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Résumé 

La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) est une cause majeure de 

mortalité et de morbidité. Selon l'OMS, la BPCO est la troisième cause de décès dans le 

monde. Caractérisée par une limitation progressive et irréversible du débit d'air, le principal 

facteur de risque de développer une BPCO est le tabagisme. L'exposition chronique à la 

fumée de cigarette (Cigarette Smoke (CS)) déclenche des processus inflammatoires qui 

finissent par altérer la fonction respiratoire et les mécanismes de défense immunitaire de 

cette muqueuse, entraînant une susceptibilité accrue aux infections respiratoires. Ces 

exacerbations de la BPCO peuvent aussi bien être déclenchées par des champignons, des 

bactéries ou encore des virus.[1]. 

L’IL-22 joue un rôle important dans les mécanismes de défense contre les 

pathogènes, notamment en intervenant comme un élément protecteur de l'épithélium [2–

4]. Alors que l'IL-22 agit via un récepteur spécifique dépendant de la sous-unité IL-10Rb, l’IL-

19, l’IL-20 et l’IL-24 se lient au récepteur IL-20 de type I (IL-20R), un récepteur 

hétérodimérique composé de l'IL-20Ra et de l’IL-20Rb. L'IL-20 et l'IL-24 se lient également au 

récepteur de type II composé de la sous-unité α1 du récepteur IL-22 et de l'IL-20Rb [5]. Ces 

différents récepteurs sont fortement exprimés au niveau pulmonaire, notamment sur les 

cellules épithéliales des voies aériennes (AEC) [6]. Le blocage de la sous-unité IL-20Rb peut 

neutraliser efficacement la réponse aux cytokines IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24) [6] et limiter les 

infections bactériennes cutanées et pulmonaires [6,7]. 

Étant donné que l’expression des cytokines IL-20 est associée au développement de 

la BPCO [8] et de l'infection virale [9,10], notre objectif était d’évaluer leur rôle 

physiopathologique lors de l'exacerbation virale de la BPCO et des surinfections 

bactériennes. Pour cela, nous avons utilisé le modèle murin mimant la BPCO après 

l’exposition chronique à la fumée de cigarette et le rôle des cytokines IL-20 a été évalué lors 

de l’infection par des virus respiratoires grâce à l’utilisation de souris IL-20Rb KO et le 

traitement par un anticorps bloquant l’IL-20Rb. Pour se rapprocher de la clinique, un modèle 

de surinfection post-grippale par Streptococcus pneumoniae a aussi été utilisé. 
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Ainsi, nos données révèlent que l’exposition à la fumée de cigarette et l’infection 

virale ont un effet additif sur l’expression des cytokines IL-20. La déficience en IL-20Rb, au 

cours de l’exacerbation viro-induite de souris BPCO, facilite la préservation de l’intégrité de 

la barrière épithéliale pulmonaire notamment via le maintien de l’expression de la protéine 

de jonction E-cadhérine. Dans le contexte de la surinfection bactérienne, les cytokines IL-20 

ne semblent pas avoir un effet majeur sur le contrôle de l’infection virale ou bactérienne 

mais elles participent également dans le développement des lésions épithéliales. L’ensemble 

des données, acquises au cours de cette thèse, a permis de mettre au jour le rôle délétère 

des cytokines IL-20 au cours de la physiopathologie de l’exacerbation virale de la BPCO ; 

désignant ainsi le récepteur aux cytokines IL-20 (IL-20Rb) comme cible thérapeutique 

potentielle dans le traitement des exacerbations virales de la BPCO.
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Abstract 

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a major cause of mortality and 

morbidity worldwide. According to the WHO, COPD is the third leading cause of death in the 

world. Characterized by a progressive and irreversible limitation of air flow, the main risk 

factor for developing COPD is smoking. Chronic exposure to cigarette smoke (Cigarette 

Smoke (CS)) triggers inflammatory processes that eventually alter the functions of the 

pulmonary epithelial barrier and reduce immune defense mechanisms, resulting in increased 

susceptibility to respiratory infections. These exacerbations of COPD can also be triggered by 

fungi, bacteria or viruses [1]. 

IL-22 plays an important role in antimicrobial mechanisms, in particular by it 

protective role on epithelium [2]-[4]. IL-22 along with IL-19, IL-20 and IL-24 belong to the IL-

20 cytokine subfamily. While IL-22 acts through a specific receptor dependent on the IL-10Rb 

subunit, IL-19, IL-20 and IL-24 bind to the type I receptor (IL-20R), a heterodimeric receptor 

composed by IL-20Ra and IL-20Rb. IL-20 and IL-24 also bind to the type II receptor composed 

by the α1 subunit of the IL-22 receptor and IL-20Rb [5]. Interestingly, these receptors are 

highly expressed in airway epithelial cells (AECs) [6]. Blockade of the IL-20Rb subunit can 

effectively neutralize the response to IL-20 cytokines (IL-19, IL-20 and IL-24) [6] and limit 

bacterial infections of the skin and lungs [6], [7]. 

Since the expression of IL-20 cytokines is associated with the development of COPD 

[8] and viral infection [9], [10], the objective of my thesis work was to evaluate the 

pathophysiologic role of IL-20 cytokines during viral exacerbations of COPD. For this, mice 

were chronically exposed to cigarette smoke in order to mimic COPD and then infected with 

respiratory viruses. The role of IL-20 cytokines was evaluated using IL-20Rb KO mice or 

treatment with a blocking anti-IL-20Rb antibody during viral infection or a post-flu bacterial 

infection.  

Thus, our data demonstrate that cigarette smoke exposure and viral infection have 

an additive effect on IL-20 cytokine expression. Interestingly, the IL-20Rb deficiency during 

virus-induced exacerbation of COPD mice, facilitates the preservation of the integrity of the 

pulmonary epithelial barrier, especially via the maintenance of the expression of the E-
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cadherin junction protein. During post-flu bacterial superinfection, these cytokines are not 

essential for the control of viral or bacterial replication although they are involved in the 

development of epithelial lesions in this context.  

All of the data acquired during this thesis helped to shed light on the deleterious role 

of IL-20 cytokines in the pathophysiology of viral exacerbation of COPD; thus, designating the 

cytokine receptor IL-20 (IL-20Rb) as a potential therapeutic target during viral infections and 

their bacterial surinfections in the context of COPD. 
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Résumé grand public 

La bronchopneumopathie chronique obstructive est la 3ème cause de mortalité dans 

le monde. Cette pathologie est souvent liée au tabagisme. Elle associe une inflammation 

chronique et une altération irréversible et progressive des fonctions respiratoires. Les 

traitements actuels sont symptomatiques et permettent de ralentir son évolution. Malgré 

ces traitements, les patients BPCO sont sujets à des infections respiratoires majoritairement 

d’origine infectieuse qui sont responsables de la progression de la pathologie et nécessitent 

la mise en place d’ajustements thérapeutiques et de mesures de prévention. Ainsi, il est 

nécessaire d’identifier de nouvelles voies thérapeutiques afin de contrôler ou de prévenir 

ces exacerbations. Notre équipe de recherche s’intéresse aux cytokines IL-20, des molécules 

dont la production est augmentée au cours d’infections bactériennes, virales et de la BPCO. 

L’étude du rôle de ces cytokines dans le contexte des exacerbations d’origine infectieuse au 

cours de la BPCO vise à proposer, à terme, de nouvelles stratégies permettant de limiter les 

conséquences des infections chez les patients BPCO. 
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Summary for the general public 

Chronic obstructive pulmonary disease is the third leading cause of death in the 

world. This pathology is often linked to smoking. It characterizes by a chronic inflammation 

and irreversible and progressive impairment of respiratory functions. The current treatments 

are symptomatic and make it possible to slow down its evolution. Despite these treatments, 

COPD patients are subject to respiratory infections, mainly of infectious origin, which are 

responsible for the progression of the pathology and require the implementation of 

therapeutic adjustments and preventive measures. Thus, it is necessary to identify new 

therapeutics in order to control or prevent these exacerbations. Our research team is 

interested in IL-20 cytokines, molecules whose production is increased during bacterial, viral 

infections and COPD. Studying the role of these cytokines in the context of exacerbations of 

infectious origin in COPD aims to ultimately propose new strategies to limit the 

consequences of infections in COPD patients. 
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1. Le poumon 

Le poumon fait partie d’un système complexe permettant l’apport d’oxygène à 

l’organisme. Ce système complexe est l’appareil respiratoire (Figure 1). Celui-ci est composé 

de différents organes et tissus dont le but est de permettre les échanges gazeux entre le 

corps et son environnement. 

Les voies respiratoires sont composées de différents organes permettant l’arrivée de l’air jusqu’aux alvéoles pulmonaires. 
L’extension du diaphragme va permettre de faire entrer l’air inspiré dans les fosses nasales où il sera réchauffé. L’air va 
ensuite traverser différents canaux dont le pharynx, le larynx, la trachée, les bronches puis les bronchioles. À la contraction 
des muscles diaphragmatiques, l’air pauvre en oxygène, est expiré pour être relargué à l’extérieur.  

 

1.1. Structure pulmonaire 

En entrant dans les narines, l’air passe dans un premier temps dans les fosses nasales 

(premier conduit du système respiratoire). Celles-ci sont tapissées de cellules ciliées 

permettant la filtration de l’air. La forte irrigation de ce conduit permet le réchauffement et 

l’humidification de l’air. L’air peut également pénétrer dans l’appareil respiratoire par la 

bouche. 

Avant d’atteindre le larynx, l’air circule par le pharynx qui est un organe commun à 

l’appareil respiratoire et digestif. L’air traverse ensuite l’épiglotte, clapet situé dans le larynx 

et capable de s’ouvrir pour permettre le passage de l’air vers la trachée. La trachée est un 

conduit constitué d’anneaux cartilagineux. Il fait le lien entre les voies aérodigestives et les 

poumons. C’est dans les poumons que les échanges gazeux vont pouvoir s’effectuer. Ceux-ci 

sont situés dans la cage thoracique. On distingue le poumon droit constitué de trois lobes et 

Figure 1 : Appareil respiratoire 
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le poumon gauche constitué de deux lobes. C’est dans les poumons que la trachée s’arborise 

pour se diviser d’abord en bronches puis en bronchioles et enfin en alvéoles. 

 

1.2. Fonction pulmonaire  

Le système respiratoire a deux fonctions. La première, est mécanique. Elle permet 

l’inspiration et l’expiration. Ces mouvements respiratoires favorisent la circulation de l’air 

dans les poumons permettant ainsi le renouvellement de l’air. Ainsi, cela permet 

l’approvisionnement en dioxygène (O2) et l’élimination du dioxyde de carbone (CO2). Ces 

phénomènes mécaniques sont dirigés grâce à la contraction et à la décontraction des 

muscles intercostaux et à l’action du diaphragme. 

La seconde fonction, physiologique, correspond aux échanges gazeux. Celle-ci permet 

l’alimentation des cellules en oxygène et facilite parallèlement l’élimination du CO2. En effet, 

c’est le phénomène de diffusion qui permet ces échanges entre l’environnement et les 

cellules. Le dioxygène, emmagasiné lors de l’inspiration, se retrouve dans les alvéoles 

pulmonaires. La grande surface de contact entre ces alvéoles et le sang facilite alors le 

passage du dioxygène dans le sang. Ainsi, cet oxygène sera acheminé dans l’ensemble des 

cellules de l’organisme. Pour l’élimination du CO2, c’est le chemin inverse qui est fait. 

 

1.3. Poumon et environnement  

Les poumons sont en contact direct et permanent avec l’environnement extérieur. 

Cette particularité rend cet organe vulnérable aux agressions extérieures (Figure 2) qui 

peuvent être chimiques (dioxyde de carbone, ozone…), physiques (particules fines, 

poussières…) ou biologiques (pollen, moisissure, virus…). 

Ainsi, l’exposition à ces aérocontaminants naturels ou liés à l’activité humaine peut 

être responsable du développement de pathologies pulmonaires aigües telles que des 

bronchites ou des pneumonies. Lorsque l’exposition à ces polluants est prolongée cela peut 

favoriser l’apparition de pathologies chroniques comme les cancers, la fibrose pulmonaire, 

l’asthme ou encore la BPCO. 
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L’air que l’on respire est chargé en particules de diverses origines qui peuvent affecter les poumons. Outre la pollution 
atmosphérique liée au CO2, ou aux particules fines par exemple, l’air contient également d’autres aérocontaminants qui 
peuvent être responsables de nombreuses pathologies. Les allergènes et les pollens sont souvent associés à l’apparition de 
maladie allergique ou à l’asthme. Les agents biologiques tels que les bactéries, virus ou champignons sont responsables de 
maladies infectieuses respiratoires et les polluants chimiques liés à des activités industrielles ou le tabagisme peuvent être 
responsables de maladie comme les cancers ou la BPCO. 

  

Figure 2 : Les aérocontaminants ont des sources multiples ! 
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2. La Bronchopneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) : 

2.1. Histoire de la BPCO 

C’est au XVIIe siècle que la BPCO a été décrite pour la première fois comme « poumon 

volumineux » par le médecin Bonet. Plus d’un siècle plus tard, Braillie publie les premières 

illustrations de « poumons emphysémateux ». Ce n’est qu’en 1814 que Badham évoque une 

toux chronique et une hypersécrétion bronchique comme symptôme associé à la bronchite 

chronique observé au cours de la BPCO. En 1821 le médecin français Laënnec fait la 

description anatomopathologique de l’emphysème (destruction des parois alvéolaires) 

associé à la BPCO. 

 

2.2. Définition et épidémiologie  

Aujourd’hui, la physiopathologie de la BPCO est beaucoup mieux connue. En effet, 

elle est définie par l’OMS (l’Organisation Mondiale de la Santé) comme une pathologie 

chronique inflammatoire, lentement progressive et se caractérisant par une diminution des 

débits aériens. Hautement invalidante pour les patients, les parois bronchiques 

s’épaississent et une sécrétion de mucus apparaît limitant ainsi le passage de l’air dans les 

voies aériennes. Dans ses formes les plus sévères, une destruction alvéolaire est également 

observée. Ce phénomène est appelé emphysème. L’ensemble de ces lésions induit chez le 

patient une gêne respiratoire à l’effort qui peut s’aggraver et devenir persistante. 

À l’heure actuelle, on estime que deux tiers des personnes souffriraient de BPCO sans 

le savoir. De plus, il n’existe aucun traitement curatif pour la BPCO. Seuls des traitements 

permettant l’amélioration des conditions de vie peuvent être mis en place pour soulager les 

patients. Il s’agit donc d’un problème majeur de santé publique. 

En effet, selon les dernières estimations sanitaires mondiales de l’OMS, la BPCO a 

provoqué, en 2019, 6 % des décès mondiaux et est passée en 3ème position des causes de 

décès derrière les affections cardiovasculaires telles que les cardiopathies ischémiques et les 

AVC (Accident Vasculaire Cérébral) [1]. La BPCO concernerait plus de 300 millions de 

personnes dans le monde [12] dont environ 3,5 millions en France [13]. Les taux de mortalité 

liés à la BPCO les plus élevés en France sont observés dans les régions Hauts-de-France, 

Grand-Est, à la Réunion ou encore en Bretagne [14]. Une étude réalisée entre 2011 et 2013, 
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dans les villes de Lille et Dunkerque, a démontré une prévalence de trouble respiratoire 

obstructif qui variait entre 9,5 % et 16 % [15]. 

 

2.3. Les signes cliniques de la BPCO 

Les signes cliniques de la BPCO varient en fonction du stade de la pathologie. Le 

comité scientifique GOLD (Global initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) propose 

une classification en fonction de l’obstruction bronchique des patients. Elle est déterminée 

grâce à la mesure spirométrique s’appuyant sur deux indicateurs :  

- Le volume expiratoire maximal par seconde (VEMS) qui correspond au volume 

d’air expiré pendant la première seconde d’une expiration forcée après une 

inspiration profonde, 

- La capacité vitale (CV) correspondant au volume d’air maximum contenu dans 

les poumons entre une inspiration et une expiration. 

Ainsi, un patient est dit BPCO lorsque le rapport VEMS/CV est inférieur à 70 %. C’est-

à-dire lorsque le patient n’est pas capable d’expirer au moins 70 % du volume de ses 

poumons en une seconde. Les stades de la BPCO sont ensuite déterminés grâce à la mesure 

du VEMS (tableau 1). 

 

Tableau 1 : Classification des stades de sévérité de la BPCO en fonction de la VEMS (classification GOLD) 
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Cette classification a évoluée afin d’intégrer des paramètres cliniques comme la 

sévérité de la dyspnée (échelle mMRC) ainsi que la fréquence et la gravité des exacerbations. 

La classification mMRC se distingue par 5 catégories allant de 0 à 4 : 

- Stade 0 : essoufflement lors d’efforts importants, 

- Stade 1 : essoufflement lors de la marche rapide sur terrain plat ou pente douce, 

- Stade 2 : marche plus lente que la plupart des gens ou obligation de s’arrêter plus 

fréquemment, 

- Stade 3 : obligation de s’arrêter pour reprendre son souffle après 100 m ou 

quelques minutes de marche, 

- Stade 4 : essoufflement permanent ou essoufflement pour les gestes du 

quotidien (habillage par exemple). 

 

Les patients BPCO sont sujets à des phases d’aggravation (les exacerbations) de la 

pathologie qui peuvent être d’origines diverses, notamment infectieuses. La fréquence et la 

gravité des exacerbations permettent également d’affiner le pronostic de la BPCO. Ainsi, 

lorsqu’un patient est sujet à plus de 2 exacerbations annuelles, le pronostic est dit 

défavorable. Lorsque le patient est hospitalisé au moins une fois par an pour une 

exacerbation, il s’agit alors d’un élément dit de mauvais pronostic. Ainsi, la sévérité clinique 

de la BPCO est classée de la manière suivante (Tableau 2) : 

• A : faible risque d’exacerbation, peu de symptômes, 

• B : faible risque d’exacerbation, symptômes significatifs, 

• C : risque élevé d’exacerbation, peu de symptômes, 

• D : risque élevé d’exacerbation, symptômes significatifs. 

La radiographie pulmonaire va également permettre d’évaluer la gravité des lésions 

pulmonaires. 

Tableau 2 : Classification par sévérité clinique de la BPCO 
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2.4. Facteurs de risques  

Les facteurs de risque pour le développement de la BPCO sont nombreux. Ils peuvent 

être intrinsèques (prédisposition génétique) ou extrinsèques (environnementaux pour les 

plus fréquents). 

 

2.4.1. Facteurs de risques environnementaux 

2.4.1.1. Le tabac, premier coupable 

Le tabagisme est de loin de facteur de risque le plus important. En effet, 80 % des cas 

de BPCO sont liés à l’exposition prolongée à la fumée de cigarette. Quand une cigarette 

brûle, plus de 4 000 produits chimiques et additifs dont certains sont hautement toxiques 

pour l’organisme, sont relargués dans les fumées [16–18]. Ces composés irritants vont alors 

atteindre les poumons et provoquer une inflammation et une diminution des défenses 

immunitaires responsable d’infections chez les patients BPCO. Cette maladie met 

généralement plusieurs dizaines d’années pour se développer et de ce fait, elle touche 

essentiellement les personnes de plus de 50 ans. De plus, seulement 20 à 30 % des fumeurs 

développeront une BPCO bien que le tabagisme favorise aussi grandement l’apparition de 

cancers (1ère cause de cancers du poumon ou ORL). Bien que l’incidence de la maladie soit 

plus importante chez les fumeurs actifs, le tabagisme passif peut également favoriser le 

développement de la BPCO. En effet, des atteintes pulmonaires liées au tabac durant 

l’enfance, peuvent provoquer des formes spécifiques de BPCO chez l’adulte jeune. Des 

chercheurs de l’American Cancer Society ont démontré un risque augmenté de plus de 30 % 

de développement de la BPCO lorsque les personnes non-fumeuses ont grandi avec des 

personnes fumeuses. De plus, l’exposition in utero à la fumée de cigarette contribue à la 

susceptibilité aux infections par le VRS [19]. 

 

2.4.1.2. Pollution professionnelle et pollution atmosphérique 

Bien que le tabac soit le principal responsable de la survenue de la BPCO, d’autres 

facteurs environnementaux peuvent intervenir. L’exposition à des aérocontaminants liés aux 

activités professionnelles peut également contribuer au déclenchement ou à l’aggravation 
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post-tabagique de la BPCO. Les milieux agricoles et industriels sont particulièrement 

impactés. Parmi les secteurs où l’on observe un lien de causalité, on retrouve : l’industrie 

minière, le bâtiment et les travaux publics, l’industrie du textile, le milieu céréalier… [20].  

Même si le lien entre pollution atmosphérique et BPCO du non-fumeur n’est pas 

clairement établi, de plus en plus d’études s’accumulent en ce sens. En effet, une étude 

anglaise de grande ampleur démontre un lien entre la concentration en particules fines 

PM2.5, le déclin de la fonction pulmonaire et la BPCO [21]. La pollution de l’air par le dioxyde 

de soufre émis lors de procédés industriels ou par les chauffages résidentiels par exemple, 

pourrait être responsable de 8 à 15 % des cas de BPCO [22]. De la même manière, la 

pollution atmosphérique intérieure peut également favoriser l’apparition de la BPCO. Une 

étude rétrospective mondiale démontre que l’exposition liée à l’inhalation de fumée de 

biocombustible solide augmente le risque de BPCO en particulier dans les régions en voie de 

développement comme l’Afrique ou l’Asie [23]. 

 

2.4.1.3. Maturité pulmonaire 

Les facteurs influençant le développement pulmonaire in utero ou au cours de 

l’enfance pourraient également favoriser l’apparition de la BPCO à l’âge adulte. En effet, 

l’exposition pré ou post-natale à la fumée de cigarette, au polluant ou encore les infections 

pulmonaires à répétition pourrait prédisposer au développement de la BPCO [24]. 

 

2.4.2. Facteurs endogènes 

2.4.2.1. Facteurs de risques génétiques 

Le déficit en alpha 1 antitrypsine (AAT) qui est le plus étudié, représente seulement 1 

à 2 % des cas de BPCO. Ce défaut favorise l’apparition précoce de la pathologie. L’AAT est 

une anti-protéase qui permet la protection des tissus pulmonaires contre les protéases 

produites par les neutrophiles (cellules particulièrement augmentées chez les patients BPCO 

et très riche en protéases (MMP et cathepsines)) [25]. Ainsi, le défaut de production d’AAT 

favorise la destruction des tissus pulmonaires par le neutrophile et cause ainsi le 

développement des signes cliniques. 
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Certains polymorphismes génétiques peuvent aussi agir comme co-facteurs du 

développement de la BPCO. C’est ce qui semble être le cas pour des SNP de récepteurs de la 

nicotine comme la sous-unité alpha-5 du récepteur (un des composants essentiels de la 

dépendance au tabac) qui sont fréquemment associés au développement de BPCO [26]ou de 

cancer chez les fumeurs. De plus, une étude de grande ampleur anglaise a identifié en 2017, 

43 nouvelles variations génétiques associées à la BPCO [27].  

L’environnement peut également affecter le génome et entraîner la mise en place de 

mécanismes épigénétiques qui vont contribuer à la modification d’expression des gènes. La 

modification des phénomènes d’hypo et d’hyper-méthylation des histones est associée à des 

altérations épigénétiques impliquées dans l’expression de gènes associés au cancer dans des 

cultures de cellules épithéliales bronchiques ayant été en contact avec de la fumée de 

cigarette [28]. La diminution de l’activité enzymatique HDAC2 (Histone Désacétylase 2) dans 

les poumons de patient BPCO est associée à l’augmentation de l’expression de l’ARNm de la 

cytokine pro-inflammatoire IL-8 et à l’augmentation de l’acétylation de son promoteur [29]. 

 

2.4.2.2. Sexe 

Plus sensibles au méfait du tabac, les femmes sont plus susceptibles de développer la 

maladie de manière précoce. Elles sont sujettes à des symptômes plus sévères que leurs 

homologues masculins et le taux de mortalité lié à la BPCO est plus élevé chez les femmes 

[30]. 

