines expression and production were transiently 

increased in the lung tissue during infection. Blocking the IL-20Rb receptor decreased the production 

of IL-20 cytokines in the lung. In parallel, this treatment reinforces the host defense and reduced the 

bacterial burden in the lungs and in the blood. Administration of this antibody reduced the pulmonary 

damage, the inflammatory cell recruitment and the cytokine expression, whereas it enhanced the 

expression of antibacterial peptides. Collectively, this study highlights for the first time the importance 

of IL-20 related cytokines in the pulmonary defense against S. pneumoniae infection and might have 

therapeutic applications in bacterial pneumonia. 

Je vous prie, Madame, Monsieur, de recevoir mes respectueuses salutations. 

Dr Philippe Gosset  

Responsable de groupe  
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Communications scientifiques (Posters) 

- European Respiratory Society (Paris, France, Septembre 2018) 

Barada O. , Coraux C., Kervoaze G., Polette M., Deslée G.,  Pichavant M., Gosset P., Expression 

and function of IL-20 cytokines and their receptors on the airway epithelium during Chronic 

Obstructive Pulmonary Disease (COPD) 

- Biennale de l’espace francophone de pneumologie (Québec, Canada, Octobre 2017) 

Barada O., Kervoaze G., Madouri F., Coraux C., Birembaut P., Polette M., Pichavant M., Gosset 

P., Expression et fonction des cytokines IL-20 et de leurs récepteurs au niveau de l’épithélium 

respiratoire lors d’une infection pulmonaire et dans un contexte pulmonaire de Broncho-

Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO)  
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