 

2.4.2.3. L’âge 

L’apparition de la BPCO est multifactorielle et dépend principalement de la durée et 

de la consommation tabagique du patient (ou à l’exposition environnementale). La BPCO est 

une pathologie qui survient plutôt tardivement et sa prévalence augmente avec l’âge. 

D’après l’OMS, les premiers symptômes de la maladie apparaissent généralement vers l’âge 

de 45 ans. 
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2.5. Traitement de la BPCO  

La BPCO est une maladie évolutive débutant souvent par des symptômes banals et 

souvent considérés comme anodins par le patient (toux, crachat par exemple). S’ils ne sont 

pas pris en charge rapidement, ces symptômes vont s’aggraver progressivement et devenir 

de plus en plus gênants pour la vie quotidienne de la personne malade. Afin de mieux 

répondre aux besoins du patient, les traitements seront différents et de plus en plus lourds 

en fonction de la sévérité des symptômes et du stade de la pathologie [31].  

La BPCO étant dans la plupart des cas provoquée par l’inhalation de fumée de tabac, 

le sevrage tabagique est dans tous les cas le premier traitement indispensable pour éviter la 

progression de la BPCO. Si la maladie est liée à l’inhalation de toxiques respiratoires, cette 

exposition doit également être suspendue le plus rapidement lorsque c’est possible 

(changement de poste lorsque la BPCO est liée à son environnement de travail par exemple). 

Lorsque les traitements de première intention ont été instaurés et que les sources de 

la maladie ont été, dans la mesure du possible, évitées, des traitements médicamenteux 

peuvent être mis en place. Afin de faciliter la respiration, la prescription de broncho-

dilatateur est logiquement sollicitée. Il en existe deux types : les bronchodilatateurs à courte 

durée d’action sont utilisés lorsque la BPCO est légère ou modérée et que les symptômes 

sont ponctués par des périodes d’essoufflements. Lorsque la maladie s’aggrave, les 

bronchodilatateurs à longue durée d’action peuvent être donnés au patient. 

L’administration de corticoïdes inhalés peut être associée à la prise de 

bronchodilatateurs. L’action anti-inflammatoire des corticoïdes permet surtout de diminuer 

le risque d’exacerbation notamment dans les stades les plus sévères de la pathologie. 

Cependant, leur usage est restreint, car ce traitement peut dans le même temps altérer les 

défenses anti-infectieuses et ainsi faciliter les épisodes infectieux. 

Dans les cas les plus extrêmes, de l’oxygénothérapie ou une ventilation non-invasive 

peuvent être proposées. Ce sont des traitements lourds nécessitant une utilisation d’environ 

15 h par jour pour améliorer la survie des patients. En dernier recours et lorsque 

l’emphysème est trop important aboutissant à une insuffisance respiratoire majeure, 

certains patients peuvent bénéficier de transplantations pulmonaires.  
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De plus en plus utilisée, la réhabilitation respiratoire est une approche multi et 

transdisciplinaire associant l’exercice musculaire, l’éducation thérapeutique et la 

kinésithérapie. Elle est souvent utilisée dès le stade II de la maladie, lorsque le patient 

présente une intolérance à l’effort et que cela engendre une limitation dans les activités 

quotidiennes du malade. 

Enfin, la vaccination antigrippe et anti-pneumocoque est conseillée afin de prévenir 

les infections respiratoires responsables des exacerbations.  

Malgré les mesures existantes, il n’existe aucun traitement curatif contre la BPCO. 

L’efficacité des traitements utilisés dépend uniquement de la précocité du diagnostic et de la 

prise en charge de la pathologie. L’ensemble des mesures, ne permettent qu’une 

amélioration des conditions de vie des patients. Il est donc nécessaire de développer de 

nouvelles approches thérapeutiques pour répondre aux besoins actuels. 
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3. Immunité et BPCO 

L’exposition à la fumée de cigarette entraîne, au niveau pulmonaire, l’installation de 

mécanismes immunitaires complexes faisant intervenir de nombreux types de cellules. Le 

recrutement important de cellules immunitaires innées va contribuer à l’initiation et à la 

perpétuation de l’inflammation chronique responsable de la modification structure/fonction 

des poumons. Cette inflammation sera amplifiée par la mise en place d’une immunité 

adaptative [32]. 

 

3.1. Physiopathologie de la BPCO 

L’inhalation de gaz toxique prolongée (pollution, fumée de cigarette…) va entraîner 

une inflammation chronique des voies aériennes. Cette inflammation continue va contribuer 

à l’installation de mécanismes physiopathologiques retrouvés chez les patients. Bien que la 

physiopathologie de la BPCO soit complexe et contienne encore des versants non explorés à 

ce jour, de nombreuses études ont permis de faire la lumière et de décrire certains 

mécanismes impliqués dans la BPCO (Figure 3 )[33]. 

L’effet toxique de la fumée de cigarette va engendrer un stress oxydatif au niveau 

pulmonaire. Le stress oxydatif consiste en la libération d’espèces réactives à l’oxygène (ROS) 

par les cellules endommagées. Ce phénomène est fréquemment retrouvé lors de syndromes 

inflammatoires chroniques telles que la BPCO, participant ainsi à la genèse et/ou à 

l’entretien de l’inflammation dans ces pathologies. La production d’espèces réactives à 

l’oxygène va induire, indirectement, l’activation et le recrutement de macrophages 

alvéolaires, en mobilisant d’autres voies de signalisation intracellulaires dont NF-kB comme 

indiqué ci-dessous [34] et de neutrophiles qui vont à leur tour produire des ROS. Ces 

mécanismes sécrétoires vont être responsables de l’altération des fonctions épithéliales et 

notamment de l’altération de la clairance mucociliaire, de la destruction tissulaire 

responsable de l’emphysème et de l’hypersécrétion de mucus [35,36]. 

Les lésions occasionnées par le stress oxydatif vont entraîner la libération de facteurs 

associés aux dommages cellulaires (DAMPs : Damage-Associated Molecular Patterns) [37]. Ils 

vont être pris en charge par des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires et 
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activer la réponse immunitaire innée. Ces récepteurs sont les PRR (Pattern Recognition 

Receptor) [38]. Il en existe plusieurs catégories qui peuvent être membranaires (Toll-like-

receptor, récepteur scavenger…) ou cytoplasmiques (RIG-like-receptor ou RLR ou Nod-like 

receptor ou NLR). Les composés contenus dans la fumée de cigarette vont également 

pouvoir activer les TLR-2 et 4 sur l’épithélium et les cellules immunitaires respiratoires 

[39,40]. Ces récepteurs vont activer la voie de signalisation dépendante de MyD-88 

aboutissant à l’activation de NFκB et permettant ainsi la synthèse de cytokines et de 

chimiokines (IL-8, TNF-α, IL-1β, CXCL1, IL-6…)[41]. Cette réponse inflammatoire non 

contrôlée, va contribuer au recrutement et à l’activation de cellules immunitaires telles que 

les macrophages, les monocytes, les neutrophiles, les cellules natural killer (NK) [25]. Ces 

cellules et les médiateurs qu’ils produisent vont être responsables du déséquilibre de la 

balance protéase/anti-protéase. En effet, elles sécrètent des protéases telles que : l’élastase 

[42], des métalloprotéinases de matrice (MMP par exemple MMP-9 [43] et MMP-12[44]) et 

des peroxydases (comme le MPO : Myeloperoxydase)[45,46]. Cette perte d’homéostasie va 

participer à la destruction des parois alvéolaires responsable de l’emphysème [25]. De plus, 

la sécrétion de MMP-9 par les macrophages va favoriser le clivage du TGF-β pour induire sa 

forme active qui est responsable de l’hyperplasie des muscles lisses pulmonaires, une 

caractéristique du remodelage pulmonaire observé au cours de la BPCO [47,48]. 

Cette inflammation persistante, impliquant des cellules de l’immunité innée, va être 

aggravée par l’apparition d’une réponse immunitaire adaptative. En effet, le recrutement de 

cellules dendritiques (DC) au niveau pulmonaire va permettre l’activation de cellules 

immunitaires plus spécifiques d’antigène comme les lymphocytes B et T. Les cellules 

dendritiques sont des cellules sentinelles à l’interface entre la réponse immunitaire innée et 

adaptative. En effet, les cellules dendritiques sont capables de capturer les antigènes dans 

les tissus périphériques afin de les présenter aux lymphocytes T CD4 et T CD8. L’activation de 

cette réponse adaptative au niveau des organes lymphoïdes secondaires nécessite plusieurs 

signaux : l’expression, au niveau de la membrane, des molécules de présentation appelées 

CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) de type 1 ou de type 2 et de molécules de 

costimulation telles que le CD86 ou le CD40 [49,50]. La libération de cytokines pro-

inflammatoires de type IL-12, CXCL10 ou TNF-α va fournir le troisième signal d’activation et 

dans le même temps orienter leur différenciation, pour des T CD4 naïfs en lymphocytes 
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T Th1 (T helper 1) et en lymphocytes T CD8 effecteurs contribuant un peu plus à l’état 

inflammatoire incontrôlé des patients BPCO. Cependant, le profil de sécrétion des cytokines 

par les DC peut orienter cette différenciation vers d’autres phénotypes (Th2, Th17, Th9). 

L’inhalation de fumée de cigarette va altérer la barrière épithéliale pulmonaire et induire l’activation de cellules sentinelles : 
les macrophages. L’initiation de cette réponse immunitaire conduit à la production de médiateurs pro-inflammatoires qui 
vont permettre le recrutement de cellules immunitaires dont les neutrophiles. Ces dernières sont à l’origine de la production 
de protéases responsables de la destruction des parois alvéolaires qui conduit à l’emphysème. L’hypersécrétion de mucus et 
la fibrose associées à cette réponse inflammatoire chronique contribuent à de la diminution de la fonction respiratoire 
observée au cours de la BPCO (Hikichi et al, 2019). 

 

3.2. Réponse immunitaire innée 

3.2.1. L’épithélium respiratoire 

L’épithélium respiratoire est constitué de cellules jointives liées entre elles par des 

jonctions serrées. Ancré sur une lame basale pas des jonctions adhérentes, l’épithélium est 

composé de cellules polarisées (Figure 4). L’épithélium respiratoire est dit pseudostratifiée 

et comporte différents types cellulaires dont des cellules basales, de cellules caliciformes 

responsables de la sécrétion de mucus, de cellules Club et de cellules ciliées [51]. La 

composition de l’épithélium respiratoire est différente en fonction de la localisation dans 

l’arbre bronchique. Très présente au niveau proximal, la proportion de cellules caliciformes 

diminue progressivement lorsque l’on descend vers les alvéoles pulmonaires. Les cellules 

Figure 3: Réponse immunitaire lors de l'exposition à la fumée de cigarette 
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Club, sont quant à elles retrouvées au niveau des bronchioles. L’épithélium alvéolaire est 

constitué de pneumocytes de type I et II.  

A : l’épithélium bronchique est constitué de cellules basales (1), de cellules caliciformes (2), de cellules ciliées (3) reposant sur 
la membrane basale. L’épithélium est recouvert de deux phases de mucus : la phase viscoélastique (5) et la phase péricilliaire 
(6). B : composition de l’épithélium bronchiolaire. C : l’épithélium alvéolaire est composé de pneumocytes de type I et II.  

À la fois barrière physique et barrière immunitaire face aux agressions extérieures 

(pathogène, particules…), l’épithélium forme le tout premier rempart pour la défense 

pulmonaire avec les macrophages alvéolaires. 

En réponse à la fumée de cigarette, l’épithélium respiratoire subit de nombreux 

changements morphologiques responsables du remodelage observé chez les patients. En 

effet, l’exposition à la fumée de cigarette favorise la transition épitélio-mésenchymateuse 

[52] et la reprogrammation des gènes codant pour des jonctions intercellulaires de 

l’épithélium entrainant une diminution de la résistance trans-épithéliale [53]. De plus, le 

stress occasionné par la fumée de cigarette induit l’augmentation de l’expression des 

Figure 4 : Composition cellulaire de l'épithélium respiratoire 
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protéines régulatrices du cycle cellulaire : p16ink4a et p21CIP/WAF ce qui favorise la sénescence 

cellulaire chez les patients BPCO [54]. Le remodelage tissulaire observé au cours de la 

pathogenèse est associé à une diminution de l’activation de la voie de signalisation 

Hedgehog et du facteur de transcription Gli2 [55] responsable de l’altération de la 

différenciation des cellules épithéliales ciliées. Ce mécanisme conduit à un remplacement 

des cellules multiciliées par des cellules primaires ciliées non-mobiles ayant pour 

conséquence une diminution de la fréquence de battements ciliaires dans les voies 

aériennes [56,57]. Associées à une hypersécrétion de mucus, les modifications 

morphologiques et fonctionnelles, engendrées par l’exposition à la fumée de cigarette, sont 

responsables de l’altération de la clairance mucociliaire [58] qui facilite l’entrée des 

pathogènes dans les tissus et l’apparition des exacerbations chez les patients [59–62]. Les 

cellules épithéliales sont également productrices de protéases dont les MMP-2 et MMP-9 

[54] qui participent à la genèse de l’emphysème en favorisant la destruction des parois 

alvéolaires. En revanche, la production de TGF-β va contribuer à l’apparition de la fibrose 

sous-épithéliale et à l’épaississement des parois bronchiques [63]. 

Les cellules épithéliales ont également un rôle de barrière immunitaire. De nombreux 

médiateurs de l’immunité libérés par l’épithélium peuvent être modulés par la fumée de 

cigarette. En effet, l’épithélium bronchique est capable de libérer des facteurs pro-

inflammatoires tels que de l’IL-1β, de l’IL-6, du CXCL8 et du GM-CSF après activation du TLR4 

[54,64]. Cette sécrétion va permettre le recrutement local de monocytes et de neutrophiles 

[65] et contribuer à l’installation et à la pérennisation de l’inflammation pulmonaire. Ainsi, 

ces données permettent de définir un mécanisme par lequel la cigarette induit une 

inflammation au niveau pulmonaire. 

Comme indiqué précédemment, l’exposition à la fumée de cigarette augmente 

l’incidence des infections respiratoires. Ce phénomène pourrait être, en partie, lié à 

modification de la réponse antimicrobienne de l’épithélium. En effet, l’épithélium 

respiratoire constitue la première cible des virus respiratoires au sein duquel ils se 

répliquent généralement, mais également des bactéries. L’exposition à de l’extrait de fumée 

de cigarette diminue la production épithéliale de différents peptides antimicrobiens comme 

CCL20 [66], de β-défensines, de peptide de la famille des S100 et de lipocaline2 (LCN2) [67–

70]. De plus, la diminution de production de S100A8 est corrélée à la sévérité de la 
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pathologie plus particulièrement avec l’apparition de l’emphysème [69]. À l’inverse, la 

protéine S100A9 est augmentée dans les lavages broncho-alvéolaires. L’augmentation des 

protéines S100 au cours de la BPCO pourrait favoriser les dommages tissulaires associés à 

l’exposition à la fumée de cigarette [70,71]. L’inhibition de S1009 dans un modèle murin de 

BPCO réduit la production de la protéine MMP-3 associée à l’emphysème et l’inflammation 

[71]. La réponse antivirale est également modifiée au cours de la BPCO. Différents modèles 

in vitro d’infection par des virus démontrent une altération de la réponse antivirale des 

cellules épithéliales exposées à la cigarette. Dans ces modèles, on retrouve, une diminution 

de la reconnaissance virale liée à l’altération de l’expression des récepteurs de motifs viraux 

tels que le TLR3 et le RIG-I [72–74]. Ceci, conduit à la diminution de la production 

d’interférons de type I, II et III [75–78] associée à une diminution des systèmes de 

phosphorylation des voies STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) [76,79] : 

mécanismes permettant l’activation de l’expression des molécules régulatrices des 

interférons comme les IRF (Interferon Regulatory Factor) et les ISG (Interferon Stimulated 

Gene) [72,77,79]. La diminution de la réponse interféron au virus est accompagnée d’une 

diminution de molécules pro-inflammatoire comme l’IL-6, l’IL-8 ou CXCL10 [74,75]. Plus 

récemment, une étude démontre une augmentation de l’expression du récepteur ACE2 dans 

les cellules épithéliales bronchiques et alvéolaires de patient BPCO ce qui pourrait faciliter 

l’entrée du SARS-CoV-2 dans les poumons [80]. 

 

3.2.2. Les neutrophiles 

Les neutrophiles font partie des cellules de première ligne dans la défense 

antimicrobienne, car ils sont rapidement mobilisés lors d’une agression. Ces cellules 

possèdent une capacité de phagocytose et de bactéricidie et elles sont capables de libérer 

des cytokines permettant d’amplifier la réponse inflammatoire. Les neutrophiles ont un rôle 

central dans la pathogenèse de la BPCO. Constamment recrutés au niveau des petites voies 

aériennes, leur présence corrèle avec le déclin de la fonction pulmonaire [81–83]. La 

libération de facteurs neutrophiliques contribue à l’apparition des caractéristiques 

physiopathologiques observées dans différents modèles animaux et cellulaires. En effet, la 

fumée de cigarette favorise l’activation des neutrophiles, via le TLR9 induisant une 

production importante de CXCL8 [84]. Ils sont également responsables de la libération de 
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nombreuses autres protéines dont du NGAL (Neutrophil Gelatinase-Associated 

Lipocalin)[45], des protéases (MMP9 [82], MMP12 [44] ), de l’élastase [85] et de la 

peroxydase (MPO) [82] qui participent à l’aggravation de l’inflammation [84,85], et à la 

genèse des lésions tissulaires conduisant au remodelage bronchique et à l’emphysème [86] 

[45]. Le recrutement et l’activation des neutrophiles dans les poumons conduit à la 

formation de NETs (Neutrophil Extracellular Traps) lors de la mort de ces cellules [87]. 

Composé d’ADN et de diverses protéines, ils permettent de piéger les micro-organismes 

pathogènes lors d’une infection. Au cours de la BPCO, leur présence est associée à une 

aggravation des capacités respiratoires [88] et participerait à l’apparition des exacerbations 

chez les patients [88,89]. 

Malgré une présence importante de neutrophiles au niveau pulmonaire et 

systémique chez les malades [81,90–92], les patients BPCO sont sujet à de nombreuses 

infections pulmonaires, pouvant être liées à une dysfonction des propriétés 

antimicrobiennes des neutrophiles. En effet, les neutrophiles présentent une imprécision 

migratoire en réponse aux signaux chimioattractants même s’ils migrent plus rapidement 

[93]. Cette imprécision chez les neutrophiles, pourrait favoriser l’augmentation de 

dommages tissulaire observés chez les patients en augmentant et en complexifiant leur 

parcours dans l’organisme ainsi qu’en retardant la capture des pathogènes. De plus, la 

capacité de phagocytose des neutrophiles est altérée chez les patients BPCO 

comparativement aux sujets sains [94,95]. Associés à une diminution de l’activité bactéricide 

[96] ces défauts fonctionnels des neutrophiles pourraient favoriser le développement 

d’exacerbations infectieuses chez les patients. 

Du fait de la chronicité de la pathologie, le nombre de neutrophiles circulant 

augmente et pourrait être un marqueur de pronostic de sévérité et d’exacerbation de la 

BPCO [88,90]. 

 

3.2.3. Les macrophages 

Les macrophages sont des cellules mononucléées phagocytaires présents dans de 

nombreux tissus périphériques tels que : le sang, l’ensemble des muqueuses y compris la 

peau et les poumons et les organes lymphoïdes. À l’état physiologique, les macrophages 
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sont les cellules immunitaires les plus représentées dans les poumons. En effet, les 

macrophages font partie du premier rempart face à une agression extérieure. Leur rôle est la 

capture des agents pathogènes, des débris cellulaires, et des particules afin d’orchestrer et 

surtout de limiter la réponse immunitaire innée et adaptative subséquente. Bien que leur 

rôle soit essentiellement lié au maintien de l’homéostasie, les macrophages sont capables, 

lorsque c’est nécessaire, de libérer des médiateurs de la réponse inflammatoire afin de 

stimuler le recrutement d’autres cellules au niveau local. Ils peuvent également jouer le rôle 

de présentateur d’antigènes pour les lymphocytes T. 

Il existe plusieurs types de macrophages au niveau pulmonaire : les macrophages 

alvéolaires, les macrophages interstitiels et les macrophages dérivés de monocytes [97]. Les 

facteurs environnementaux vont contribuer à la différenciation des macrophages comme 

pour les macrophages alvéolaires qui sont adaptés à leur environnement pauvre en 

nutriments et riche en oxygène. De plus, les médiateurs influent sur le phénotype de ces 

cellules vers un phénotype pro-inflammatoire pour le M1 (IFN-, GM-CSF) alors que la 

polarisation M2 (par les cytokines Th2 et le M-CSF) favorise une réponse anti-inflammatoire 

des macrophages. Ces différents types cellulaires peuvent être soit bénéfiques soit délétères 

en fonction des conditions physiopathologiques.  

Au cours de la BPCO et lors de l’exposition à la fumée de cigarette, un recrutement 

massif de macrophages est observé au niveau des poumons [34]. Ce recrutement cellulaire 

est associé à un changement dynamique des profils macrophagiques retrouvés dans les 

différents compartiments pulmonaires [98]. Alors qu’un profil de type M2, majoritairement, 

est observé dans les lavages broncho-alvéolaires, le « switch » de la balance M1/M2 favorise 

l’apparition des macrophages pro-inflammatoires (M1) dans l’épithélium bronchique des 

patients. Ces macrophages vont être responsables de la production de protéase, notamment 

la MMP9 [43] contribuant ainsi à l’inflammation et au remodelage pulmonaire observé chez 

les patients. 

Malgré cet important recrutement de cellules au niveau pulmonaire, la fumée de 

cigarette favorise le déclin de l’activité des macrophages (Figure 5). En effet, l’expression des 

marqueurs de reconnaissance CD91, CD44, and CD71, et l’activité phagocytaire et 

bactéricide des macrophages est restreinte chez les fumeurs [97,99,100]. La contamination 

fréquente des patients BPCO par des virus respiratoires peut être évoquée, certains virus 
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ayant la capacité d’inhiber la phagocytose bactérienne des macrophages et de réduire leur 

activité HDAC2 (Histone déacétylase 2). De plus, il a été observé une diminution de la 

production de TNF-α, d’IL-6, CXCL10 associée à une réduction de l’expression du TLR3 par les 

macrophages chez les fumeurs [101,102]. Ces altérations fonctionnelles des macrophages au 

cours de la BPCO vont contribuer à l’entretien de l’inflammation et à la mise en place d’un 

terrain favorisant les colonisations microbiennes aggravant le remodelage tissulaire et 

favorisant les exacerbations. 

La fumée de cigarette altère l’activité phagocytaire des macrophages et contribue à l’augmentation de facteurs pro-
inflammatoires et de métalloprotéase qui vont participer à la dégradation tissulaire et favoriser l’entrée des pathogènes au 
niveau pulmonaire (Lugg et al, 2021). 

 

3.2.4. Les cellules dendritiques : À l’interface entre l’immunité innée et l’immunité 

adaptative ! 

Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules présentatrices d’antigènes 

professionnelles. Ces cellules font le lien entre l’immunité innée et l’immunité adaptative. 

Présentes dans le sang, les muqueuses et les organes lymphoïdes pour repérer les signaux 

de danger dont les agents infectieux, elles libèrent des médiateurs biochimiques pour alerter 

les cellules de premières lignes. Une fois le pathogène intégré, elles sont capables de 

Figure 5 : Altérations fonctionnelles des macrophages par la fumée de cigarette 
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présenter à leur surface un fragment (épitope) de ce pathogène sous forme d’antigène. Cet 

antigène sera présenté au lymphocyte T et B naïfs dans les organes lymphoïdes secondaires 

afin d’initier l’activation de la réponse adaptative.  

Il existe différentes sous-populations de DC ayant des fonctions différentes (Figure 5). 

À l’état basal, on distingue les cellules dendritiques conventionnelles (cDC) caractérisées par 

l’expression du CD11c et du CMH II (Complex majeur d’histo-compatibilité de classe II) et les 

cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) (Siglec-H) chez la souris. Leur différenciation en 

DC matures dépend du Flt3L (fms-like tyrosine kinase 3 ligand). 

Les pDC sont considérées comme des cellules résidentes pouvant être recrutées en 

périphérie lors de la réponse inflammatoire. Les pDC se caractérisent principalement par 

l’expression des CD45B- B220 et siglec-H par exemple et sont spécialisées dans la 

reconnaissance de motifs viraux et la sécrétion d’interféron de type I [103]. 

Parmi les cDC, on distingue deux sous-types, les cDC1 et les cDC2, différenciables par 

un certain nombre de marqueurs (Figure 6) et par leur localisation. Alors que les cDC1 

dépendent de l’expression du facteur de transcription batf3 et vont aboutir à une réponse 

immunitaire de type 1, les cDC2 dépendantes de l’expression d’IRF4 vont favoriser le 

déclenchement d’une réponse TH2 et TH17 [104,105]. 

Au niveau de l’épiderme et de certaines muqueuses, il existe une population 

cellulaire appelée cellules de Langerhans. Semblable au macrophage, elles vont capter les 

antigènes arrivant à traverser la peau. 

Enfin, une dernière population de DC a récemment été mise en évidence : les cellules 

dendritiques inflammatoires (iDC) [106]. Contrairement au cellules dendritiques 

« classiques » issus de la maturation de pré-DC, les iDC proviennent de la différenciation 

dépendante du M-CSF [107] de monocytes recrutés au site de l’inflammation [106]. Ainsi, il 

est facile de comprendre leur absence en dehors de tout contexte inflammatoire. Elles 

expriment des marqueurs de cellules dendritiques notamment CMH-II et CD11c. Cette 

population a par la suite été plus étudiée et retrouvée dans de nombreux contextes 

pathologiques comme des maladies inflammatoires (asthme par exemple), maladies 

infectieuses virales, bactériennes, parasitaires… [106,108,109].  
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Il existe différents types de cellules dendritiques, toutes ayant des fonctions qui leur sont propres. En effet, en fonction de 
l’état physiopathologique dans lequel se trouve l’organisme les DC vont exprimer, à leur surface différents marqueurs. Ainsi, 
on distingue différentes catégories dont les DC conventionnelles, les pDC experts dans la réponse antivirale, les cellules de 
Langerhans, principalement, présentent au niveau cutané et les DC inflammatoires issues de la différenciation de 
monocytes. Ces différentes populations existent chez l’homme et la souris même si certains marqueurs diffèrent (adapté de 
segura et Amigorena, 2015) [105]. 

Les données concernant les cellules dendritiques au cours de la physiopathologie de 

la BPCO sont nombreuses, mais restent assez discordantes. En effet, un certain nombre 

d’études démontrent que l’exposition à la fumée de cigarette induit un recrutement de 

cellules dendritiques au niveau pulmonaire [109–114] et notamment des iDC durant 

l’exacerbation virale par H1N1 [115]. Cette accumulation est associée à une augmentation 

de l’expression du CCL20 (C-C motif chemokine ligand 20) chez les patients [114]. 

Cependant, d’autres études ont démontré une diminution du nombre de DC au niveau 

pulmonaire [116,117], dans les muqueuses bronchiques [118] et dans le compartiment naso-

sinusien [113] lors de l’exposition à la fumée de cigarette. Dans cette dernière étude, la 

diminution des DC concernait la sous-population cDC2 puisque la population de cDC1 était 

augmentée. Ces résultats contradictoires pourraient suggérer que la proportion des 

différentes sous-populations de cellules dendritiques au cours de la BPCO dépend du 

compartiment étudié. 

Les DC présentent également une altération de leurs différentes fonctions au cours 

de la BPCO. En effet, plusieurs études ont mis en évidence un défaut de maturation des DC 

lié à la diminution d’expression des marqueurs CD83 [119,120], CD80, CD86 et CMH-II [117]. 

La libération d’élastase par les neutrophiles au cours de la pathogenèse de la BPCO pourrait 

Figure 6 : Marqueurs des cellules dendritiques 
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être responsable de la dégradation de ces peptides de surface [121]. Au contraire, d’autres 

études révèlent une augmentation de ces mêmes marqueurs. Ce phénomène serait la 

résultante de l’effet direct de la nicotine sur les DC favorisant une maturation précoce des 

cellules devenant moins efficaces pour la capture des antigènes et la stimulation de la 

réponse T [122–124]. Les données sur le statut tabagique des patients n’étant pas forcément 

accessibles, il est difficile de dire si les discordances inter-études concernant l’expression de 

ces molécules sont liées à la poursuite du tabac par les patients ou à la BPCO elle-même. 

Cependant, que les marqueurs soient diminués ou augmentés, les résultats convergent tous 

vers une altération fonctionnelle des cellules dendritiques. En effet, une étude in vitro 

démontre l’influence de la durée d’exposition sur la relation expression des marqueurs de 

maturation et fonction cellulaire. Ainsi, l’exposition à court terme favorise une maturation 

précoce des cellules associée à l’augmentation des marqueurs d’activation (CMH-II, CD83, 

CD86, CD40) aboutissant à la réduction de la capacité de capture des antigènes alors que 

l’exposition à long terme entraîne la diminution de ces marqueurs et inhibe la capacité des 

DC à stimuler les lymphocytes T [125]. Ainsi, les altérations fonctionnelles provoquées par 

les effets toxiques de la cigarette pourraient contribuer au défaut de l’activation de la 

réponse immunitaire adaptative spécifique pouvant faciliter la dissémination des 

pathogènes chez les patients [126]. 

 

3.3. Activation de la réponse adaptative 

Les cellules présentatrices d’antigènes possèdent, à leur surface, un grand nombre de 

récepteurs et de molécules de jonctions, de costimulation et de communication leur 

permettant d’interagir avec d’autres cellules et d’organiser la réponse appropriée face aux 

signaux perçus. Lorsque l’antigène a été internalisé, il sera dégradé pour pouvoir être 

présenté par le CMH-II aux lymphocytes naïfs. L’intégration du signal antigénique et la 

perception des signaux environnementaux vont favoriser la maturation des cellules 

dendritiques et leur migration dans les ganglions lymphatiques drainant grâce à l’expression 

de récepteurs pour les chimiokines dont le CCR7 (C-C chemokine receptor 7) [127]. 

L’interaction des DC avec les lymphocytes T naïfs se fait par l’intermédiaire d’une synapse 

immunologique faisant intervenir 3 signaux distincts nécessaires à la différenciation des 

lymphocytes T (Figure 7). Le premier signal consiste en la présentation de l’antigène par les 



INTRODUCTION 

45 

molécules du CMH. La reconnaissance des DAMPs et des MAMPs va induire la maturation 

des DC et favoriser l’expression de molécules de co-stimulation telles que le CD80 et le CD86 

(signal 2). Enfin, la sécrétion de cytokines spécifiques va permettre la polarisation de la 

réponse adaptative. Ainsi, la liberation d’IL-12 orientera vers une réponse de type Th1, la 

libération d’IL-4 vers une réponse Th2, la libération d’IL-1β et d’IL-23 vers une polarisation 

Th17 par exemple [128]. Ainsi, les cellules dendritiques pourraient jouer un rôle central dans 

la polarisation Th1/Th17 des patients BPCO [110,129–131].  

L’activation de la réponse immunitaire adaptative se déroule en 3 étapes et nécessite l’interaction entre les cellules 
dendritiques et les lymphocytes T naïfs. Signal 1 : présentation de l’antigène par les DC au LT via la molécule du CMH. Signal 
2 : expression des molécules de costimulation dont le CD80 et le CD86 qui facilitent l’activation des lymphocytes T. Signal 3 : 
sécrétion de cytokines spécifiques qui permettent la polarisation des LT (Muñoz-Wolf et Lavelle, 2018). 

 

3.4. La réponse immunitaire adaptative 

Lorsque la réponse innée n’est pas suffisante, l’organisme met en place une réponse 

complexe faisant intervenir les lymphocytes T et B. Bien que la réponse immunitaire 

adaptative ne soit pas indispensable à la mise en place de l’inflammation et de l’emphysème 

au cours de la BPCO [132], elles pourraient participer à l’amplification de l’inflammation et à 

la susceptibilité des patients aux infections pulmonaires [133]. 

 

3.4.1. Les lymphocytes T 

Le nombre de lymphocytes T CD4+ et T CD8+ augmente chez les patients BPCO 

[129,134]. Au cours de la maladie, on retrouve une polarisation lymphocytaire T de type Th1 

et Th17 [129–131]. Cette réponse, à la fois pulmonaire et systémique, se caractérise par une 

Figure 7 : Synapse immunologique et activation de la réponse adaptative 

https://febs-onlinelibrary-wiley-com.proxy.insermbiblio.inist.fr/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Mu%C3%B1oz-Wolf%2C+Natalia
https://febs-onlinelibrary-wiley-com.proxy.insermbiblio.inist.fr/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Lavelle%2C+Ed+C
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sécrétion importante de médiateurs inflammatoires comme l’IL-17 et l’IFN γ 

[129,131,135,136]. Cependant, elle ne serait pas uniquement liée à une augmentation du 

nombre de lymphocytes, mais à une activation anomale des cellules [137,138] qui est 

associée à une augmentation de l’expression des TLR [139]. Cette réaction aberrante de la 

réponse immunitaire contribue à l’apparition des exacerbations chez les patients [133,134]. 

De plus, la BPCO entraîne, au niveau pulmonaire, la dérégulation de la balance Th17/Treg 

favorisant la disparition du profil régulateur au profit d’un profil inflammatoire de plus en 

plus présent au cours du temps [140,141]. Ainsi, l’augmentation de l’inflammation Th17 et la 

perte des mécanismes de régulation sont responsables de l’aggravation de la pathologie et 

pourraient favoriser les exacerbations chez les patients [142]. 

De plus, l’accumulation locale de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques est corrélée à une 

diminution de la fonction pulmonaire [143]. Ce phénomène est induit par la mise en place de 

deux mécanismes parallèles contribuant à la survie cellulaire [144,145] et à leur 

accumulation dans les poumons : l’induction de l’autophagie [145] et la diminution de 

l’apoptose cellulaire [143]. Il a également été démontré que les lymphocytes T CD8+ 

participaient activement au recrutement des macrophages, favorisaient l’inflammation et la 

production de métalloprotéinases (MMP-9 et MMP-2) [146]. Associés à la sécrétion 

d’enzymes protéolytiques comme le granzyme B et la perforine [147,148] les lymphocytes T 

CD8+ cytotoxiques font partie des acteurs majeurs impliqués dans la genèse de 

l’emphysème. 

Les lymphocytes T constituent donc des acteurs majeurs dans la progression de la 

pathologie, une fois que l’inflammation liée à la réponse immune innée est bien installée. 

 

3.4.2. Les lymphocytes B 

Les lymphocytes B participent à la réponse humorale en fabriquant des anticorps 

dirigés contre des antigènes spécifiques. Ces anticorps sont principalement dirigés contre les 

agents pathogènes, mais dans certaines conditions, ils peuvent aussi reconnaître des 

antigènes du soi modifiés : les auto-antigènes. Ainsi, il a été émis l’idée qu’une réaction 

auto-immune pouvait participer à la progression de la BPCO. En effet, chez les patients une 

augmentation de lymphocytes B activés circulants est observée [149]. Les cellules vont alors 
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migrer au niveau pulmonaire pour former des follicules lymphoïdes dans les poumons dont 

la présence corrèle avec la sévérité de la pathologie [150]. La libération de protéines de 

structure dégradées par les MMP peut aussi favoriser l’émergence d’auto-anticorps comme 

l’anti-élastine. La diminution de la production de la protéine antioxydante HO-1 (Heme 

oxygenase-1) par la cigarette [151,152] et la sécrétion de facteurs d’activation des cellules B 

(BAFF : B-cell activation factor) par les neutrophiles [153,154] favorisent l’infiltration 

lymphocytaire et la formation des follicules lymphoïdes secondaires (BALT). Chargés en 

lymphocytes B, ils sont associés à une production élevée d’IgA, notamment dans les stades 

les plus avancés de la pathologie [140,155]. De plus, au cours d’une infection par 

Helicobacter pylori, l’activité tolérogène des lymphocytes B régulateurs (CD24+, CD38+) 

producteurs d’IL-10 est diminuée chez les fumeurs [156]. Connus pour leur rôle inhibiteur de 

la réponse T pro-inflammatoire dans certaines maladies chroniques [157] les lymphocytes B 

régulateurs pourraient ainsi contribuer à l’augmentation de l’inflammation observée chez les 

patients BPCO au cours des exacerbations. Ces mécanismes permettent de mieux 

comprendre l’implication des lymphocytes B dans l’entretien de l’inflammation pulmonaire 

et la genèse de l’emphysème [153,154,156]. 
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4. Place des exacerbations dans la BPCO 

L’état inflammatoire chronique et les altérations pulmonaires favorisent chez les 

patients l’apparition de nombreuses infections respiratoires. Ces infections correspondent à 

des épisodes aigus d’aggravation de la maladie (exacerbations) dont la prise en charge 

médicale doit être spécifique, car elles conduisent très souvent à une hospitalisation. Une 

phase d’exacerbation en entrainant souvent une autre [158], elles marquent l’entrée dans 

un cercle vicieux délétère pour le patient (Figure 8). En effet, les facteurs déclenchant la 

BPCO tels que la fumée de cigarette, altèrent les défenses innées au niveau pulmonaire 

(réponse immunitaire, épuration mucociliaire, barrière épithéliale…). Cet affaiblissement des 

défenses immunitaires facilite les colonisations microbiennes qui vont elles-mêmes aggraver 

les lésions déjà présentes au niveau pulmonaire. De plus, ces infections vont majorer la 

réponse inflammatoire chronique déjà en place (par le recrutement de cellules immunitaires 

de type neutrophile, macrophage, NK…[159,160]) et contribuer un peu plus au déséquilibre 

protéase/anti-protéase responsable de la destruction des parois alvéolaires [44–46]. Ainsi, 

l’espérance de vie d’un patient BPCO ayant présenté une exacerbation sévère est diminuée 

d’environ 50 % après 4 ans [161,162].  

L’état inflammatoire chronique, les altérations pulmonaires et l’affaiblissement des défenses innées facilitent les infections 
respiratoires. Ces épisodes d’aggravation de la pathologie appelés exacerbations entraînent la majoration de l’inflammation 
et des lésions tissulaires et contribuent à la progression de la BPCO (sethi, et al. 2008).  

 

Figure 8 : Cercle vicieux de l'infection et de l'inflammation chronique au cours de la BPCO 
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Les sources de déclenchement des exacerbations sont multiples [163,164] et la 

gravité de celles-ci sera favorisée par la présence de comorbidités (Figure 9) .  

Les sources de déclenchement de la BPCO et de ces exacerbations sont multiples et la sévérité de la pathologie peut être 
favorisée par la présence de facteurs de comorbidités tels que le diabète, l’obésité, maladies cardiaques (Hogea et al, 2020). 

 

4.1. Arrêt des traitements de fond 

Les exacerbations peuvent être liées à l’arrêt des traitements de fond ou à la reprise 

tabagique favorisant ainsi l’aggravation des symptômes et les hospitalisations chez les 

patients [165,166]. La reprise du tabac contribue au déclin de la fonction respiratoire [167]. 

 

4.2. Pollution 

Une étude régionale (PolluBPCO) a récemment mis en évidence un lien significatif 

entre qualité de l’air et pic de consultation de patients BPCO. En effet, l’étude menée par le 

CHU d’Amiens-Picardie et l’observatoire de l’air (ATMO) des Hauts de France, a démontré 

une augmentation des cas d’hospitalisation quelques jours suivant le début des pics de 

pollution associés aux particules fines (PM10) ou des pics de pollution par l’ozone, passant 

d’un taux annuel moyen de 0,65 à un taux pouvant atteindre les 1,07 [168]. 

Différents polluants atmosphériques peuvent être la cause d’exacerbations. Outre les 

particules de diamètre inférieur à 10 µm, d’autres molécules comme l’ozone (O3), le dioxyde 

Figure 9 : Facteurs d'aggravation et de déclenchement de la BPCO 
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de soufre (SO2) ou le dioxyde d’azote (NO2) peuvent être responsables de l’aggravation de la 

maladie [169]. Leur forte réactivité chimique leur permet d’interagir avec les fluides 

mucociliaires présents le long de l’arbre bronchique. Ces interactions spécifiques vont 

favoriser l’apparition de radicaux libres contribuant au stress oxydatif, à l’inflammation et au 

remodelage déjà présent au niveau pulmonaire chez ces patients. 

 

4.3. Les infections microbiennes 

Au cours de la BPCO, l’altération des défenses innées au niveau pulmonaire facilite la 

colonisation et le développement de nombreux pathogènes parmi les 3 grandes catégories : 

champignons, bactéries et virus. Les infections fongiques étant de loin les moins fréquentes 

et présentant des formes très diverses, nous nous focaliserons sur les infections 

bactériennes et virales. 

 

4.3.1. Les infections fongiques 

Les champignons ne sont pas les pathogènes les plus retrouvés chez les patients BPCO 

en exacerbation. Cependant, ils peuvent être responsables de la colonisation des voies 

respiratoires et être responsables de formes sévères d’exacerbation [170,171]. Différentes 

espèces de champignons peuvent être retrouvées chez les patients en exacerbation 

[172,173]. L’Aspergillus fumigatus est le champignon filamenteux le plus fréquemment 

rencontré et peut être responsable de formes invasives d’aspergillose. Lorsqu’une 

colonisation par A.fumigatus est observée, elle est signe de pronostic défavorable 

[170,172,174]. Chez les patients BPCO, la sensibilisation fongique, liée à une augmentation 

d’IgE spécifique, et l’augmentation des interactions fongiques sont associées à des 

exacerbations fréquentes [170,174]. Les sources d’exposition aux allergènes fongiques sont 

multiples et sont retrouvées aussi bien dans l’environnement extérieur qu’intérieur des 

patients exacerbateurs [170]. 

Les mécanismes permettant de comprendre pourquoi les infections fongiques sont 

souvent associées à des formes sévères de la pathologie ne sont pas encore complètement 

élucidés. Cependant, ils pourraient impliquer des modifications de la fonction des 

macrophages. En effet, les macrophages dérivés de monocytes de patient BPCO démontrent 
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une altération de la capacité de clairance des spores fongiques [175]. Ces résultats sont 

confirmés par une étude in vivo qui met en évidence un défaut de la phagocytose des 

conidies d’A. fumigatus par les macrophages associé à une altération de l’activation de la 

voie TLR2/AKt et de l’expression de cytokines pro-inflammatoire [176]. 

 

4.3.2. Les infections bactériennes 

Il est fréquent de retrouver des bactéries dans les voies aériennes de patients BPCO à 

l’état stable. L’acquisition d’une nouvelle souche bactérienne pourrait contribuer au 

déclenchement de l’exacerbation [177]. Ainsi, les infections bactériennes peuvent 

représenter plus de 50 % des causes d’exacerbations de la BPCO [178,179]. Bien que la 

prévalence de chaque souche varie en fonction des études, les bactéries les plus souvent 

isolées dans les expectorations des patients en exacerbation sont Streptococcus 

pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis. Dans les stades les plus avancés 

de la pathologie Pseudomonas aeruginosa est également retrouvé [179]. Plus rarement 

certaines souches bactériennes comme Staphyloccocus aureus, Haemophilus parainfluenzae 

et des Enterobacteriacae peuvent être identifiées. 

 

4.3.2.1. Zoom sur Haemophilus influenza non typable (NTHI) 

Aussi appelé Bacille de Pfeiffer et découvert en 1892, Haemophilus influenza est une 

bactérie de la famille des Pasteurellacae. Il s’agit d’un coccobacille Gram négatif qui peut 

être encapsulé (typable) ou non encapsulé (non typable). Les souches dites non typable sont 

des bactéries commensales de la sphère ORL, mais elles peuvent être responsables 

d’infections bénignes telles que des otites, pharyngites, infections respiratoires… qui 

peuvent devenir sévères en particulier chez les personnes immunodéprimées. 

La bactérie NTHI adhère à la surface des muqueuses où elle est internalisée et va 

coloniser les voies aériennes de manière discrète le plus souvent. Pour cela, cette bactérie 

est capable d’utiliser différentes stratégies lui permettant d’échapper au système 

immunitaire. En effet, la bactérie est capable de lier certaines protéines de l’hôte comme les 

mucines [180]. Les mucines sont des protéines retrouvées dans les voies aériennes. 

L’attachement de la bactérie aux mucines permet premièrement de faciliter l’adhésion de 
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NTHI à l’épithélium des muqueuses. Dans un second temps, ces protéines, utilisées comme 

point d’ancrage, forment un « bouclier » pour la bactérie, limitant ainsi sa reconnaissance 

par le système immunitaire. NTHI est également capable de créer des interactions 

spécifiques avec le facteur H humain [181] ou de modifier la structure de son lipo-

oligosaccharide (LOS) présent sur sa membrane [182] afin d’échapper au système du 

complément de l’hôte. Il peut aussi se lier à la vitronectine permettant à la bactérie de faire 

face à l’action lytique du sérum [183]. La mise en place d’un système de biofilm par la 

bactérie, lui permet d’échapper à la reconnaissance par les cellules immunitaires et ainsi de 

persister dans l’organisme [184,185]. À l’heure actuelle, seul un vaccin adsorbé conjugué de 

polysaccharide pneumococcique et de protéine D de NTHi (le synflorix™) est homologué 

chez l’enfant. Bien qu’il soit principalement utilisé dans la prévention contre les otites 

moyennes aigües causées par différents sérotypes de pneumocoque, son administration 

permet également de réduire l’incidence des otites induites par NTHI [186]. Actuellement, 

plusieurs études évaluent l’efficacité de vaccins pouvant prévenir les infections par NTHI. En 

effet, une immunothérapie sublinguale (MV130) fait actuellement l’objet d'une étude 

d'efficacité et d'innocuité de phase 3 en double aveugle, contrôlée par placebo, chez des 

patients atteints BPCO, dans le but de réduire le nombre d'exacerbations de BPCO [187]. 

Enfin, un vaccin expérimental associant des protéines de surface issus de NTHI et de 

Moraxella catarrhalis entraîne une bonne immunogénicité notamment chez des personnes 

ayant des antécédents tabagiques [188]. Ce vaccin est actuellement en phase 2 pour des 

essais sur des patients BPCO modérés, sévères ou très sévères. 

 

4.3.2.2. Zoom sur Streptococcus pneumoniae (Sp) 

Le pneumocoque est une bactérie observée sous forme de diplocoque capsulé à Gram 

positif. Présent naturellement dans les muqueuses des voies aériennes, il peut être 

responsable d’infections respiratoires et serait la première cause pneumonie bactérienne. 

Comme pour NTHI, les infections à Streptococcus pneumoniae touchent principalement les 

jeunes enfants et les personnes immunodéprimées ou atteintes de pathologies chroniques 

telles que la BPCO. Il existe plus de 90 sérotypes de pneumocoque et contrairement à la 

bactérie NTHI, la vaccination anti-pneumococcique cible jusqu’à 23 sérotypes, les plus 



INTRODUCTION 

53 

fréquemment responsables des pathologies liées à cette bactérie. Ainsi, la vaccination 

permet de prévenir jusqu’à 80 % des maladies imputables au pneumocoque.  

Le Sp possède de nombreux facteurs de virulences lui permettant d’échapper au 

système immunitaire et coloniser les voies respiratoires [189]. Des éléments présents à la 

surface de la bactérie comme la capsule et la présence des protéines de surface PspA et 

PspC [190,191] participent à l’effet délétère de l’infection en entravant la phagocytose et en 

interférant avec la voie du complément respectivement. La présence de l’adhésine (PsaA) et 

de peptides perméases (AmiA et PlpA) facilite l’adhésion des bactéries à l’épithélium [189]. 

Lorsque la lyse bactérienne intervient, la bactérie libère une endotoxine nommée 

pneumolysine. Son effet cytotoxique sur les cellules contribue à la destruction de 

l’épithélium respiratoire et facilite l’expansion de la bactérie. 

Outre les facteurs de virulence, le pneumocoque a acquis ces dernières décennies de 

nombreuses antibiorésistances. En effet, naturellement sensible aux antibiotiques, certains 

antibiotiques deviennent de moins en moins efficaces. Leur mauvaise utilisation a favorisé 

les mécanismes de transformation bactérienne, permettant les échanges de facteurs de 

résistances entre bactéries présentes au niveau local. Ces échanges vont conduire à des 

variations génétiques pouvant entraîner la modification de protéines bactériennes 

conduisant à l’acquisition de ces résistances. Par exemple, la résistance à certaines 

ß lactamines est la résultante d’une modification génétique, entraînant la modification de la 

protéine liant la pénicilline (PLP) diminuant ainsi l’affinité bactérienne vis-à-vis de 

l’antibiotique [192]. Ce mécanisme conduit à une perte d’efficacité de l’action bactéricide de 

l’antibiotique. Ainsi, au fil des années, le Sp a développé de nombreuses résistances parmi 

lesquelles, on retrouve la pénicilline, l’érythromycine, la tétracycline. Ce phénomène 

particulièrement inquiétant nécessite la mise en place de plan d’action pour adapter la prise 

en charge en particulier chez les patients atteints de BPCO puisque la bactérie 

S.pneumoniae, peut représenter 10 à 30 % des causes d’exacerbations [179,193]. La 

sensibilisation à la vaccination anti-pneumoncoque chez les patients BPCO peut contribuer à 

limiter les exacerbations liées à ce type d’infection [194,195]. 
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4.3.2.3. Réponse immunitaire antibactérienne 

Lors des infections respiratoires bactériennes, l’épithélium et les macrophages vont 

constituer la première ligne de défense. Les bactéries libèrent des PAMPs (Pathogen 

Associated Molecular Pattern) qui vont être reconnus par des récepteurs : les PRR (Pattern 

Recognition Receptor). L’activation des PRR va initier la mise en place de l’immunité innée 

puis adaptative [196]. 

Parmi les PPR, les TLR sont des récepteurs clés de la réponse antibactérienne chez les 

mammifères. Les TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6 et TLR-9 font partie des récepteurs 

activables par les bactéries [41]. La fixation des signaux antigénique (PAMPs) du NTHI ou du 

S.pneumoniae aux récepteurs va entraîner l’activation des voies de signalisation NF-κB 

dépendante de MyD88 ou de TRIF conduisant à la libération de molécules pro-

inflammatoires (cytokines et chimiokines) permettant la mise en place d’une réponse 

immunitaire adaptée [189,197,198]. Ainsi, la libération de facteurs tels que le TNF-α, de 

CXCL1, d’IL-6 ou de CCL2 [199–201] va permettre le recrutement de macrophages, de 

neutrophiles permettant la phagocytose bactérienne. D’autres cellules de la réponse innée 

peuvent être stimulées très rapidement lors de l’infection. C’est le cas des iNKT qui peuvent 

être stimulés par des glycolipides bactériens [202] et des lymphocytes Tγδ nécessaires à la 

réponse contre le pneumocoque [203]. 

Lorsque l’infection pulmonaire persiste et que la réponse immunitaire innée n’est pas 

suffisante, la réponse adaptative se met en place. Au cours d’une infection à NTHI, un 

recrutement de T CD4+ et de T CD8+ exprimant le granzyme B est observé [204]. Ce 

recrutement cellulaire participe à l’activité cytotoxique des cellules effectrices. La réponse 

anti-bactérienne est associée à une augmentation de la réponse Th17 [126,205,206] et/ou 

Th1 [207] caractérisée par la libération soit d’IL-17 et d’IL12 soit d’IFN-γ et d’IL-12. La 

réponse T est accompagnée d’une réponse humorale associée à un recrutement pulmonaire 

de lymphocyte B [208] sécrétant des anticorps spécifiques [152]. 

Au cours de la BPCO, l’incidence des infections bactériennes augmente. En effet, les 

exacerbations par NTHI et par S.pneumoniae peuvent représenter plus de 40 % et 10 à 30 % 

des causes d’exacerbations respectivement et sont associées à une diminution de la fonction 

respiratoire [178,179,193] et à une augmentation de l’inflammation pulmonaire [133]. 

Cependant, de nombreuses études démontrent une altération des défenses 
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antimicrobiennes chez les patients BPCO lors de l’exacerbation bactérienne. En effet, la 

BPCO est associée à une diminution des récepteurs de reconnaissance bactériens tels que le 

TLR-4 et NOD-2 par les monocytes circulants [209] ou du TLR-5 par les cellules épithéliales 

[210] conduisant à une réduction de la production de TNF-α, d’IL1ß, d’IL-23 [124,209]. 

Cependant, ces données sont controversées. De plus, la capacité de phagocytose des cellules 

de première intention comme les neutrophiles et les macrophages et la production 

d’anticorps spécifiques sont diminuées par la cigarette [96,100,133].  

Au-delà de la modulation de la réponse cellulaire, la pathogenèse de l’exacerbation 

bactérienne, est associée à la modulation de différents facteurs impliqués dans la réponse 

antimicrobienne. Au laboratoire, les données ont montré que les infections par Sp et NTHI 

au cours de la BPCO sont favorisées par la diminution de l’activation de la voie IL-17/IL22 

[124], des cytokines ayant un rôle majeur au cours de ces infections. En effet, l’expression de 

la cytokine IL-22 est diminuée au cours de la réponse antibactérienne chez la souris BPCO 

dans différents types cellulaires, en particulier les cellules NK et NKT [4,124]. Ce défaut de 

réponse est la conséquence d’un défaut de maturation des DC conduisant à une diminution 

de la réponse Th1 et Th17 anti-S.pneumoniae en partie due à une production plus faible de 

l’IL-1ß, IL-6, IL-12, IL-23) [126]. De plus, la maturation des DC dérivées de monocytes 

humains induite par Sp est altérée par la cigarette et la réponse, in vitro, de monocytes issus 

de patients BPCO vis-à-vis de cette bactérie est également altérée [126]. La stimulation du 

TLR-5 (PRR impliqué dans la reconnaissance du flagelle bactérien) par la flagelline permet de 

restaurer la réponse anti-Sp au cours de la BPCO [211]. Cet adjuvant étant testé pour des 

applications cliniques, l’administration de flagelline favorise la production d’IL-22 et de 

peptides antimicrobiens (S100A8 et S100A9) et diminue l’incidence de l’infection par Sp au 

cours de la BPCO [211]. 

 

4.3.3. Les infections virales 

Historiquement, les bactéries étaient considérées comme les principales causes des 

exacerbations. En 1978, grâce à des techniques de mise en évidence sérologique des virus, 

Busho et al détectaient la présence de virus dans environ 20 % des cas d’exacerbation [212]. 

L’amélioration des techniques de culture et surtout le développement des techniques de 

détection des virus par PCR (Polymerase Chain Reaction), ont permis de mettre en évidence 
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une implication beaucoup plus fréquente des virus au cours des exacerbations. En effet, des 

études plus récentes détectent la présence de virus dans les expectorations ou les 

prélèvements nasaux de 30 à 56 % des patients en exacerbation [213–215]. Tout comme 

pour les bactéries, la prévalence des virus dépend des études réalisées, de leur disparité 

géographique, mais aussi de la saisonnalité de certains virus [214]. Ainsi, les virus les plus 

fréquemment retrouvés chez les patients sont les rhinovirus, le virus respiratoire syncytial 

(VRS), les virus Influenza (IAV), la para-influenza virus et les coronavirus. Cependant, la 

disponibilité de vaccins, notamment pour le virus responsable de la grippe saisonnière 

diminue fortement son impact sur les exacerbations. 

 

4.3.3.1. Zoom sur le virus de la grippe Influenza A (IAV : Influenza virus type A)  

L’IAV est un virus de la famille des Orthomixoviridae. Ce virus enveloppé est constitué 

d’un génome ARN monocaténaire négatif. Il existe un grand nombre de sous-types 

identifiables grâce aux antigènes présents à la surface de son enveloppe : l’hémagglutinine 

(H) et la neuraminidase (N). Ainsi, les sous-types de virus les plus fréquents peuvent être 

H1N1 ou H3N2 par exemple. Ces deux glycoprotéines sont impliquées de la multiplication 

virale. En effet, la protéine H est nécessaire à l’adhésion du virus aux cellules et la 

neuraminidase joue un rôle dans le détachement des bourgeons lors de la formation de néo-

virions. Il existe 18 types d’hémagglutinines et 11 types de neuraminidases. 

Les virus IAV sont responsables d’épidémies saisonnières et de pandémies (exemple 

de la grippe espagnole à la fin de la 1ère guerre mondiale). Selon Santé Publique France, la 

grippe touche 2 à 6 millions de personnes en France et entraînerait environ 10 000 décès 

chaque année. Au cours de la BPCO, le virus IAV serait responsable d’environ 7 % des causes 

d’exacerbations [215]. 

 

4.3.3.2. Zoom sur le virus respiratoire syncytial (VRS) 

D’abord isolé chez le chimpanzé enrhumé en 1956, le VRS est isolé un an plus tard 

par Robert M. Chanock chez des jeunes enfants atteints de pneumopathie [216]. Comme le 

virus de la grippe, le VRS est un virus enveloppé à ARN simple brin de polarité négative. Il 

appartient à la famille des Pneumoviridae et fait partie du genre Orthopneumovirus. Bien 

https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Robert_M._Chanock&action=edit&redlink=1
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qu’il soit la principale cause de bronchiolite du nourrisson (selon Santé Publique France, on 

retrouve à chaque période hivernale 15 à 35 % de positivité au VRS) le VRS peut également 

toucher des populations adultes en particulier les personnes âgées, les personnes 

immunodéprimées ou ayant déjà une pathologie pulmonaire telle que la BPCO. En effet, le 

VRS peut être responsable de 10 % des exacerbations de la BPCO [213,217,218] avec une 

mortalité pouvant atteindre plus de 12 % chez ces patients [219]. Il n’existe pas à l’heure 

actuelle de vaccin pouvant prévenir les infections à VRS. 

Chez la souris, la sensibilité aux souches humaines de VRS dépend de la souche 

murine et de l’âge des animaux utilisé. En effet, les souris BALB/c, qui présentent une 

susceptibilité intermédiaire au virus, développent une sensibilité plus importante lorsque les 

animaux sont âgés [220]. Le VRS étant peu infectant dans les poumons chez la souris [221], il 

est nécessaire d’administrer de fortes doses (généralement supérieures à 106) pour induire 

des signes cliniques d’infection [220,222,223]. Par contre, il existe chez le rongeur, un virus 

pulmonaire spécifiquement murin et homologue du VRS : le PVM (Pneumonia Virus of Mice). 

Initialement découvert dans les poumons de souris de laboratoire non infectées, un isolat 

infectieux a été obtenu après des passages en série de souris à souris [224]. Comme pour le 

VRS, la sensibilité au PVM dépend de la souche murine utilisée. En effet, les souris de type 

C57BL/6 sont plus résistantes au virus que les BALB/c [225]. Capable de se répliquer dans les 

voies aériennes inférieures, il permet, même avec des doses réduites (200 PFU), le 

développement d’une pathologie similaire à la bronchiolite associée au VRS chez les 

nourrissons [226]. On retrouve dans ces modèles, une perte de poids, une altération des 

fonctions respiratoires, une augmentation de la réponse inflammatoire [226–228]. Ainsi, 

l’utilisation du PVM offre une bonne alternative pour l’étude des infections pulmonaires 

chez son hôte naturel : la souris. 

 

4.3.3.3. Réponse immunitaire antivirale 

Comme les virus sont des pathogènes intracellulaires, leur détection par les PRR se 

fait principalement par des récepteurs situés dans les cellules (Figure 10) [229]. Parmi ces 

récepteurs, on retrouve les TLR de la membrane endosomale : les TLR-3, TLR-7 et TLR-8, TLR-

9 et des PPR cytosoliques comme RIG-I (retinoic acid-inducible gene I), MDA-5 (melanoma 

differentiation-associated protein 5) et les capteurs cGAS (cyclic GMP-AMP synthase) [230]. 
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Ces PRR reconnaissent les acides-nucléiques viraux (ARN et ADN) simples ou doubles brins 

dont les caractéristiques biochimiques les différencient des ARN endogènes de l’hôte. 

L’activation de ces senseurs viraux va conduire à l’activation de voies de signalisation 

permettant la phosphorylation d’IRF (Interferon Regulatory Factor) dont l’IRF-3 et l’IRF7 et 

conduire à la production d’interférons de type I (IFN-ß, IFN-α) et III (IFN-λ) [231–233] et de 

cytokines pro-inflammatoires comme IL-6, IL-1ß, CXCL1…[233–235]. L’induction de la 

réponse inflammatoire va initier le recrutement de cellules effectrices de la réponse innée 

comme les NK, les neutrophiles ou les macrophages [233,234]. Les IFN de type I et III vont à 

leur tour induire une réponse spécifique antivirale via la production de gènes dépendant des 

interférons (ISG) favorisant la production d’effecteur antiviraux dont la viperine, Mx, OAS.  

Les agents microbiens sont reconnus par les cellules grâce à des récepteurs qui peuvent être membranaires ou 
intracellulaires. Les virus étant des pathogènes intracellulaires, ils sont reconnus par des récepteurs situés sur la membrane 
endosomale (TLR-3, TLR7/8 et TLR-9) et dans le cytoplasme (RIG-I, MDA-5). L’activation de ces récepteurs par des motifs 
génétiques viraux entraine une signalisation cellulaire conduisant à la production d’interféron et de cytokines pro-
inflammatoires (Hong et al, 2011). 

Tout comme pour les bactéries, si la réponse innée n’est pas suffisante pour la 

clairance virale, l’immunité adaptative spécifique se met en place. Ainsi, un recrutement de 

lymphocytes T CD4+ et T CD8+ est observé au cours des infections virales [234,236]. Ce 

recrutement cellulaire est favorisé par la production d’IFN de type I et III qui participent à 

leur différenciation et à leur maturation [236–238]. 

Figure 10 : PRR et voie de signalisation 
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Au cours de la BPCO, les infections virales, vont contribuer à l’exacerbation de 

l’inflammation pulmonaire, favoriser la production de cytokines pro-inflammatoires comme 

CXCL-10, CXCL-1, IL-6, TNF-α…[75,239,240]. Ce pic cytokinique va entraîner l’afflux massif de 

neutrophiles, macrophages, et lymphocytes au niveau pulmonaire [239–242] qui est favorisé 

par la stimulation de la voie ST2/IL-33 [240]. L’infection virale, l’infiltration cellulaire, et la 

toxicité de la fumée de cigarette vont fragiliser, de manière synergique, la barrière 

épithéliale [75,239]. En effet, lors des infections, les virus IAV et VRS entraînent la 

production de métalloprotéinases (dont MMP-8, MMP-12, MMP-2) et de cathepsines G, Z, S 

et W [239] qui est associée à une apoptose des cellules épithéliales [239,243]. Les atteintes 

tissulaires observées au cours des infections virales contribuent au déclin de la fonction 

pulmonaire et à la sévérité des symptômes durant l’exacerbation [244]. 

La réponse adaptative est également altérée au cours des exacerbations virales 

puisque la cigarette freine l’expansion cellulaire T et la production d’anticorps spécifiques 

[116]. L’altération de la réponse antivirale spécifique pourrait être liée à une diminution 

d’expression du senseur viral TLR-7 par les cellules dendritiques plasmacytoïdes [245]. Cette 

perte d’homéostasie pulmonaire est également associée à la diminution d’autres récepteurs 

et transducteurs de signaux viraux comme RIG-I [74], MAVS (Mitochondrial Antiviral-

Signaling Protein)[234,246]. La diminution des systèmes de reconnaissance des virus 

participe à la diminution de production des interférons de type I et de type III 

[75,79,246,247] et contribue à l’expansion virale [248]. Ensemble, ces données permettent 

de mettre en évidence quelques mécanismes permettant de mieux comprendre la 

susceptibilité des patients BPCO vis-à-vis des infections virales.  

Cependant, la plupart des études concernant les exacerbations virales de la BPCO 

étudient des modèles basés sur les infections à IAV ou à Rhinovirus. Très peu d’études 

évaluent la réponse immunitaire au cours de l’exacerbation par le VRS chez la souris. En 

effet, deux études, in vivo, démontrent que l’infection par le VRS exacerbe l’inflammation 

pulmonaire liée à l’exposition à la fumée de cigarette, avec un recrutement de macrophages, 

de neutrophiles et de lymphocytes [239,243]. Cette observation est associée à un 

remodelage des voies aériennes et à une production de protéases (notamment MMP-12, 

MMP-8, MMP-2) [239,243]. Un autre modèle basé sur l’administration d’élastase démontre 

également une exacerbation de l’inflammation associée à l’augmentation de dommages 
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pulmonaires lors d’une infection par le VRS humain [233]. De la même manière, l’exposition 

in utero de souris à la fumée de cigarette, favorise l’augmentation de l’inflammation 

pulmonaire lors de l’infection post-natale au VRS. Le développement de l’infection, dans ce 

modèle, est favorisé par une réduction de la réponse T CD8+ spécifique [19]. Comme le VRS 

n’est pas un pathogène naturel de la souris, les modèles cités précédemment ont nécessité 

l’administration de fortes doses de virus ou l’administration répétée du virus au cours du 

protocole d’exposition. Ainsi, l’étude de la réponse au virus dans son hôte naturel serait 

possible grâce à l’utilisation du PVM. De plus, aucune caractérisation de la réponse 

immunitaire n’a été réalisée dans un modèle murin d’exacerbation par le PVM. 

 

4.3.4. Les co-infections bactérie/virus 

Les infections virales provoquent un affaiblissement du système immunitaire 

favorisant l’apparition de surinfection bactérienne. Particulièrement documenté pour les 

surinfections post-grippales, il est maintenant bien établi que la mortalité liée à la grippe 

espagnole en 1918 était liée à l’importance des surinfections bactériennes. Les virus de type 

IAV ne sont pas les seuls virus pouvant être suivis de surinfection bactérienne [249–251]. De 

plus, les co-infections bactéries/virus sont fréquentes chez les patients BPCO [252,253]. 

L’altération de la barrière épithéliale par l’inflammation chronique et l’infection virale, 

facilite l’entrée des bactéries dans les tissus. De plus, l’inhibition de la réponse Th17 

dépendante de la production d’interféron de type I [124,254] et l’altération de la réponse 

antimicrobienne des cellules NK et des macrophages favoriseraient l’expansion bactérienne 

post-grippale [255]. Bien que la plupart de ces études concernent les surinfections post-

influenza des publications récentes ont démontré que l'infection expérimentale de patients 

BPCO modérés par un rhinovirus entraîne une infection et une inflammation beaucoup plus 

importante que chez les sujets sains [256,257]. De manière intéressante, cette réaction 

conduit à une modification importante du microbiote pulmonaire chez ces patients BPCO 

avec une expansion de la charge bactérienne globale et à l'émergence d'une colonisation par 

H. influenza [258]. Bien que les mécanismes conduisant à ce développement bactérien ne 

soient pas élucidés, ces données montrent que les infections virales altèrent les défenses 

anti-bactériennes plus spécifiquement chez les patients BPCO.  
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Ainsi, l’altération des mécanismes de défense anti-infectieuse au cours de la BPCO 

fait intervenir de nombreux mécanismes parallèles. La perte d’intégrité de la barrière 

épithéliale, amplifiée lors des infections virales des patients BPCO, constitue le mécanisme 

primaire permettant l’apparition de ces surinfections. Ce phénomène est amplifié par une 

altération de la réponse Th17 et des phénomènes d’immunodépression [124,259,260]. En 

effet, la supplémentation en IL-22 réduit l’incidence des surinfections post-grippales [260], 

en renforçant la barrière épithéliale et les défenses antimicrobiennes. L’IL-22, qui appartient 

à la famille de cytokines IL-20 (IL-19, IL-20, IL-24 et IL-26), est fortement diminué au cours de 

l’exposition à la fumée de cigarette [124,260]. De manière intéressante, Myles et, al ont 

démontré que les cytokines de la famille IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24) étaient impliquées dans 

la régulation des défenses anti-infectieuses notamment en diminuant la réponse IL-22 [261]. 

De cette manière, les cytokines de la famille IL-20 pourraient contribuer à la pathogenèse 

des exacerbations induite par les virus au cours de la BPCO. 
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5. La sous-famille des cytokines IL-20 

Les cytokines constituent un ensemble hétérogène de protéines dont la masse 

moléculaire oscille entre 8 et 50 kDa. Ces messagers solubles vont permettre la 

communication à distance entre les cellules du système immunitaire. Elles sont 

généralement synthétisées en réponse à un signal activateur contrairement aux hormones 

dont la sécrétion est continue bien que modifiable par les conditions physiologiques de 

l’organisme [262]. Chaque cytokine peut être sécrétée par de nombreux types cellulaires et 

leur activité est permise grâce à la présence de récepteurs sur les cellules cibles. Ainsi, les 

cytokines peuvent agir de différentes manières :  

- Autocrine : la cytokine agit sur la cellule qui l’a synthétisée, 

- Juxtacrine : la cytokine va agir sur les cellules adjacentes de la cellule ayant libéré 

la cytokine, 

- Paracrine : la cytokine va agir sur les cellules se situant à proximité de la cellule 

sécrétrice, 

- Endocrine : la cytokine va agir à distance de la cellule sécrétrice après avoir été 

véhiculée par le sang. 

La liaison d’une cytokine à son récepteur va enclencher une série de signaux 

permettant l’activation, la prolifération, différenciation ou la mort cellulaire [262]. L’action 

des cytokines peut être redondante puisqu’une même réponse cellulaire peut être obtenue 

par l’action de cytokines différentes chacune se fixant sur son récepteur spécifique. 

Les cytokines IL-20 font partie de la grande famille de cytokines IL-10 [5]. On peut 

diviser cette famille en trois groupes distincts : 

- L’IL-10 qui est une protéine aux propriétés régulatrices dont l’action va conduire 

à la réduction de la réponse inflammatoire, 

- La sous-famille des IL-20 est composée de 5 membres comprenant l’IL-19, l’IL-20, 

l’IL-22, l’IL-24 et l’IL-26. La cytokine IL-22 est la plus connue, car la plus étudiée. 

Reconnu pour son rôle dans la défense anti-infectieuse, dans le contrôle de la 

réponse inflammatoire et dans les mécanismes de réparation épithéliale 

[2,3,124,263], 

- 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). Cette famille particulière se distingue par son rôle 

dans la réponse antivirale. 
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5.1. Les récepteurs de la sous-famille des IL-20 

L’ensemble des membres de la famille des cytokines IL-10 signale par des récepteurs 

hétérodimériques transmembranaires. Toutes les cytokines n’utilisent cependant pas les 

mêmes sous-unités (Figure 11). En effet, l’IL22 et l’IL-26 signalent par des récepteurs qui leur 

sont propres, composés de la sous-unité IL-10Rβ. Pour l’IL-22, la première sous-unité est 

associée à l’ILL-22Rα alors que le récepteur à l’IL-26 est composé de l’IL-20Rα. 

L’interleurkine-22 est également capable de fixer une forme soluble du récepteur IL-22Rα 

nommé IL-22BP. Bien que sa fonction soit encore mal connue, sa forte affinité avec l’IL-22 

confère à ce récepteur particulier un rôle d’antagoniste de l’IL-22 [264]. Les cytokines IL-19, 

IL-20 et IL-24 signalent, quant à elles, par deux récepteurs distincts tous deux composés de la 

sous-unité IL-20Rβ. Le récepteur de type 1 s’associe à la sous-unité IL-20Rα et est capable de 

reconnaître l’IL-19, l’IL-20 et l’IL-24. Le récepteur de type 2 lui, ne reconnait que l’IL-20 et 

l’IL-24 est associé à la sous-unité IL-22Rα [265].  

Les récepteurs de la famille IL-10 sont des récepteurs hétérodimèriques. Les sous-unités IL-10Rb, IL-22R et IL-20Rb sont des 
sous-unités communes à différents récepteurs de la famille. La sous-unité IL10Rb permet la reconnaissance des cytokines IL-
10, l’IL-28A (IFN-λ2), l’IL-28B (IFN-λ3), l’IL-29 (IFN- λ1), l’IL-26 et l’IL-22. L’IL-20Rb permet la reconnaissance des cytokines de 
la sous-famille de l’IL-20 dont l’IL-19, l’IL-20 et l’IL-24.  

Figure 11 : Récepteurs des cytokines de la famille de l'IL-10 
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5.2. Voies de signalisations des cytokines IL-20 

Les cytokines de la sous-famille des IL-20 expriment leurs fonctions grâce à 

l’activation de la voie de signalisation JAK/STAT. Ce système de transduction de signal n’est 

pas exclusif aux cytokines IL-20 et induit des mécanismes cellulaires variés permettant le 

développement et le maintien de l’homéostasie. Ainsi, cette voie de signalisation est 

impliquée dans l’apoptose, la prolifération, la différenciation cellulaire, l’oncogenèse, la 

réponse immunitaire… [266]. 

Lorsque les cytokines se lient à leur récepteur, ce dernier change de conformation. La 

multimérisation du récepteur induit la transphosphorylation de la tyrosine kinase JAK (Janus 

Kinase) associé aux récepteurs. Parmi la famille des enzymes JAK, on recense 4 membres : 

JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2. L’autophosphorylation des enzymes JAK va induire l’arrimage aux 

protéines STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) aux acides aminés tyrosine 

phosphorylée du récepteur. Chez les mammifères, il existe 7 protéines STAT : STAT1, STAT2, 

STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b et STAT6. L’arrimage des protéines STAT au récepteur est 

possible grâce à la région conservée SH2 (Src Homology 2). La phosphorylation intracellulaire 

du facteur de transcription STAT permet le détachement de ces protéines qui vont alors 

former un dimère. Ce dimère va alors transloquer dans le noyau cellulaire afin d’induire une 

cascade de transduction responsable de l’activation (parmi lesquels SOCS 1 et 3) ou de 

l’inhibition de gènes spécifiques [266]. La voie JAK/STAT peut être inhibée par le système 

SOCs (suppressor of cytokine signaling proteins) qui comprend 8 membres (CISH, SOCS1, 

SOCS2, SOCS3, SOCS4, SOCS5, SOCS6 et SOCS7). 

Les cytokines de sous-famille des IL-20 signalent principalement par STAT3 (Figure 

12) [5,267–269]. Cependant, la stimulation de lignées cellulaires humaines issues de 

carcinome de vessie par l’IL-20 induit aussi la phosphorylation de JAK-1, JAK-2, STAT-1 et 

STAT-2 et de MAPK (ERK1/2 et p38). L’activation de ces voies conduit à la production de 

MMP-9 et favorise la migration cellulaire [270]. Dans un modèle d’étude d’angiogenèse, l’IL-

20 induit également la phosphorylation des STAT-5, ERK1/2 et AKT favorisant la formation de 

tubes de cellules endothéliales [271]. Cependant, les connaissances concernant la 

signalisation de la sous-famille des IL-20 restent limitées. La mobilisation de la voie JAK/STAT 

suggère un rôle important des cytokines de la sous-famille des IL-20 dans le remodelage et la 

réparation tissulaire. L’IL-22, cytokine la plus connue, car la plus étudiée, bénéficie de 

https://fr.wikipedia.org/wiki/SOCS1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=SOCS2&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=SOCS3&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=SOCS4&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=SOCS5&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=SOCS6&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=SOCS7&action=edit&redlink=1
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données plus détaillées. Ainsi, l’IL-22 est capable d’induire différentes voies de signalisation 

dont les voies JAK-STAT (STAT-1, STAT-3, STAT-5), ERK (extracellular signal-regulated kinases) 

(MEK1/2 et ERK-1/2), JNK (Jun N-terminal kinase) et p38 MAPK (p38 mitogen-activated 

protein kinase) [5,272].  

 

La production des cytokines IL-20 est induite par différents types cellulaires et va conduire à l’activation des voies de 
signalisation dont JAK/STAT par leurs cellules cibles (Adapté de Caparros. E et Phd.RF, 2018). 

  

Figure 12 : Expression, signalisation et cibles des cytokines de la sous-famille IL-20 
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5.3. Implications physiopathologiques des cytokines de la sous-famille des  

IL-20 

Les sources de production des cytokines de la sous-famille des IL-20 sont nombreuses 

(Figure 12). Ainsi, les cellules myéloïdes (monocytes, macrophage), les lymphocytes, les 

fibroblastes et les cellules épithéliales représentent les principales cellules productrices des 

cytokines IL-20. Les processus par lesquels les cytokines sont régulées ne sont pas encore 

complètement élucidés. Cependant, leur présence est associée à différentes pathologies 

infectieuses, inflammatoires chroniques ou aiguës [5]. 

 

5.3.1. Implications dans la réparation tissulaire 

Les mécanismes de réparation cellulaire sont nécessaires à l’homéostasie tissulaire et 

impliquent de nombreuses étapes dont la vascularisation, l’inflammation, l’hémostase, 

l’angiogenèse, et le remodelage [5]. Au cours de certaines pathologies inflammatoires ou 

d’infections, les cytokines IL-20 peuvent participer à différents aspects impliqués dans les 

processus de réparation. Les cytokines IL-20, IL-22 et IL-24 sont induites durant les processus 

de réparation de la peau chez les souris et chez l’homme [273–275]. L’IL-19 [273], l’IL-20 

[276] et l’IL-22 [277] favorisent la ré-épithélialisation en induisant la production de KGF 

(Keratinocyte Growth Factor) [273] responsable de la prolifération des kératinocytes. L’IL-19 

peut agir directement sur la migration des kératinocytes alors que l’IL-24 inhibe leur 

migration [273,275]. L’effet de l’IL-24 sur la migration de kératinocytes est lié à son effet 

inhibiteur de la production de TGF-α [275,278]. L’effet biologique de l’IL-24 semble 

dépendre du type cellulaire sur lequel il agit puisque le traitement par l’IL-24 recombinant 

favorise la migration endothéliale [279]. Dans le cadre de pathologies inflammatoires, les 

souris neutropéniques ont un défaut de cicatrisation lors d’une blessure de la cornée et 

l’administration d’IL-20 recombinant restaure la réparation tissulaire dans ce modèle murin 

[276]. De plus, le traitement par les cytokines IL-20 sur un épiderme humain reconstitué est 

associé à la régulation de nombreux gènes impliqués dans l’inflammation et les processus de 

réparation tissulaire qui sont augmentés au cours du psoriasis [277]. La surexpression d’IL-20 

chez la souris est responsable d’une différenciation épidermique aberrante [280] et 

l’hyperplasie associée à psoriasis est dépendante de l’activation de l’IL-20Rb [281]. L’IL-22 

quant à elle induit l’expression de gènes de matrice extra-cellulaire et la différenciation 
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myofibroblastique cutanée [274]. L’hypoxie ischémique est associée à une augmentation de 

l’angiogenèse et de l’inflammation. L’IL-19 favorise la revascularisation en entrainant la 

polarisation M2 des macrophages. Ce phénomène a pour effet l’augmentation du facteur 

pro-angiogénique VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor A) et diminue la production 

de médiateur anti-angiogénique comme l’IL-12 [282]. Les patients diabétiques sont sujets à 

de nombreuses complications dont des ulcères bacterio-induits qui peuvent aboutir à des 

amputations. Dans ce contexte, les cytokines, IL-20, IL-24 et surtout la cytokine IL-22 

favorisent la ré-épithélialisation, le remodelage tissulaire et l’induction de peptides anti-

microbiens chez des souris diabétique db/db [283]. De cette manière, la cytokine IL-22 

contribue à limiter les conséquences des infections bactériennes en limitant la propagation 

des bactéries via l’induction de peptides antimicrobiens et en favorisant la réparation 

tissulaire [4,211,259,263,274,283]. 

 

5.3.2. Implications dans les pathologies chroniques 

5.3.2.1. Cancers 

L’intérêt des cytokines de la sous-famille des IL-20 est issu de la découverte des 

propriétés antiprolifératives de l’IL-24 dans une lignée cellulaire humaine cancéreuse issue 

de mélanome. Ainsi, l’IL-24 était initialement nommée Melanoma Differentiation-Associated 

gene 7 (MDA-7) [284]. Depuis cette découverte, l’activité antitumorale de l’IL-24 a été 

confirmée dans de nombreux types de cancers [285]. Les effets anti-cancéreux de l’IL-24 

sont liés à l’induction de mécanismes variés incluant, l’induction du stress du réticulum 

endoplasmique, la production de ROS, l’apoptose ou encore l’autophagie [286]. Cependant, 

les autres membres de cette sous-famille, ne semblent pas partager les propriétés 

antiprolifératives de l’IL-24, bien au contraire ! En effet, l’IL-20 favorise la prolifération de 

cellules de cancer oral [287], d’adénocarcinome pancréatique [288], de cancer de la prostate 

[289], de cancer du sein [290], d’hépatocarcinome [291]. Le blocage de l’IL-20 par un 

anticorps monoclonal supprime la prolifération cellulaire. L’IL-19, l’IL-22 et l’IL-26 favorisent 

également certains cancers dont le cancer du sein [292], des cancers intestinaux [293], le 

cancer gastrique [294]. La présence de médiateurs inflammatoires (LCN2, protéines MMP, IL-

1β, IL-6…), induits par les cytokines IL-20, dans le microenvironnement tumoral pourrait 

faciliter la progression tumorale [287,290,292,295]. L’expression et l’activation du récepteur 
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IL-20Ra sont impliquées dans la prolifération tumorale et dans l’apparition de métastases 

dans un modèle de cancer colorectal [295]. De plus, la signalisation des cytokines de sous-

familles des IL-20 passe par la voie STAT-3 et son activation favorise la transcription de 

facteurs pro-oncogéniques comme Bcl-2, c-myc [294,296]. 

Malgré l’utilisation de récepteurs et de voies de signalisation communes, les 

cytokines IL-20 ont des effets distincts sur la croissance tumorale. Cependant, les 

mécanismes par lesquels certains membres de cette famille vont induire des effets 

antiprolifératifs et d’autres vont faciliter la progression des tumeurs, restent à déterminer. 

 

5.3.2.2. Pathologies inflammatoires 

5.3.2.2.1. Pathologies rénales 

Un taux élevé d’IL-20 est retrouvé chez les patients souffrant de maladie rénale 

chronique (MRC). Dans un modèle de rat MRC, l’IL-20 est fortement exprimé dans divers 

organes dont les poumons, le cœur, le foie et les reins [297]. Également exprimée par les 

cellules glomérulaires mésangiales l’IL-20 favorise la production des médiateurs pro-

inflammatoires CCL-2 (ou MCP1), CXCL-10, CCL5, IL-6 qui vont induire le recrutement de 

monocytes et de lymphocytes T. De plus, l’IL-20 entraîne l’activation de la caspase 3 

responsable de la mort des cellules épithéliales tubulaires [298]. L’inflammation, le stress 

oxydatif et l’apoptose cellulaire induite par l’IL-20 sont responsables de la dysfonction rénale 

associée aux maladies rénales [298,299]. La cytokine IL-24 peut être utilisée comme 

biomarqueur de dysfonctionnement rénal aigu. En effet, un taux élevé d’IL-24 est détecté 

dans le sérum et dans les urines chez les patients [300]. Et l’expression de la sous-unité IL-

20Rb est augmentée dans les biopsies rénales de patients pathologiques [301]. Dans un 

modèle murin de néphropathie obstructive, la déplétion de l’IL-20Rb diminue l’expression de 

marqueurs pro-fibrotiques [301].  
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5.3.2.2.2. Psoriasis 

Le psoriasis est une maladie inflammatoire chronique de la peau visualisée par 

l’apparition de plaques rouges qui se desquament. Elle est caractérisée par une prolifération 

excessive de kératinocytes anormalement différenciés. La réaction immunitaire associée est 

médiée par une réponse Th1/Tc1, Th17 et Th22. En effet, l’expression locale d’IL-22 est 

corrélée avec un taux élevé de cette cytokine dans le plasma des patients [302]. L’analyse de 

biopsies de patients démontre que les cytokines IL-19, IL-20, d’IL-24 et leurs récepteurs sont 

également sur-exprimés au cours de la pathologie [281,303]. Cette expression, qui est 

induite par l’IL-23 [281] va conduire à l’activation nucléaire persistante de STAT-3 dans les 

kératinocytes [277,280]. Ce phénomène va conduire à la surexpression de nombreux gènes 

associés au psoriasis comme : des chimiokines impliquées dans le recrutement de cellules 

immunitaires, des peptides antimicrobiens de la famille des S100, β défensine [277]. De plus, 

les souris transgéniques pour l’IL-24 présentent une hyperplasie épidermique et une 

différenciation anormale des kératinocytes associée à une infiltration de macrophages 

intradermiques [304]. L’inhibition de la sous-unité IL-20Rb réduit l’hyperplasie de l’épiderme 

[281]. Ces données tendent à confirmer le rôle des cytokines IL-20 dans la perte 

d’homéostasie de la peau contribuant ainsi à la physiopathologie du psoriasis. 

 

5.3.2.2.3. Polyarthrite rhumatoïde 

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est une pathologie inflammatoire chronique des 

articulations. Elle est associée à une inflammation synoviale, à une production d’auto-

anticorps conduisant à une destruction des os et des cartilages [305]. Les cytokines pro-

inflammatoires comme IL-6 et TNF-α, l’IL-1β, l’IL-8 mais aussi, les cytokines IL-20 sont 

retrouvées en abondance dans les tissus synoviaux des patients [305]. 

Chez les patients, la cytokine IL-19, les sous-unités IL-20Ra et IL-20Rb [306] et l’IL-26 

[307] sont détectées dans les sérums et les tissus synoviaux de patients PR. Dans ce 

contexte, la majorité des cellules exprimant l’IL-19 et l’IL-26 sont des fibroblastes et des 

macrophages. L’activation des voies de signalisation impliquant STAT-3 va conduire à la 

production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1β, TNF-α) et faciliter la génération de 

lymphocytes T Th17 [306,307]. La réduction de l’apoptose des fibroblastes synoviaux par l’IL-

19 pourrait contribuer à l’hyperplasie synoviale [306]. L’ostéoclastogenèse est un 
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phénomène particulièrement étudié dans la PR. Les ostéoclastes sont des cellules qui 

participent à la physiologie osseuse en favorisant la dégradation de l’os ancien pendant que 

l’os nouveau se génère. Récemment, Kyung-Ann Lee, et al, ont mis en évidence la 

participation de l’IL-26 dans l’ostéoclastogenèse. L’induction de l’expression de RANKL 

(Receptor Activator of Nuclear factor Kappab (NF-κB) Ligand) par l’IL-26 favorise la 

différenciation ostéoclastique d’une lignée fibroblastique assimilée aux synoviocytes. De 

cette manière, l’IL-26 pourrait contribuer à la physiopathologie de la PR en favorisant la 

production de cellules destructrices des tissus osseux [308]. L’expression d’IL-20 et d’IL-24 

est également augmentée dans le plasma et dans le liquide synovial des patients PR. Leur 

expression est associée à la production de la molécule chimio-attractante MCP1 (ou CCL2) 

qui favorise le recrutement de neutrophiles dans le modèle [309]. In vitro, l’expression d’IL-

20 est réduite par l’irradiation infrarouge des cultures cellulaires, ce qui pourrait présenter 

un intérêt thérapeutique [310]. 

 

5.3.2.2.4. Maladies inflammatoires de l’intestin 

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI), maladie de Crohn (MC) 

et recto-colite hémorragique (RCH) se caractérisent par une inflammation du tube digestif. Il 

n’existe à l’heure actuelle aucun traitement curatif pour ces pathologies et le rôle des 

cytokines IL-20 dans l’immunopathogénèse des MICI n’est pas encore élucidé. 

Chez les patients atteints de la maladie de Crohn, une étude démontre que le taux 

d’IL-19 est diminué [311]. La diminution de l’IL-19 entraîne la perte des effets 

immunosuppresseurs de la cytokine. Ce mécanisme contribue à l’induction et au maintien de 

l’inflammation observée dans un modèle murin de colite [312]. Cependant, le rôle de l‘IL-19 

dans les MICI reste controversé. En effet, une étude réalisée chez 113 personnes atteintes 

de MICI démontre une augmentation de l’expression colique de l’IL-19 en particulier chez les 

patients atteints par la maladie de Crohn [313]. Les cytokines IL-24 et IL-26 sont quant à elles 

augmentées au cours des MICI. Dans ce contexte, ces deux cytokines sont responsables de 

l’induction de médiateurs pro-inflammatoires comme l’IL-6, l’IL-8 ou l’IL-1β. L’effet de ces 

cytokines est principalement dépendant de l’activation de la voie impliquant STAT-3 [313–

316] mais l’activation des voies de signalisation telles que JNK, ERK1/2 par l’IL-24 et l’IL-26 

favorise également l’inflammation dans les MICI [314,316]. L’échec de la résolution de 
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l’inflammation chez ces patients est lié à des dysfonctions des systèmes de drainage 

lymphatique. La surexpression du facteur mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) qui 

orchestre la transmigration leucocytaire à travers la barrière endothéliale est favorisée par 

l’activation de l’IL-20Ra. Ce mécanisme facilite la migration des cellules immunitaires à 

travers l’endothélium lymphatique et contribue à l’inflammation chronique observée chez 

les patients [317]. 

Ainsi, la participation des cytokines IL-20 dans les MICI n’est pas encore clairement 

établie et nécessite plus d’investigations afin de mieux comprendre leur rôle dans les 

mécanismes de la pathogénie de ces maladies intestinales. 

 

5.3.2.2.5. Pathologies associées à l’allergie  

Les pathologies allergiques sont liées à un dérèglement du système immunitaire qui 

conduit à la perte de mécanisme de tolérance vis-à-vis de substances normalement 

inoffensives : les allergènes. Les allergies peuvent toucher différents organes (la peau : 

dermatite, les voies respiratoires : l’asthme et la rhinite…) et sont multifactorielles 

impliquant des facteurs génétiques (l’atopie) et environnementaux (liés à une exposition 

d’allergènes et à la pollution). L’inflammation chronique retrouvée dans les maladies 

allergiques est souvent associée à une polarisation de type Th2 et Th17 [318]. Ainsi, la 

production d’IL-13 et d’IL-17A au cours des maladies allergiques est responsable de la 

production d’IL-19 [319,320] et d’IL-24 [321,322]. Associée au développement de 

l’hypersensibilité de contact induit par le Para-Phenylenediamine (PP), la déplétion de l’IL-

22ra, de l’IL-20Rb ou de l’IL-24 dans un modèle murin de dermatite allergique protège 

partiellement les souris de l’épaississement et l’infiltration cutanée de neutrophiles induite 

par l’administration de PP [323]. La surexpression d’IL-24 et l’activation de STAT-3 au niveau 

cutanée sont responsables de la dysfonction de la barrière épidermique liée à la diminution 

de l’expression de la filaggrine par les kératinocytes [322]. Dans l’asthme allergique, L’IL-19 

est également induite dans le sérum de souris exposées aux acariens. L’inhibition de la sous-

unité IL-20Ra ou de l’IL-19 par des anticorps bloquants attenue l’inflammation observée dans 

ces modèles murins d’asthme [324]. Chez l’homme, des niveaux élevés d’IL-19 dans le sang 

périphérique de patients atteints de rhinite allergique sont corrélés avec la sévérité des 

signes cliniques chez ces patients [325]. Ainsi, les cytokines IL-20 participent à la 
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pathogenèse des maladies allergiques mais les mécanismes d’action par lesquels elles 

exercent leurs effets délétères ne sont pas encore élucidés. 

 

5.3.2.2.6. BPCO 

L’implication des cytokines IL-20 dans la physiopathologie de la BPCO est très peu 

étudiée et leur rôle dans ce contexte n’est pas encore connu. Cependant, le niveau d’IL-19 

sérique et d’IL-26 dans les sputa de patient corrèle avec la progression de la pathologie. À 

l’inverse, les niveaux protéiques de ces cytokines sont inversement corrélés à la fonction 

respiratoire au cours de la BPCO [8,326]. La libération d’IL-26 au cours de l’exposition 

chronique à la fumée de cigarette pourrait contribuer à la mobilisation neutrophilique 

pulmonaire retrouvée chez les patients [327]. Ces données suggèrent un rôle de ces 

cytokines de la sous-famille des IL-20 et la BPCO, bien que les mécanismes 

physiopathologiques restent à déterminer. Leurs rôles dans les exacerbations n’ont pas été 

abordés bien que des données du laboratoire montrent leur implication dans les épisodes 

induits par des infections bactériennes (EP19306068.8). 

 

5.3.3. Implications dans les pathologies infectieuses 

La cytokine IL-22 est la cytokine de la famille des IL-20 la plus étudiée et son rôle 

protecteur contre de nombreux pathogènes extra-cellulaires est, à ce jour, plutôt bien 

documenté notamment contre des pathogènes pulmonaires tels que S.pneumoniae et NTHI 

[4,5,259,260,328]. Cependant, l’implication des autres membres de cette famille dans les 

mécanismes anti-infectieux reste encore floue. À l’inverse des propriétés antibactériennes 

de l’IL-22, les cytokines IL-20 sont responsables de la modulation de la réponse immunitaire 

spécifique et favorisent diverses infections bactériennes. En effet, elles sont impliquées dans 

l’expansion de bactéries comme Staphylococcus aureus (Sa) dans la peau [7,329], de Sp dans 

les poumons [6], de Klebsialla pneumoniae (Kp) dans le sang [330], de Pseudomonas 

aeruginosa (Pa) dans la cornée [331] ou Neisseria meningitidis (Nm) dans les cellules gliales 

[332]. Dans ces modèles, l’inhibition de la signalisation dépendante de l’IL-20Rb facilite la 

migration des neutrophiles [6,329] et favorise la clairance bactérienne [6,7,329,330]. À 

l’inverse, l’IL-24 et l’IL-26 favorisent leur recrutement lors d’une stimulation bactérienne 
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[333,334]. Les cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 sont également associées aux formes actives de 

la tuberculose. En effet, la stimulation antigénique de PBMC (Peripheric Blood Mononuclear 

Cells) de patients tuberculeux favorise l’apparition de lymphocytes T CD4+ et T CD8+ 

exprimant ces cytokines [335]. La production des cytokines IL-20, dans ces modèles 

d’infections bactériennes, contribue à la libération de médiateurs pro-inflammatoires tels 

que l’IFN-γ [336] et à l’inhibition de la production de peptides antimicrobiens tels que les 

S100A9/8, LCN2, diminuant ainsi la clairance des bactéries [6,331]. L’activité 

immunosuppressive des cytokines IL-20 lors des infections bactériennes pourrait être liée à 

leur action inhibitrice de l’IL-1β et les réponses Th1/Tc1 et Th17/Tc17 [261,321,332,335]. 

Similaire à une infection virale, la stimulation des TLR-3, -7 et -8 favorise la 

production d’IL-26 par les cellules épithéliales bronchiques. L’IL-17 et l’IL-22 peuvent agir, de 

manière synergique, sur la production de cette cytokine particulière de la sous-famille [337]. 

En effet, l’IL-26 est exprimée chez l’homme, mais n’est pas retrouvée chez la souris et sa 

fonction reste très peu connue ne ciblant pas spécifiquement les muqueuses contrairement 

aux autres cytokines IL-20. L’IL-26 n’est pas la seule cytokine de cette famille à être 

impliquées dans la réponse au virus. En effet, les variations génétiques des gènes IL-19 et IL-

20 sont associées à des toux récurrentes post-infection à VRS chez l’enfant [9]. L’IL-24, 

également induite par des virus tels que les virus grippaux [338] ou le VIH-1 (Virus de 

l’Immunodéficience Humaine-1) [339], est associée à une diminution de l’activité cytolytique 

induite par les virus. À l’inverse, l’inhibition de l’IL-24 par ARN interférant (siRNA) favorise la 

multiplication virale intra-cellulaire in vitro [338]. Cet effet est favorisé par l’activation de la 

voie IRF3 et par l’induction de l’expression molécule antivirale comme mxa, ifn-β, oas [338]. 

De plus, cette cytokine est associée à l’augmentation des marqueurs d’apoptoses dans des 

cellules infectées par le virus du SIDA [339]. Ainsi, l’action de l’IL-24 sur la production de 

médiateurs antiviraux et la mort des cellules infectées permet de mettre en évidence des 

mécanismes par lesquels cette cytokine pourrait limiter les infections virales. 
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La BPCO est récemment passée en 3ème position des causes de mortalité dans le 

monde et concernerait plus de 300 millions de personnes au niveau mondial, ce qui en fait 

un problème majeur de santé publique [11,12]. Cette maladie inflammatoire pulmonaire 

chronique se caractérise par une obstruction non complètement réversible des bronches, 

une hypersécrétion de mucus et une destruction des parois alvéolaires conduisant à une 

diminution des capacités respiratoires. Les patients atteints de BPCO, sont particulièrement 

sujets aux infections pulmonaires qui peuvent être fongiques, bactériennes ou virales et qui 

sont à l’origine d’épisodes d’aggravation aiguë des symptômes respiratoires (les 

exacerbations). Ces épisodes d’exacerbation, marquent l’entrée dans un cercle vicieux dont 

l’évolution peut devenir fatale pour les patients. 

Le défaut d’expression d’IL-22 au cours de la BPCO participe à la susceptibilité des 

patients vis-à-vis des infections bactériennes [4,124]. De récentes données montrent que 

l’IL-22 joue un rôle important dans les mécanismes d’élimination de bactéries pathogènes 

respiratoires comme Pseudomonas aeruginosa, NTHi ou Streptococcus pneumoniae, 

notamment par la régulation de la production de peptides antimicrobiens 

[5,124,259,328,340]. De plus, cette cytokine intervient comme un élément protecteur de 

l'épithélium dans les infections par le virus Influenza de type A (IAV). Ainsi, l'IL-22 permet de 

limiter les conséquences de l'infection par IAV et de prévenir la survenue de surinfections 

[2,259,263]. De manière intéressante, Myles et al, ont démontré que la surexpression des 

cytokines de la sous-famille des IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24) facilite les infections cutanées par 

S. aureus [7]. La suppression de leur fonction par l’inhibition de la signalisation dépendante 

de l’IL-20Rb réduit l’expansion bactérienne par S. aureus [7] et par S. pneumoniae [6]. Bien 

que les récepteurs et les cytokines IL-20 soient fortement exprimés dans le poumon après 

infection, leur rôle dans les mécanismes de défense pulmonaire antivirale n'est pas connu. 

Seul un travail récent montre l'expression de l'IL-24 dans l'épithélium pulmonaire infecté par 

IAV et le rôle protecteur de cette cytokine vis-à-vis de ce virus [338]. Les données 

préliminaires du laboratoire démontrent que les cytokines IL-20 sont également 

surexprimées lors de l’exposition à la fumée de cigarette et lors d’infections virale par le VRS. 

Dans ce contexte, nous formulons l’hypothèse que les cytokines IL-20 participent, lors 

des exacerbations virales, à la progression de la BPCO en favorisant la surinfection 

bactérienne des voies aériennes.  
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Pour étudier cette hypothèse, mon projet comporte plusieurs étapes : 

1) Préciser le degré d’expression des cytokines IL-20 au cours des infections virales 

dans la BPCO. Deux approches sont utilisées : les souris C57BL/6 déficientes en IL-20RB (IL-

20RB-/-) et un anticorps bloquant le récepteur IL-20RB permettant l’inhibition de la fonction 

des IL-20 (clone 20RNTC), 

2) Préciser le rôle de ces cytokines dans la survenue de surinfection chez les souris 

BPCO en utilisant les mêmes outils. 

Ces approches ont pour but de mieux comprendre la physiopathologie de ce type 

d’exacerbations de la BPCO et de proposer de nouveaux outils thérapeutiques. 

 

Objectif 1 : La première partie de ce travail de thèse a consisté à mettre au point le 

modèle murin d’exacerbation de la BPCO par les virus. Le VRS étant l’un des virus les plus 

fréquemment retrouvé chez les patients en exacerbation, nous avons évalué l’impact d’une 

infection par le PVM (homologue murin du VRS) chez des souris C57BL/6 chroniquement 

exposées à la fumée de cigarette. Nous avons analysé l’inflammation pulmonaire, le 

recrutement cellulaire et la réponse antivirale afin de valider notre modèle d’exacerbation. 

Dans un second temps, nous avons analysé l’expression des cytokines IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-

24). Des dosages de RT-qPCR et ELISA ont permis d’analyser l’expression globale des 

cytokines IL-20 de leur récepteur au niveau pulmonaire et systémique. Les marquages 

immuno-histochimiques sur des sections de poumon nous ont permis de localiser 

l’expression des cytokines IL-20 au cours de la BPCO, de l’infection par le PVM et lors de 

l’exacerbation. Enfin, nous avons évalué le rôle des cytokines IL-20 au cours de 

l’exacerbation virale de la BPCO. Pour cela, des souris IL-20Rb KO ont été utilisées afin 

d’évaluer l’impact de l’inhibition de la fonction des cytokines IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24) sur 

l’inflammation pulmonaire, le recrutement cellulaire et la réponse antivirale. Des 

expériences avec des souris traitées par anti-IL-20Rb seront par la suite réalisées pour 

conforter ses résultats. 
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Objectif 2 : La deuxième partie de ce travail de thèse a consisté à mettre au point le 

modèle murin de surinfection bactérienne au cours de de la BPCO. En effet, il est maintenant 

bien établi que les infections virales facilitent le développement d’infections bactériennes 

secondaires. Ce phénomène est particulièrement documenté dans le contexte d’infection 

post-grippale. Basé sur le modèle de surinfection post-grippale utilisé par l’équipe de 

François TROTTEIN, nous avons adapté ce modèle aux souris exposées à la fumée de 

cigarette. Ainsi, nous avons évalué l’expression des cytokines IL-20 et analysé l’impact de la 

BPCO et du traitement anti-IL-20Rb sur la réponse à la surinfection bactérienne par 

l’intermédiaire de différentes techniques. En effet, l’inflammation a été analysée par 

cytométrie en flux et ELISA. La réponse antivirale a été analysée par RT-qPCR. La charge 

bactérienne a été évaluée grâce à l’étalement des échantillons sur gélose chocolat.  

Nous avons également débuté la mise au point d’un modèle de surinfection post-

PVM afin d’évaluer l’impact de l’exposition à la fumée de cigarette et du traitement IL-20Rb 

sur l’expansion bactérienne. 
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Chapitre 1 : Implication des cytokines IL-20 sur les lésions 

épithéliales dans un modèle murin d’exacerbation virale de la BPCO  

Article accepté dans biomedicines (MDPI) le 02/12/2021 (Annexe 1) 

Mélina Le Roux, Anaïs Ollivier, Gwenola Kervoaze, Thimothé Becke, Laurent Gillet, Muriel 

Pichavant and Philippe Gosset  

Résumé : 

Contexte : Les infections virales sont fréquentes chez les patients atteints de BPCO. 

Ces infections respiratoires sont responsables d’épisodes d’exacerbation entrainant 

secondairement la progression de la pathologie. Des études précédentes ont démontré que 

les cytokines IL-20 facilitent les infections pulmonaires bactériennes, mais leur rôle au cours 

de la BPCO et des infections virales n’a pas encore été étudié. Méthodes : Des souris 

C57BL/6 WT et IL-20Rb KO ont été chroniquement exposées à l’air (Air) ou à de la fumée de 

cigarette (CS) pour mimer la BPCO. La réponse antivirale, l’inflammation et les dommages 

tissulaires ont été évalués après l’infection par le PVM en comparant les souris WT et IL-

20Rb KO. Résultats : L’exposition chronique à la fumée de cigarette est associée à une 

augmentation de la charge virale pulmonaire et de la réponse antivirale. Chez les souris CS, 

l’infection par le PVM augmente l’expression d’IFN-γ, l’inflammation et les lésions tissulaires 

comparativement aux souris Air. L’infection par le PVM et l’exposition à la fumée de 

cigarette induisent l’expression des cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 et de leurs récepteurs. Par 

ailleurs, la délétion de la sous-unité IL-20Rb diminue l’expression de la réponse interféron et 

des gènes associés (IFN-λ2/3 induisant la production de rsad-2) comparativement aux souris 

WT. Cependant, cela n’impacte pas la réplication virale au niveau pulmonaire. La diminution 

de l’inflammation et des lésions tissulaires est associée à une augmentation de l’expression 

d’E-cadherine dans l’épithélium chez les souris IL-20Rb KO associée à une perméabilité 

pulmonaire et une perte de poids réduite. Conclusion : L’infection à PVM exacerbe 

l’inflammation et la réponse antivirale chez les souris CS et induit l’expression des cytokines 

IL-20. Notre modèle, qui mime les exacerbations virales de la BPCO, nous a permis 

d’identifier la voie des IL-20 comme une potentielle cible thérapeutique. 

Mots clés : BPCO, Cigarette, infection virale, cytokines IL-20, poumon 
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Introduction : 

La BPCO (Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive) est une cause majeure de 

mortalité et de morbidité dans le monde. Selon l'OMS, la BPCO est la troisième cause de 

décès dans le monde, causant 3,23 millions de décès en 2019. Caractérisée par une 

limitation progressive et irréversible du débit d'air, le principal facteur de risque de 

développer une BPCO est le tabagisme. L'exposition chronique à la fumée de cigarette (CS) 

déclenche des processus inflammatoires qui finissent par altérer les fonctions de la barrière 

pulmonaire et réduire les mécanismes de défense immunitaire, entraînant une susceptibilité 

accrue aux infections respiratoires causées à la fois par des bactéries et des virus [1]. De 

telles infections aggravent l'état clinique des patients et sont responsables d'épisodes 

d'exacerbation aiguë (AE-BPCO). Ces épisodes initient l’entrée dans un cercle vicieux 

diminuant ainsi le taux de survie des patients passant de 80 % à 30 % sur une période de cinq 

ans après la première exacerbation [161]. Bien que les exacerbations soient majoritairement 

associées à des infections bactériennes, les infections virales par le virus de la grippe A (IAV), 

le virus respiratoire syncytial (RSV) et le rhinovirus (RV) sont également fréquentes.  

L'issue de l'infection est étroitement liée à l'efficacité de la réponse antimicrobienne 

de l'hôte. Les réponses immunitaires innées et adaptatives participent au contrôle de 

l'infection virale [230,238]. La réponse immunitaire contre les virus implique principalement 

la production d’interféron (IFN). Alors que l'effet antiviral de l'IFN de type II (IFN-) est limité, 

les IFN de types I (α et β) et de type III (λ ou IL-28/IL-29) induisent la transcription de 

plusieurs centaines de gènes potentiellement antiviraux [341]. De plus, des cytokines de 

type Th17, dont l'interleukine (IL)-22, sont également produites lors d'infections virales liées 

à l'IAV et au VRS. Cette cytokine contrôle la réaction inflammatoire et préserve 

l'homéostasie pulmonaire en maintenant l’intégrité de la barrière épithéliale des voies 

respiratoires limitant ainsi les lésions tissulaires [2,260]. Les cytokines IL-17 et IL-22 sont 

également essentielles pour empêcher l'invasion bactérienne secondaire. En effet, elles 

orchestrent la réponse antibactérienne en modulant la sécrétion de peptides antimicrobiens 

[211]. L’IL-22 avec l’IL-19, l’IL-20, l’IL-24 et l’IL-26 appartiennent à la sous-famille des 

cytokines IL-20. Alors que l'IL-22 agit via un récepteur spécifique dépendant de la sous-unité 

IL-10Rb, l’IL-19, l’IL-20 et l’IL-24 se lient au récepteur IL-20 de type I (IL-20R), un récepteur 

hétérodimérique composé de l'IL-20Ra et de l’IL-20Rb. L'IL-20 et l'IL-24 se lient également au 
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récepteur type II composé de la sous-unité α1 du récepteur IL-22 et de l'IL-20Rb [5]. Fait 

intéressant, ces récepteurs sont fortement exprimés dans les cellules épithéliales des voies 

aériennes (AEC) [6]. Le blocage de la sous-unité IL-20Rb peut neutraliser efficacement la 

réponse aux cytokines IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24) [6] et limiter les infections bactériennes 

cutanées et pulmonaires [6,7]. Étant donné que les cytokines IL-20 sont associées à une 

augmentation des signes cliniques de la BPCO [8] et de l'infection virale [9,10], notre objectif 

était d’évaluer leur rôle physiopathologique lors de l'exacerbation virale de la BPCO en 

utilisant des souris WT et IL-20Rb KO. Nous avons analysé l'inflammation des voies 

respiratoires après une infection par le PVM (Pneumonia Virus of Mice ; famille 

Paramyxoviridae), un agent pathogène naturel de la souris reproduisant la pathogenèse du 

VRS [226,228]. Contrairement au VRS, le PVM est capable de se répliquer dans les cellules 

épithéliales bronchiques des souris [228]. Étant donné que les infections virales sont 

capables d’induire l'expression des cytokines IL-20 dans les AEC et en raison de la forte 

expression des IL-20R sur ces cellules, nous avons concentré notre étude sur l'impact de 

l'infection par PVM sur les cellules épithéliales. Dans cette étude, nous avons d'abord 

démontré que l'infection à PVM induit la production de cytokines IL-20, principalement IL-

24, un processus amplifié par l'exposition au CS, et participe à la fois à la réaction 

inflammatoire et au développement des lésions épithéliales pulmonaires. 

 

Matériels et méthodes : 

Modèle animal de BPCO : 

Toutes les expérimentations ont été réalisées en appliquant les réglementations 

européennes sur l’expérimentation animale en vigueur. Les animaux sont hébergés dans une 

installation agréée dont la température (20-24°C), l’hygrométrie (45 %-65 %) et le cycle 

jour/nuit (12h) sont contrôlés. Les souris ont accès à de la nourriture et de l'eau fournies à 

volonté. Tous les travaux utilisant les animaux sont conformes aux directives du comité de 

protection et d’utilisation des animaux du Nord-Pas-de-Calais (agrément n° AF 16/20,090). 

Le modèle murin de BPCO a été établi selon le modèle décrit par Pichavant et al 

[342]. En résumé, des souris C57BL/6, mâles ou femelles, âgées de 6-8 semaines de type 

sauvage (WT) (Janvier Animalerie SOPF, Le Genest-St.-Isle, France) ou invalidées pour le gène 
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codant pour la sous-unité du récepteur aux cytokines IL-20 (IL-20Rb KO) (générées par le 

groupe Wegenka UM [343] et généreusement données par le Pr J. Niels) ont été utilisées. 

Ces souris ont été exposées à la fumée de 5 cigarettes (1R6F, Université de Kentucky) 

par jour, 5 jours par semaine pendant 12 semaines (Chambre d’exposition Emka, Scireq, 

Montreal, QC, Canada). Au bout de ces 12 semaines, les souris présentent des altérations de 

la fonction pulmonaire associée à une inflammation. 

 

Modèle animale d’exacerbation virale de la BPCO : 

Au terme de l’exposition et afin d’exacerber la pathologie, les souris sont exposées, 

par voie intranasale (i.n 50 µL) et après anesthésie (i.p 150 µL de solution contenant de la 

xylazine (2 mg/ml, Bayer Santé) et de la kétamine (10 mg/ml, Mérial) en PBS), à une dose 

sublétale de virus PVM (200 PFU) en PBS. Les souris « contrôle » ont reçu 50 µL de PBS.  

 

Collecte et traitement des échantillons :  

Les souris ont été euthanasiées 3, 6, 9 ou 12 jours après l'infection. Les fluides de 

lavage bronchoalvéolaire (LBA), les poumons, la rate et les échantillons de sang ont été 

collectés et conservés sur de la glace jusqu'au traitement ou congelés immédiatement dans 

de l'azote liquide. Les LBA ont été réalisés en instillant cinq fois 0,5 ml (volume final 2,5 ml) 

de PBS stérile. Après centrifugation à 400 g pendant 6 min à 4 °C, le surnageant (liquide BAL 

sans cellules) a été conservé à -20 °C pour l'analyse des cytokines (ELISA) et le culot cellulaire 

a été utilisé pour l'analyse en cytométrie en flux. 

Le lobe gauche du poumon a été écrasé avec une lame stérile puis digéré avec de la 

collagénase (Collagénase Type VI 17104-019 Gibco par Life technologies) à 37 °C. Après 15 

min de digestion, les poumons ont été homogénéisés avec une aiguille 18G et encore 

digérés pendant 15 min. Après centrifugation à 400 g 6 min à 4 °C, les culots ont été remis en 

suspension dans une solution de Percoll à 30 % (Percoll TM GE Healthcare 17-0891-01) et 

centrifugés à 500 g pendant 15 min. Les cellules spléniques totales ont également été isolées 

de la rate broyée et centrifugée à 400 g pendant 6 min à 4 °C. Les culots de poumon et de 

rate ont été remis en suspension dans un tampon de lyse des globules rouges (RBC) pendant 
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5 min à température ambiante, pour éliminer les érythrocytes. La réaction de lyse des 

globules rouges a été arrêtée avec du PBS à 2 % SVF (sérum de veau fœtal, Gibco). Après 

centrifugation à 400 g pendant 6 minutes à 4 °C, les cellules pulmonaires et spléniques ont 

été remises en suspension dans du PBS 2 % de SVF, puis dénombrées et utilisées pour la 

cytométrie en flux. 

 

Cytométrie en flux : 

Différents types cellulaires présents dans les LBA, les poumons et la rate ont été 

analysées par cytométrie en flux (LSR Fortessa, BD Biosciences) après incubation de 30 

minutes en PBS plus 2 % SVF avec les anticorps suivants : CD5 (ref130-102-574, conjugué au 

FITC), Tetramer CD1d (installation NIH, conjugué au PE), NK1.1 (ref 130-103-963, conjugué 

au PerCp-Cy5.5), CD4 (ref 130-102-411, conjugué au PE-Cy7), CD25 (ref 130-102-550, 

conjugué à l’APC), CD69 (ref 561,238, conjugué à l’Alexa700), TCRγδ (ref 130-104-016, 

conjugué à l’APC-Vio770), TCR-β (ref 130-104-815, conjugué au V450), CD8 (ref 130-109-252, 

conjugué au V500), CD45 (ref BLE103140, conjugué au BV605) (BD Bio-sciences , Biolegend 

et Myltenyi Biotech), I-Ab (réf 130-102-168, conjugué au FITC), F4/80 (réf 130-102-422, 

conjugué au PE), CD103 (réf 563 637, conjugué au PerCP-Cy5.5 ), CD11c (ref 558 079, 

conjugué au PE Cy7), CD86 (ref 560,581, conjugué à l’Alexa-700), Ly6G (ref 560 600, 

conjugué à l’APC-H7), CD11b (ref 560 455, conjugué au V45O), CD45 (ref 130-402 -512, 

conjugué au V500), Ly6C (ref BLE128036, conjugué au BV605) (BD Biosciences, Biolegend et 

Myltenyi Biotech) et CCR2 (ref FAB 5538A, R&D systems, conjugué à l’APC). Les données ont 

été analysées avec le logiciel FlowJo™ v7.6.5 (Stanford, CA, USA). Les nombres absolus de 

cellules ont été calculés en fonction du nombre total de cellules et de la fréquence des 

cellules immunitaires CD45+. La stratégie de gating a déjà été décrite [4,211].  

 

Histologie pulmonaire : 

Pour l'analyse histopathologique, le lobe postérieur du poumon a été fixé avec du 

paraformaldehyde (PFA 4 %). Les poumons ont ensuite été déshydratés et inclus dans de la 

paraffine et les sections pulmonaires ont été colorées à l'hématoxyline-éosine. Le score 
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histologique a été calculé sur le remodelage et l'inflammation tels que définis dans l’article 

de Kone et al. [211]. Les lésions de l'épithélium bronchique ont également été déterminées 

par l’évaluation de la desquamation cellulaire, des lésions cellulaires et de la dissociation des 

jonctions intercellulaires. Le pourcentage d'épithélium altéré a été déterminé en utilisant le 

logiciel Image J (NIH).  

Pour l'immunohistochimie (IHC), les sections de poumons incluses en paraffine ont 

été déparaffinées avec deux bains successifs de safesolv (labonord ref 00699464) et 

réhydratées avec des bains successifs d'éthanol (deux bains de 100 %, un de 90 %, un de 

80 %, d’un de 50 %) puis un d'eau pendant 5 min pour chacun. Le démasquage d’épitopes a 

été réalisé dans un tampon citrate pH 6,0 pendant 15 min à 90 °C. Nous avons utilisé comme 

anticorps primaires, un anticorps anti-IL-19 [EPNCIR168] ab154187 (Abcam), un anticorps 

anti-IL-20 orb13501 (Biorbyt), un anticorps anti-IL-24 orb228807 (Biorbyt). Afin de quantifier 

les dommages épithéliaux, nous avons utilisé des anticorps de lapin anti-β-caténine (ref 71-

2700), anti-E-cadhérine (ref61-7300) et anti-ZO-1 (ref PA5-19479) (ThermoFischer). Le kit 

UltraTek HRP anti-polyvalent Lab Pack (histo-line laboratories) a été utilisé selon les 

recommandations du fabricant. La contre-coloration a été réalisée avec de l'hématoxyline 

(Interchim). 

 

Quantification protéique par ELISA :  

Les niveaux protéiques d’IFN-γ, de CXCL-1, d’IFN-λ2/3, d’IL-20, d’IL-24 (R&D) et d’IL-19 

(invitrogen) ont été déterminés par ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) dans le 

LBA, les lysats pulmonaires et le sérum de chaque souris en utilisant les recommandations 

du fabricant. 

 

Expression d’ARN et RT-qPCR (Reverse transcrption-polymerase chain reaction) : 

L'ARN total a été isolé du poumon de souris en utilisant le réactif NucleoZol (Ma-

cherey-Nagel) selon les instructions du fabricant. La transcription inverse (RT) a été réalisée 

avec le kit de transcription inverse d'ADNc (Applied Biosystems) selon les recommandations 

du fabricant. 
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L’ADNc a été quantifié par PCR quantitative (QuantStudio 12 K Flex, Applied 

Biosystems) avec en utilisant le réactif SYBRGreen (eBiosciences) pour tous les gènes à 

l'exception de la détection du PVM (TaqMan® Universal PCR Master Mix, Ap-plied 

Biosystems). Les amorces (Eurofins Genomics) utilisées dans cette étude sont décrites dans 

le tableau 3. Les résultats sont exprimés en expression relative (2-ΔΔCT) et calculés par rapport 

à la condition contrôle en utilisant hprt1 comme gène de référence. 

 

Analyses statistiques :  

Les données sont exprimées en moyenne ± sem. Les analyses statistiques des 

variances ont été conçues avec le logiciel Prism (GraphPad version 9). La comparaison 

multiple des données a été réalisée en utilisant une analyse ANOVA à deux voies suivies d’un 

test Tukey pour déterminer l’effet significatif du virus (en comparaison avec les souris non 

infectées ou PBS) ou d’un test Sidak pour déterminer l’effet de l’exposition à la fumée de 

cigarette (CS) (en comparaison avec les souris Air) ou l’effet de la délétion de l’IL-20Rb (en 

comparaison avec les souris WT). Les données sont considérées significatives lorsque la p 

value (p) est inférieure à 0,05 (p<0,05). Un effet significatif du virus est symbolisé par * 

p < 0.05; **p < 0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001. Un effet significatif du CS ou de l’IL-20Rb 

KO est symbolisé par # p <0.05; ## p <0.01; ###p <0.001 and ####p <0.0001. 

Tableau 3 : Séquences des amorces utilisées pour la qPCR 
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Résultats : 

L’infection par le PVM exacerbe l’inflammation et la réponse antivirale induite par 

l’exposition à la fumée de cigarette 

Un modèle expérimental d’exacerbation de la BPCO a été établi chez des souris 

chroniquement exposées à la fumée de cigarette en utilisant le PVM comme facteur 

déclencheur. L’effet de l’infection intranasale par le PVM a été analysé 3, 6, 9 et 12 jours 

après l’infection. Au vu de la cinétique d’infection par le virus avec un pic de la charge virale 

pulmonaire se situant 7 jours post-infection et un pic d’inflammation 10 jours post-infection, 

nous avons décidés de focaliser nos analyses sur les temps 9 et 12 jours (Figure 13a). Dans ce 

modèle, l’ARN du PVM a été détecté dans les poumons des souris Air avec un pic 9 jours 

post-infection et une augmentation significative a été observée chez les souris CS. La 

réplication virale pulmonaire est associée à une induction de la réponse antivirale dans les 

poumons des souris Air et CS 9 jours après l’infection. En effet, une surexpression des ARNm 

de rig-i, irf-7, et rsad-2 a été observée dans les tissus pulmonaires, montrant ainsi, 

l’induction des récepteurs de reconnaissance de motif moléculaire (PRR), et l’expression de 

gène inducteur d’interféron (ISG, Interferon Stimulated Gene). De plus, cette observation 

coïncide avec une production élevée d’IFN-λ2/3 notamment chez les souris CS. En résumé, 

une réplication plus élevée de PVM est vraisemblablement à l’origine d’une réponse 

antivirale accrue chez les souris exposées au CS (figure 13b). L'examen histologique des 

tissus pulmonaires a montré que l'infection par PVM induisait un recrutement cellulaire à la 

fois dans la zone péribronchique et alvéolaire chez les souris infectées (Figure 13c). Ce 

recrutement cellulaire est observable 9 et 12 jours après le début de l’infection virale. 

L'infection à PVM et l’exposition à la fumée de cigarette induisent des dommages importants 

au niveau des cellules vasculaires et au niveau des cellules épithéliales bronchiques. 

Cependant, l'exposition à la fumée de cigarette favorise le remodelage vasculaire et les 

dommages épithéliaux qui deviennent significativement plus importants chez les souris 

infectées par le PVM (comme illustré sur la figure 13d). 
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Le jour de l’infection a été défini comme le jour 0 indiquant également la fin du protocole d’exposition à la fumée de 
cigarette (CS), qui a consisté à exposer les souris à l’Air ambiant (Air) ou au CS (5 cigarettes/jour, 5 jours/semaine) pendant 
12 semaines. Les analyses ont été réalisées 9 et 12 jours après l’infection. (b) la charge virale et la réponse antivirale incluant 
l’expression de rig-i, rsad-2, irf-7 a été évalué par RT-qPCR dans les tissus pulmonaires. Les résultats sont exprimés en 
expression relative en comparaison avec les souris Air non infectées. Le gène hprt1 a été utilisé comme gène de référence. Le 
niveau d’IFN-λ2/3 a été évalué par ELISA (pg/mL) (c) Les changements histologiques ont été évalué 9 et 12 jours après 
l’infection par le PVM. Des photos représentatives sont représentées après une coloration HE. (d) Le score histologique inclut 
l’évaluation des lésions vasculaires et des dommages épithéliaux. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM. Les souris 
Air sont représentées par les barres blanches et les souris CS par des barres noires. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 et 
****P<.0001 correspondent à un effet significatif du virus (PVM vs. PBS). # p<0.05, ## p<0.01, ###P<.001 et ####P<.0001 
correspondent à un effet significatif du CS (CS vs. Air).   

Figure 13 : Le PVM exacerbe la BPCO 
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L’infection par le PVM est associée à une augmentation du recrutement cellulaire 

dans les LBA et les poumons 9 et 12 jours post-infection (Figure 14). Cependant, ce 

recrutement n’est pas affecté chez les souris CS. La caractérisation des populations 

cellulaires a démontré une infiltration de cellules NK, et de cellules dendritiques cDC2 dès 9 

jours après l’infection alors que les cellules de type NKT et lymphocyte T sont observées au 

jour 12 dans les poumons et les LBA des souris Air. L’exposition à la fumée de cigarette a 

augmenté le recrutement des cellules de type NKT, mais n’a pas impacté le recrutement des 

lymphocytes T et des cDC2 dans les poumons des souris non infectées. 9 jours après 

l’infection virale, l’exposition au CS est responsable d'une diminution du recrutement des 

cellules NK et de cDC2 dans les poumons. En revanche, dans le LBA, l'infection par PVM a 

augmenté le recrutement de cellules NK, et de NKT chez les souris CS. L'infection à PVM est 

également responsable de l’augmentation de médiateurs pro-inflammatoires tels que l'IFN-γ 

et l'IL-1β dans les LBA et les poumons principalement au jour 9 (Figure 14). Aucun effet 

significatif de l'exposition au CS n'a été observé sur ces paramètres. 

Au niveau systémique, aucun changement majeur n’est observé dans la rate, excepté 

pour le nombre de cellules NKT qui sont diminuées après l’exposition à la fumée de 

cigarette. Le niveau d’IFN-γ est augmenté dans le sérum des souris infectées et cette 

expression est majorée chez les souris exposées à la fumée de cigarette. En revanche, l’IL-1β 

n’est pas induite dans le sérum des souris exposées au PVM (Figure supplémentaire 1 : 

Annexe 1). 

Ensemble, ces données montrent que le PVM se réplique de manière plus importante 

chez les souris exposées à la fumée de cigarette conduisant à une augmentation de 

l’inflammation et des lésions pulmonaires. Cependant, cette réponse n’est pas associée à 

des modifications majeures du recrutement cellulaire. 
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Nombre total de cellules, le nombre de cellules NK CD45+/TCRβ-/NK1.1+, de cellules de type NKT CD45+/TCRβ+/NK1.1+, de 
lymphocytes T CD45+/TCRβ+ et de cellules dendritiques (cDC2) CD45+/ F4/80-/ CD11c+ ont été évalués dans les LBA 
(gauche) et les poumons (droites) des souris Air (barres blanches) et des souris CS (barres noires). Les niveaux d’IFN-γ et 
d’IL-1β ont été analysés par ELISA dans les LBA (gauche) et dans les poumons (droite) des souris Air et CS. Les données sont 
représentées en moyenne ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 et ****P<.0001 correspondent à un effet significatif du PVM 
(PVM vs PBS). # p<0.05 correspond à un effet significatif du CS (CS vs. Air).  

Figure 14 : L’infection par le PVM induit une inflammation pulmonaire 
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Le PVM module l’expression des cytokines IL-20 

Nous avons tout d’abord analysé l’expression des ARNm des cytokines IL-20 dans les 

poumons. Indépendamment, l'exposition au CS et l’infection par le PVM augmentent, de 

manière non significative, l’expression de l'IL-19, de l'IL-20 et de l'IL-24 dans les poumons 

(figure 15a). Les souris exposées à la fumée de cigarette semblent exprimer, de manière plus 

importante, les cytokines IL-20 au cours de l’infection virale. En parallèle, nous avons évalué 

l’expression des ARNm des sous-unités IL-20Ra et IL-20Rb qui a été induite lors de l’infection 

dans les poumons notamment 9 jours post-infection. En revanche, l'exposition au CS n'a pas 

impacté l'expression pulmonaire des sous-unités IL-20Ra et IL-20Rb. 

L'expression protéique des cytokines IL-20 a ensuite été analysée par 

immunohistochimie (Figure 15b). Ceci nous a permis de déterminer leur niveau d’expression 

et de visualiser leur localisation. Ainsi, l’IL-19, l’IL-20 et l’IL-24 ont été détectés chez les Air et 

CS. L'exposition au CS a tendance à augmenter l'expression d'IL-19 principalement dans les 

cellules épithéliales bronchiques alors que la coloration semble plus prononcée dans 

l'infiltrât péribronchique et dans les parois alvéolaires pour l’IL-20 et l’IL-24. Après 9 jours 

d’infection, les souris Air présentent une diminution de l’expression de cytokines IL-20 au 

sein des cellules épithéliales alors que l’expression de l’IL-20 et de l’IL24 semble augmenter 

dans l'infiltrât inflammatoire péribronchique et dans les parois alvéolaires. De plus, les souris 

exposées à la fumée de cigarette et infectées par le PVM sont caractérisées par une 

infiltration cellulaire importante qui exprime l’IL-19, l’IL-20 et l’IL-24. Pour confirmer ces 

données, les niveaux protéiques des cytokines IL-20 ont également été analysés dans les LBA 

et le sérum (figure 15c). Dans les LBA, la sécrétion des 3 cytokines a été augmentée par 

l'infection. L’augmentation d’expression d’IL-19 et d’IL-24 est observable 9 jours après 

l’infection alors que pour l’IL-20 l’augmentation est significative à partir du jour 12. 

Cependant, l'exposition au CS n'a pas modifié leurs concentrations les lavages broncho-

alvéolaires. Dans les sérums, aucun changement significatif n'a été observé pour l'IL-19 et 

l'IL-24. Comme dans le BAL, les niveaux périphériques d'IL-20 ont été augmentés de manière 

transitoire avec un maximum à 9 jours post-infection sans changement chez les souris 

exposées au CS. 
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(a) les ARNm de l’Il-19, l’Il-20, l’Il-24, l’Il-20ra et l’Il-20rb ont été évalués par RT-qPCR dans les poumons 9 et 12 jours après 
l’infection virale. Les résultats sont exprimés en expression relative comparativement aux souris Air exposé au PBS. 
L’expression du gène hprt1 comme gène de référence (b) L’expression d’IL-19, d’IL-20 et d’IL-24 a été évaluée sur des 
sections pulmonaires par immunohistochimie 12 jours post-infection chez les souris Air et CS. (c) Les niveaux d’expression 

Figure 15 : L’infection par le PVM module les l’expression des cytokines IL-20 
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protéique d’Il-19, d’Il-20, et d’Il-24 ont été analysés dans les LBA et dans les sérums par ELISA (pg/mL). Les résultats sont 
exprimés en moyenne ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 et ****P<.0001 correspondent à l’effet du virus (PVM vs PBS). # 
p<0.05 correspond à l’effet du CS (CS vs. Air). 

 

Les cytokines IL-20 modulent la réponse antivirale chez les souris CS 

Pour évaluer le rôle des cytokines IL-20 lors de l'exacerbation virale de la BPCO, nous 

avons exposé des souris IL-20Rb KO et des souris WT, à la fumée de cigarette et nous les 

avons infectées avec le PVM en utilisant le même protocole que celui décrit dans la figure 

13a. Comme prévu, l'ARNm de PVM a été détecté dans le poumon de souris CS WT. 

Cependant, la déplétion en IL-20Rb n'a pas affecté l'expression d'ARNm de PVM dans le 

poumon (figure 16a). Concernant la réponse antivirale dans le compartiment pulmonaire, 

l’expression de rig-I et rsad-2 et la production d'IFN-λ2/3 dans le LBA ont été réduites chez 

les souris IL-20Rb KO par rapport aux souris WT (Figure 16a). En revanche, l’expression d’irf-

7 n'a pas été modulée chez les souris IL-20Rb KO (données non présentées). 

L'analyse histologique a révélé qu'il n'y avait pas de différence entre les souris WT et 

IL-20Rb non infectées exposées à la fumée de cigarette. En revanche, cette analyse a 

confirmé que l'infection par PVM était associée à une forte inflammation chez les souris CS 

WT 12 jours post-infection. De plus, l'infection par le PVM était associée à des dommages 

épithéliaux et vasculaires chez les souris WT exposées au CS. Fait intéressant, l'infiltrât 

inflammatoire dans la zone péribronchique et alvéolaire ainsi que les lésions tissulaires 

induites lors de l’infection par le PVM ont été nettement réduits chez IL-20Rb KO (Figure 

15b). Ceci a été confirmé par une diminution du score histologique et de la surface des 

lésions épithéliales (Figure 16b) alors que les dommages vasculaires ne sont pas modulés 

(données non présentées). 
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(a) La charge virale et la réponse antivirale incluant l’expression de rig-I et rsad-2, ont été évaluées par RT-PCR dans les 
tissus pulmonaires. Les résultats sont exprimés en expression relative en comparaison avec les souris Air non infectées. 
L’expression du gène hprt1 a été utilisée comme gène de référence. Le niveau d’IFN-λ2/3 a été étudié par ELISA (pg/mL) (b) 
Les changements histologiques ont été analysés 9 et 12 jours après l’infection virale. Le score histologique incluant les 
dommages épithéliaux a été exprimé en moyenne ± SEM. Les souris WT CS sont représentées par les barres noires et les 
souris CS IL-20Rb KO sont représentées par les barres quadrillées. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 et ****P<.0001 
correspondent à un effet significatif du virus (PVM vs. PBS). # p<0.05, ## p<0.01, ###P<.001, ####P<.0001 correspondent à 
un effet significatif de l’IL-20Rb KO (IL-20Rb KO vs. WT). 

 

Le recrutement des cellules inflammatoires a été mesuré dans les LBA et dans les 

tissus pulmonaires (Figure 17). Le nombre total de cellules était inférieur dans les LBA des 

souris IL-20Rb KO par rapport aux souris WT. Cependant, aucune modulation significative du 

nombre de lymphocytes, cDC2, de NK ou de NKT n'a été observée chez les souris KO par 

rapport aux souris WT. L'analyse des cytokines immunomodulatrices a montré une 

augmentation du niveau d'IFN-γ dans le LBA et les tissus pulmonaires 9 jours après 

l’infection chez les souris WT, alors que les concentrations d'IL-1β n'étaient pas modulées de 

manière significative (Figure 17). Chez les souris IL-20Rb KO, le niveau d'IFN-γ est 

significativement diminué dans les poumons, mais pas dans le LBA. En revanche, le niveau 

d'IL-1β n'était pas modulé par la délétion d'IL-20Rb. 

Figure 16 : L’infection virale induit une réponse antivirale et inflammatoire plus faible chez les souris IL-20Rb KO exposées 
au CS 
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Nombre total de cellules, le nombre de cellules NK CD45+/TCRβ-/NK1.1+, de cellules de type NKT CD45+/TCRβ+/NK1.1+, de 
lymphocytes T CD45+/TCRβ+ et de cellules dendritiques (cDC2) CD45+/ F4/80-/ CD11c+ ont été évaluées dans les LBA 
(gauche) et les poumons (droite) des souris WT CS (barres noires) et des souris IL-20Rb KO CS (barres quadrillées). Les 
niveaux d’IFN-γ et d’IL-1β ont été analysés par ELISA dans les LBA (gauche) et dans les poumons (droite) des souris Air et CS. 
Les données sont représentées en moyenne ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 et ****P<.0001 correspondent à un effet 
significatif du PVM (PVM vs PBS). # p<0.05 correspond à un effet significatif de l’IL-20Rb KO (IL-20Rb KO vs. WT). 

 

Figure 17 : L’infection virale module l’inflammation pulmonaire des souris WT et IL-20RB KO 
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Dans la rate, l’exposition à la fumée de cigarette est associée à une augmentation du 

nombre de NK et de NKT chez les souris IL-20Rb KO. Dans le sérum, l’induction de l’IFN-γ par 

le PVM est diminuée chez les souris IL-20Rb KO alors que les niveaux d’IL-1β n’ont pas été 

modifiés (Figure supplémentaire 2).  

Ces données suggèrent que les cytokines IL-20 jouent un rôle dans l’exacerbation 

induite par le PVM notamment en modulant l’inflammation tissulaire, les lésions épithéliales 

et la réponse antivirale. 

 

Implication des cytokines IL-20 chez les souris contrôle Air 

Pour déterminer si le rôle des cytokines IL-20 est similaire chez les souris témoins, 

nous avons effectué le même protocole chez les souris exposées à l'air. Comme prévu, 

l'infection par PVM a induit une forte réponse antivirale avec un pic à 9 jours après 

l’infection associée à une réaction inflammatoire et à des lésions du tissu pulmonaire (Figure 

3 supplémentaire : annexe 1). La suppression du récepteur IL-20Rb chez les souris exposées 

à l'air a amplifié la réplication de PVM et l'expression de rsad-2 uniquement au jour 9 mais 

pas de rig-i et IFN-2/3, alors que les niveaux étaient similaires à 12dpi pour ces trois cibles. 

Concernant les lésions pulmonaires, nous n'avons pas observé d'effet significatif sur le score 

histologique, résultat associé à l'absence d'effet sur l'infiltrat cellulaire et la production de 

cytokines dans le poumon (Figures supplémentaires 3-4 : annexe 1). Néanmoins, le blocage 

de l'IL-20Rb a également diminué de manière significative les lésions épithéliales chez les 

souris Air à 12 dpi (Figure supplémentaire 3b : Annexe1). 

Dans l'ensemble, ces données ont montré que la suppression de l'IL-20Rb augmente 

de manière transitoire la réplication de la PVM chez les souris Air sans altérer la réaction 

inflammatoire. Comme observé chez les souris exposées au CS, il a également diminué les 

lésions épithéliales à 12 dpi. 
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Les cytokines IL-20 jouent un rôle dans la perméabilité pulmonaire 

Étant donné que les souris IL-20Rb KO ont moins de dommages épithéliaux, nous 

avons évalué la perméabilité pulmonaire en mesurant la concentration en protéines dans les 

LBA. Comme prévu, l'infection par PVM chez les souris WT a fortement amplifié la 

concentration de protéines dans le LBA 9 et 12 jours après l’infection. Fait intéressant, la 

délétion de l'IL-20-Rb est associée à des niveaux plus faibles de protéines chez les souris 

infectées, mais pas chez les souris non infectées (figure 18a). Après l'infection par PVM, les 

souris WT et IL-20Rb KO perdent du poids (figure 18b). Seules les souris IL-20Rb KO avaient 

repris du poids 12 jours post-infection. Comme chez les souris CS, l’infection par le PVM est 

également responsable d’une augmentation de la perméabilité pulmonaire et d’une 

importante perte de poids chez les souris Air (Figure supplémentaire 5 : Annexe1). 

Cependant, la délétion de l’IL-20Rb n’a pas modulé ces paramètres dans ce contexte.  

Comme suspectée, l'infection à PVM était associée à une désorganisation des 

protéines de jonction à la fois dans l'épithélium bronchique et alvéolaire, comme l'illustre la 

coloration à l'E-cadhérine 9 jours après l’infection. Chez les souris WT infectées, la coloration 

était plus diffuse et ne se limitait pas au côté apical des cellules épithéliales bronchiques et 

ces altérations étaient plus prononcées chez les souris exposées au CS que chez les souris Air 

(Figure 18 et figure supplémentaire 3). La coloration était également présente dans les 

cellules inflammatoires. En revanche, chez les souris IL-20Rb KO l’infection par le PVM a 

fortement réduit ces altérations à la fois chez les souris exposées à l'air et au CS. 

Ensemble, ces données révèlent que la surexpression des cytokines IL-20 est associée 

à une augmentation de la perméabilité pulmonaire induite par l’infection virale. Ce 

processus est accompagné d’une désorganisation de l’expression des protéines de jonction. 
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(a) La perméabilité pulmonaire a été évaluée par la quantification des protéines totales présentes dans les LBA (pg/mL). (b) 
Suivi du poids exprimé en pourcentage par rapport au jour 0 (c) l’expression d’E-cadhérine a été évaluée sur des sections 
pulmonaires par immunohistochimie chez des souris CS WT (Barres noires) et CS IL-20Rb KO (Barres quadrillées). Les 
données sont représentées en moyenne ± SEM. ****P<.0001 correspond à l’effet significative du virus (PVM vs PBS) et ## 
p<0.01 correspond à un effet significatif de l’IL-20Rb KO (IL-20Rb KO vs. WT). 

 

Discussion 

Une exacerbation est un événement marquant chez le patient BPCO puisqu’elle initie 

le déclin rapide de la fonction pulmonaire [163]. L'infection par un virus tel que le VRS 

représente l'un des principaux facteurs responsables d’épisode d'exacerbation de la BPCO 

[215]. En raison des conséquences de l'infection sur la progression de la maladie [213], il est 

essentiel d'établir le mécanisme par lequel l'exacerbation induite par le VRS entraîne un 

déclin de la fonction pulmonaire [253]. Le VRS n'étant pas un pathogène naturel pour la 

souris, nous avons utilisé le PVM, qui infecte la souris et induit une pathologie très proche de 

celle induite par le VRS chez l'homme [226] pour étudier le mécanisme impliqué dans l'EA-

BPCO. Dans notre modèle imitant la BPCO, l’infection par le PVM a entraîné une plus grande 

prolifération virale associée à une inflammation accrue et des dommages épithéliaux au 

niveau pulmonaire. Les médiateurs de la réponse antivirale étaient principalement induits à 

9 jours post-infection lorsque la charge virale était maximale dans les poumons, et la 

Figure 18 : L’infection par le PVM module la perméabilité pulmonaire et l’expression d’E-cadhérine 
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réponse inflammatoire a été observée plus tard à 12 jours. Cette étude est la première qui a 

examiné l'impact de l'infection à PVM chez des souris chroniquement exposées au CS et 

démontre un rôle pathogène des cytokines IL-20. 

La réponse antivirale et notamment la réponse interféron est nécessaire pour limiter 

la réplication virale [344]. La BPCO est associée à une diminution de la voie antivirale 

conduisant à une augmentation de la susceptibilité à l'infection virale [74,78,345,346]. À 

l'état stable de la pathologie, les patients présentent une diminution d’expression de 

certains ISG et de l'IFN-β, en particulier dans les stades les plus sévères de la maladie 

[346,347]. De plus, il a été démontré que l'extrait de fumée de cigarette atténue la réponse à 

anti-IAV des PBMC humains, en limitant la production d'IFN-β, d'IFN-γ et en diminuant 

l’expression du détecteur d’ARN viraux : RIG-I [74]. Dans notre modèle murin d’exacerbation 

de la BPCO par le PVM, et contrairement à l’IAV, nous avons observé une augmentation 

significative de la réponse antivirale. Cette augmentation de la voie antivirale incluant RIG-I, 

Rsad-2 et IFN-λ2/3 était liée à une détection accrue de PVM dans les poumons des souris 

exposées au CS. Ces observations étaient cohérentes avec d'autres études qui ont démontré 

une expression accrue d'éléments antiviraux tels que MDA-5, IFN-β, IFN-λ1 par les cellules 

épithéliales bronchiques de patients atteints de BPCO et stimulées par le rhinovirus ou le 

VRS [247,257]. De la même manière que notre modèle, cette augmentation de la réponse 

antivirale était associée à une augmentation de la charge virale chez les souris exposées au 

CS [239]. Comme pour le VRS, l'infection par le PVM est associée à une augmentation de 

l'inflammation pulmonaire, des dommages périvasculaires et bronchiques chez les souris 

exposées au CS [239]. L'infiltration de cellules immunitaires au cours de l’infection par PVM 

consiste principalement à un afflux de macrophages, de neutrophiles, de NK, de lymphocytes 

et de cDC2 [225,348,349] et est associée à une production plus importante d'IFN-γ chez les 

souris exposées au CS, comme observé dans un modèle murin d’exacerbation par le VRS 

[239]. 

Les cytokines IL-20 sont associées à de nombreuses maladies inflammatoires telles 

que le psoriasis, la polyarthrite rhumatoïde, la BPCO ou les maladies infectieuses [5]. Dans 

notre étude, l'exposition chronique a la fumée de cigarette et l’infection par le PVM sont 

capables d'induire l'expression d'IL-19, IL-20 et IL-24 dans les cellules de structure et les 

cellules inflammatoires du poumon. De même, l'IL-24 est également induite par des virus 
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tels que l'IAV ou le VIH [338,339]. Dans notre étude, nous avons observé que l'exposition au 

CS et l'infection virale avaient un effet additif sur l'expression de ces cytokines, un processus 

que nous avons précédemment rapporté pour l'infection bactérienne à S. Pneumoniae [6]. 

La plupart des recherches réalisées à ce jour se sont concentrées sur l'IL-22 mais les 

cytokines IL-20 peuvent induire le recrutement cellulaire par la production de chimiokines et 

la modulation de molécules antivirales et de cytokines [5]. La supplémentation en IL-24 est 

responsable d'une augmentation de l'expression des éléments antiviraux dont mxa, oas, ifn-

β dans les cellules épithéliales pulmonaires A549, tandis que son inhibition diminue la 

réponse interféron et la charge virale [338]. Nous rapportons ici que la déplétion de l’IL-

20Rb, au cours de l’infection virale, a réduit la production de rsad-2 et d'IFN-λ2/3 chez les 

souris exposées au CS sans modifier la charge virale. En revanche, chez les souris Air, la 

charge virale et l'expression de rsad-2 ont été augmentées. La différence pourrait être liée à 

la conjonction de différents facteurs ayant des effets opposés chez les souris exposées au CS. 

En effet, l'exposition au CS modifie la réponse antivirale et active la voie IL-20 conduisant à la 

régulation positive des cytokines IL-20 et des sous-unités des récepteurs des cytokines IL-20, 

à savoir IL-20Ra et IL-20Rb chez les souris infectées. Ces données suggèrent que le rôle des 

cytokines IL-20 sur la réponse anti-virale dépend du type de virus et probablement du degré 

d'activation de la voie IL-20. Cette convergence pourrait également expliquer que la 

déplétion en IL-20Rb a réduit l'inflammation pulmonaire et les lésions épithéliales chez les 

souris exposées au CS alors qu'elle n'a diminué que les lésions épithéliales chez les souris Air. 

Chez les souris exposées au CS, l'effet sur l'inflammation était lié à une diminution du 

nombre de cellules inflammatoires dans le BAL sans modification de leur répartition. Cela 

suggère que les cytokines IL-20 affectent un facteur majeur impliqué dans le recrutement 

des leucocytes plutôt qu'un composant spécifique responsable de la mobilisation du sous-

type de leucocytes. 

Les souris IL-20Rb KO exposée au CS présentent de meilleurs signes cliniques en 

réponse au PVM. Nous avons précédemment démontré que le blocage de la voie IL-20Rb 

favorise la clairance bactérienne [6]. Fait intéressant, cet effet est associé à un score 

histopathologique plus faible incluant une diminution de l'inflammation et du remodelage 

des voies respiratoires. Dans ce modèle, l'impact sur l'infection à PVM est probablement lié à 

la diminution de l'altération de l'épithélium respiratoire associée à une meilleure 
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préservation de l'expression de la jonction intercellulaire et de la perméabilité pulmonaire. 

Étant donné que ce paramètre est identifié comme un marqueur de gravité, ces données 

suggèrent que le blocage de la voie IL-20 peut améliorer l'issue de cette maladie. À ce stade, 

nous pouvons formuler deux hypothèses pour expliquer ce rôle des cytokines IL-20 : 1) ces 

cytokines participent aux lésions induites par le virus dans les cellules épithéliales 

pulmonaires. Nous avons réalisé quelques expériences in vitro qui n'ont pas permis de 

montrer un effet direct de la supplémentation en cytokines IL-20 sur la réponse in vitro des 

AEC en termes de cytotoxicité et de réponse antivirale ; 2) nos données suggèrent 

également que l'expression des cytokines IL-20 pourrait être associée à une perte de la 

fonction de barrière épithéliale. En effet, Hsu et al, ont démontré que le traitement par l'IL-

20 recombinante diminuait l'expression de la E-cadhérine dans les cellules épithéliales de la 

prostate [289]. Cependant, des expériences supplémentaires sont nécessaires afin d'analyser 

la perméabilité épithéliale dans un modèle interface air-liquide après infection virale et 

traitement par des cytokines recombinantes ou anticorps bloquant les IL-20. De plus, il a été 

montré qu'un certain polymorphisme des gènes IL-19 et IL-20 pouvait aggraver l'évolution 

de l'hépatite B chronique [10] et du choc septique [350]. Par conséquent, le ciblage de ces 

cytokines et/ou de leurs récepteurs pourrait représenter une bonne approche pour traiter la 

BPCO et certaines maladies infectieuses. Nous devons donc mieux comprendre les 

mécanismes sous-jacents aux effets bénéfiques du traitement utilisant l'anticorps anti-IL-

20Rb sur les lésions tissulaires, et vérifier si l'anticorps anti-IL-20Rb pourrait limiter les 

infections virales pulmonaires par le VRS mais également avec le virus de la grippe A qui est 

un autre virus fréquemment retrouvé chez les patients en exacerbation. 

En conclusion, nous avons rapporté pour la première fois que l'infection à PVM 

exacerbait l'inflammation induite par le CS et que l'infection par PVM a modulé la voie des 

IL-20. Notre modèle, imitant l'exacerbation virale de la BPCO, a permis d'identifier la voie 

des cytokines IL-20 comme cible thérapeutique potentielle.
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Chapitre 2 : Anticorps spécifiques de l’IL-20Rb et utilisation pour le 

traitement de l’exacerbation aiguë de la Bronchopneumopathie 

chronique obstructive 

Antibodies specific for il20-rb and uses thereof for the treatment of acute exacerbation of 
chronic obstructive pulmonary disease (Annexe 2) 

 

Brevet : EP19306068.8 

 

Domaine de l’invention : La présente invention concerne le domaine de la médecine et 

plus particulièrement l’immunologie 

 

Contexte de l’invention :  

La bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une cause majeure de 

morbidité et mortalité dans le monde. D’après les données de l’OMS, elle est passée en 3ème 

position des causes de mortalité dans le monde en 2020. La BPCO est une maladie 

pulmonaire chronique caractérisée par une limitation progressive et irréversible du débit 

d'air. Le tabagisme est le principal facteur de risque pour le développement la pathologie. 

L’exposition chronique à la fumée de cigarette (CS) déclenche des processus inflammatoires 

qui finissent par altérer la barrière pulmonaire et réduisent les mécanismes de défense 

immunitaire, entraînant une susceptibilité accrue aux infections respiratoires. De telles 

infections altèrent davantage l'état clinique des patients, provoquant indirectement une 

morbidité et une mortalité importantes. L’exacerbation aiguë de la BPCO (EA-BPCO) est 

associée à un déclin inexorable de la fonction pulmonaire, un œdème accru ainsi qu’une 

inflammation pulmonaire et systémique. Les infections bactériennes par Streptococcus 

pneumoniae et Haemophilus influenzae sont la principale cause d'EA-BPCO [178,179]. L'issue 

de l'infection est étroitement liée à l'efficacité de la réponse antibactérienne de l'hôte. Parmi 

les facteurs orchestrant la réponse antibactérienne, les cytokines Th17, dont l'interleukine 

(IL)-17 et l'IL-22, jouent un rôle majeur dans la clairance de S. pneumoniae en modulant la 

sécrétion de peptides antimicrobiens et le recrutement de cellules effectrices [4,124,211]. 

Ces cytokines maintiennent également l'homéostasie pulmonaire en limitant les lésions 
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tissulaires, ce processus étant essentiel pour éviter l’invasion bactérienne secondaire 

[259,260,263]. L’IL-22 avec l’IL-19, l’IL-20, l’IL-24 et l’IL-26 appartiennent à la sous-famille de 

cytokines IL-20. L'IL-19, l'IL-20 et l'IL-24 se lient toutes au récepteur IL-20 de type I (IL-20R), 

un récepteur hétérodimérique composé des chaînes IL-20Ra et IL-20Rb [5]. De plus, IL-20 et 

IL-24 se lient également au récepteur de type II, qui est composé des sous-unités IL-22-Ra et 

IL-20Rb. La sous-unité IL-20Rb étant commune aux deux types de récepteurs, le blocage par 

anticorps bloquant cette sous-unité peut efficacement neutraliser cette voie. Les récepteurs 

des cytokines IL-20 sont particulièrement exprimés sur les cellules épithéliales et les 

phagocytes mononucléés, mais aussi sur les neutrophiles activés et certains lymphocytes 

[5,7].  

Le rôle des cytokines IL-20 est controversé et a montré des effets « anti-

inflammatoires » notamment dans le maintien de l'homéostasie du tissu cutané et dans la 

cicatrisation. Cependant, Myles et al. ont démontré qu’elles favorisent l'infection cutanée à 

Staphylococcus aureus chez la souris diminuant la production d'IL-17 et d'IL-22 [7]. Des 

données antérieures ont démontré que les cytokines IL-20 sont induites lors de l’infection 

pulmonaire par le S. pneumoniae [6]. Les données du laboratoire démontrent que 

l'exposition au CS entraine également une augmentation de l’expression des ARNm d’'IL-19 

et de d'IL-20 dans les poumons des souris et que l’infection bactérienne par S. pneumoniae 

potentialise l'expression de ces cytokines dans ce contexte. De plus, dans un modèle 

expérimental murin de BPCO développé par une exposition chronique à la fumée de 

cigarette (CS) [342], il a été montré qu'une susceptibilité accrue aux agents pathogènes 

respiratoires était liée à un défaut d’expression d’IL-22 [4,124,260]. À l’inverse, ces animaux, 

exposés au CS, présentaient une expression accrue d'IL-19, IL-20 et IL-24 en réponse à S. 

pneumoniae ou NTHi comparativement aux souris exposées à l’air ambiant. Le traitement 

par anticorps bloquant la sous-unité IL-20Rb (anticorps anti-IL-20Rb) a facilité la clairance 

bactérienne chez les souris témoins infectées par S. pneumoniae [6] et a diminué l’incidence 

de l’infection bactérienne chez les souris, en diminuant la charge bactérienne et l’infiltrât 

inflammatoire (WO2016083304). Il y a donc un intérêt à générer des anticorps monoclonaux 

spécifiques de l'IL-20Rb ayant une activité neutralisante pour leur utilisation dans le 

traitement de l'AE-BPCO. 
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Résultats :  

Le clone B7, anticorps anti-IL-20Rb humanisé, reconnaît de manière spécifique la 

cible d’intérêt :  

Afin de développer un outil thérapeutique pour l'AE-BPCO, des clones de l’anticorps 

neutralisant humanisé anti-IL-20Rb ont été sélectionnés en utilisant une approche de 

présentation sur phage. Les clones ont été sélectionnés en fonction de leur affinité 

spécifique avec la sous-unité IL-20Rb et comparés avec l’anti-IL-20Rb commerciale (20RNTC). 

Pour cela, des analyses ELISA ont été effectuées en utilisant de l’IL-20Rb humain 

recombinant. Parmi les clones testés, 5 ont été testés sur la base de leur capacité 

d’inhibition in vitro de la fonction biologique sur les cellules épithéliales des voies 

respiratoires et les cellules dendritiques (qui exprimaient l'IL-20R) et ne reconnaissaient pas 

les sous-unités IL-20Ra et IL-22Ra1. De manière intéressante, le clone B7 était le seul qui 

possédait une activité neutralisante du récepteur et réactivité croisée avec les formes 

humaine et murine de l’IL-20Rb. Ainsi, l’analyse d’affinité montre que le clone B7 natif 

possède une affinité spécifique similaire à l’anti-IL-20Rb commerciale (2ORNTC) (Figure 19). 

La mutation de B7 (mutation N297A), affectant la glycosylation, augmente grandement la 

reconnaissance du clone vis-à-vis de la sous-unité d’intérêt.  

La liaison de l’anticorps est comparée par rapport à l'anticorps monoclonal de rat anti-IL-20Rb (clone 20RNTC). La protéine 
recombinante IL-20Rb (1µg/mL) est fixée à la plaque (maxisorb Nunc) et incubée une nuit à 4°C. Après saturation en PBS 
10% sérum de veau fœtal (SVF) pendant 1h, les anticorps ont été ajoutés à une concentration de 1 µg/ml pendant 2h. Après 
les lavages, la liaison de l'anticorps a été détectée par addition d'un IgG anti-souris biotinylé puis avec de la streptavidine-
HRP (Thermoscientific). La réaction est révélée par l'ajout du substrat TMB et la densité optique a été lue à 495 nm. Les 
résultats ont été exprimés en moyenne ± SEM de la densité optique. 13R4 : Isotype contrôle, 20RNTC : Anti-IL-20Rb 
commerciale, B7 natif : Anti-IL-20Rb  

Figure 19 : Liaison de l'anticorps anti-IL-20Rb recombinant (B7 natifs et B7 mutés) produit sous forme d'IgG2a murin à l'IL-
20Rb humain recombinant 
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L’affinité spécifique du clone B7 a également été confirmée grâce à des expériences 

de compétition. Pour cela, des cellules dendritiques exprimant l’IL-20Rb, ont été pré-

incubées avec le B7 natif ou le 20RNTC a différentes concentrations puis les cellules ont été 

mises en contact avec l’anticorps B7 ou le 20RNTC marqué par un fluorochrome afin de 

déterminer le niveau de fixation sur les cellules. Comme attendu, la pré-incubation des 

cellules avec l’isotype contrôle n’empêche pas la fixation du B7 ou du 20RNTC (Figure 20A et 

20B). En revanche, la pré-incubation des cellules avec le 20RNTC, réduit, de manière dose 

dépendante, la fixation du B7 marqué (Figure 20A). De la même manière, la pré-incubation 

cellulaire avec le B7 réduit fortement la fixation du 20RNTC marqué (Figure 20B) et B7 

marqué lui-même et ceux même à des doses plus faibles qu’avec l’anticorps commercial. 

L’expérience de compétition en ELISA a démontré que l’utilisation du 20RNTC comme 

compétiteur, ne réduit pas la fixation du B7 ou du B7 muté. A l’inverse, lorsque le B7 ou le 

B7 muté sont utilisés comme agent compétitif, ils réduisent fortement la fixation de l’anti-IL-

20Rb commercial (20RNTC) (Figure 21). 

Ensemble, ces données montrent que les clones B7 natif et B7 muté reconnaissent de 

manière spécifique la cible d’intérêt (la sous-unité IL-20Rb) et sont des candidats potentiels 

dans l’inhibition des fonctions de cytokines IL-20. 

Les deux anticorps sont marqués avec un fluorochrome (APC, B7* et 20RNTC*) ainsi que l'isotype contrôle (Clone 13R4*). La 
liaison du B7* (A) et du 20RNTC* (B) (5 µg/ml) a été évaluée sur des cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse 
(BMDC) en présence d'anticorps non marqués (soit B7, 20RNTC et le contrôle 13R4) à différentes concentrations (5, 10 et 20 
µg/ml). Les résultats sont représentés en pourcentage de cellules positives sur la base du contrôle isotypique (13R4) et sont 
exprimés en moyenne ± SEM (2 expériences indépendantes). 

Figure 20 : Compétition entre les deux anticorps anti-IL-20Rb : Notre anticorps humain anti-IL-20Rb (B7 natif) et l'anticorps 
monoclonal de rat anti-IL-20Rb (clone 20RNTC) 
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Les plaques ELISA ont été recouvertes d’IL-20Rb recombinant (1 ug/ml). La liaison de chaque anticorps a été évaluée en 
présence ou non d’un compétiteur à différentes concentrations (50, 500 et 5000 ng/ml). La liaison des anticorps B7, B7 muté 
et 20RNTC a été détectée avec un anti-souris biotinylé ou un anticorps IgG anti-rat, respectivement. Cette liaison a été 
révélée par l'ajout de HRP conjugué streptavidine suivie de l'ajout du substrat TMB. Les résultats ont été exprimés en densité 

optique (DO).  

 

Le clone B7 réduit la production de cytokines pro-inflammatoires induite par les 

cytokines IL-20 :  

Pour évaluer l’effet biologique des clones sélectionnés, des cellules épithéliales 

humaines ont été traitées avec les différents anticorps à tester. Les cellules ont ensuite été 

stimulées par les cytokines IL-19 ou IL-20 et la production de CXCL1 a été dosée dans les 

surnageants de culture. Dans ce contexte, le traitement par le 20RNTC a réduit d’environ 

50 % la production de CXCL1 par les cellules épithéliales comparativement aux cellules 

traitées par l’isotype contrôle. Le clone B7 atteint des niveaux d’inhibition plus importants 

pouvant atteindre 125 % (Figure 22). Sur des cellules épithéliales primaires murines, le 

traitement par le 20RNTC et le B7 réduisent la production de la cytokine IL-6 en réponse à 

l’IL-19 alors que le clone D6.2 (autre clone humain sélectionné pour reconnaître l’hIL20-Rb) 

n’empêche pas la production de cette cytokine (Figure 23). En revanche, le traitement par 

ces différents clones n’a que très peu d’effet sur la production de CXCL1 en réponse à l’IL-20 

par les cellules épithéliales murines. 

  

Figure 21 : Compétition entre les anticorps anti-IL-20Rb : Notre anticorps humain anti-IL-20Rb (B7), l’anticorps muté (B7 
muté) et l'anticorps monoclonal de rat anti-IL-20Rb (clone 20RNTC) 
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Les cellules BEAS-2B ont été cultivées jusqu'à confluence complète milieu de culture de cellules épithéliales des voies 
aériennes (Promo-Cell) en plaque 24 puits (Thermo-Scientific). Après 1 nuit en milieu de carence, les cellules confluentes 
BEAS-2B ont été pré-incubées avec les différents anticorps (5 µg/ml) puis stimulées par l'IL-19 ou IL-20 (BioTechne, 20 
ng/ml). La production de CXCL1 a été évaluée par ELISA dans les surnageants de culture collectés 24 h après la stimulation 
cytokinique (BioTechne, UK). Les résultats ont été exprimés en un pourcentage d'inhibition où 0 % correspond aux cellules 
pré-incubées avec l’isotype contrôle (13R4) et 100 % d'inhibition correspond au niveau de CXCL1 dans les cellules non 
stimulées. Les résultats ont été exprimés en moyenne ± SEM (n=3) 

 

 

 

Après digestion enzymatique de la trachée à la pronase (1,6 mg/ml) pendant 1 heure, les cellules épithéliales trachéales ont 
été cultivées en plaque 24 puits (thermo-scientifique) jusqu'à confluence en milieu DMEM-F12 (Promo-Cell) supplémenté 
avec 2 % d'Ultroser G (Pall Lab.) et des antibiotiques. Après une nuit de carence (milieu sans Ultroser G), les cellules 
épithéliales trachéales confluentes ont été pré-incubées avec les différents anticorps (un isotype contrôle (IgG) et les 
anticorps anti-IL-20Rb : nos clones B7 et D6.2 et le 20RNTC (5 µg/ml)) avant stimulation par l’IL-19 ou l’IL-20 (BioTechne, 20 
ng/ml). La production d'IL-6 et de CXCL1 a été évaluée par ELISA dans les surnageants cellulaires collectés après 24 h 
d’incubation (BioTechne, Royaume-Uni). Les résultats ont été exprimés en moyenne ± SEM (n=3). 

  

Figure 22 : Capacité des anticorps anti-IL-20Rb dont le 20RNTC, l'A7 et les clones B7 dans l’inhibition de la réponse aux 
cytokines IL-20 sur l'épithélium des voies respiratoires humaines (la lignée cellulaire BEAS-2B) 

Figure 23 : Capacité des anticorps anti-IL-20Rb dont le 20RNTC, l'A7 et les clones B7 pour inhiber la réponse aux cytokines IL-
20 sur des cellules épithéliales primaires issues de trachée de souris 
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Le traitement par l’anticorps anti-IL-20Rb réduit les infections bactériennes et 

l’inflammation chez des souris chroniquement exposées à la fumée de cigarette :  

L’effet du traitement anti-IL-20Rb sur la réponse antibactérienne a également été 

évalué in vivo dans un modèle murin d’exposition chronique à la fumée de cigarette dont les 

souris ont été infectées avec du S. pneumoniae. Les traitements par le 20RNTC et par le 

clone B7 réduisent tous deux la charge bactérienne pulmonaire et systémique (Figure 24). 

Cette diminution de l’expansion bactérienne est associée à une réduction de l’inflammation 

pulmonaire liée à une diminution du recrutement cellulaire dans les lavages broncho-

alvéolaires et dans les poumons (Figure 25A) chez les souris traitées avec les anticorps anti-

IL-20Rb. Plus précisément, une diminution du recrutement des neutrophiles (Figure 25B), 

cellules particulièrement impliquées dans la pathogenèse de la BPCO, a été observée chez 

les souris traitées avec le 20RNTC ou le clone B7.  

 Dans l’ensemble, ces résultats montrent que le clone B7 possède des fonctions 

biologiques similaires à celles observées avec l’anti-IL-20RB commerciale (20RNTC). 

Les souris ont été exposées à la fumée de cigarette pendant 12 semaines (5 cigarettes/jour, 5 jours/semaine). A la fin du 
protocole d’exposition, les souris ont été traitées par administration intrapéritonéale de 100 µg/souris d’anticorps (isotype 
contrôle, 20RNTC, ou B7) un jour avant et un jour après l'infection par Streptococcus pneumoniae (sérotype 1, injection 
intranasale de 4 x 105 CFU). La charge bactérienne a été évaluée au pic de l’infection (jour 3) dans les lavages broncho-
alvéolaires (LBA), le tissu pulmonaire et le sang. Les résultats ont été exprimés en moyenne ± SEM des CFU par ml (n = 8 à 10 
souris par groupe). 

Figure 24 : Effet du traitement par les différents anticorps anti-IL-20Rb en comparaison avec un contrôle isotypique (IgG) sur 
l’infection par Streptococcus pneumoniae chez des souris exposées de façon chronique à la fumée de cigarette. 
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Les souris ont été exposées à la fumée de cigarette pendant 12 semaines (5 cigarettes/jour, 5 jours/semaine). À la fin du 
protocole d’exposition, les souris ont été traitées par administration intrapéritonéale de 100 µg/souris d’anticorps (isotype 
contrôle, 20RNTC, ou B7) un jour avant et un jour après l'infection par Streptococcus pneumoniae (sérotype 1, injection 
intranasale de 4 x 105 CFU). Le nombre total de cellules (A) et le nombre de neutrophiles (B) (identifiés comme CD45+, 
CD11bhigh et Ly6Ghigh) ont été évalués au pic d'infection (jour 3) dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) et le tissu 
pulmonaire (obtenu après digestion enzymatique à la collagénase). Les résultats ont été exprimés en moyenne ± SEM (n = 8 
à 10 souris par groupe). 

 

Conclusion :  

Les tests réalisés sur la sélection des différents clones d’anti-IL-20Rb ont démontré 

que le clone B7 et B7 muté avait une affinité spécifique avec l’IL-20Rb comparable voire 

supérieure à celle observée avec l’anticorps commercial 20RNTC. La liaison du clone B7 sur 

l’IL-20Rb conduit à une forte inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires par 

les cellules épithéliales humaines et murines en réponse à la stimulation par l’IL-19 ou par 

l’IL-20. De manière similaire au 20RNTC, le blocage de la sous-unité IL-20Rb du récepteur par 

le B7 réduit fortement l’expansion bactérienne pulmonaire et systémique. Cette diminution 

de l’infection bactérienne est associée à une réduction du nombre total de cellules et du 

recrutement de neutrophiles dans les lavages broncho-alvéolaires et les poumons. Ces 

données démontrent le potentiel thérapeutique du traitement par l’anticorps B7, produit 

dans le cadre de ce brevet, sur les infections bactériennes associées à la BPCO. 

Figure 25 : Effet du traitement par les anticorps anti-IL-20Rb (20RNTC, B7 natif en comparaison avec un contrôle isotypique 
(IgG) sur le recrutement de cellules inflammatoires lors d’une infection par Streptococcus pneumoniae chez la souris exposée 
de façon chronique 
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Chapitre 3 : Rôle des cytokines IL-20 dans les surinfections post-

grippales au cours de la BPCO 

 

Introduction : 

Il est maintenant bien établi que les infections virales facilitent la colonisation et les 

infections bactériennes secondaires. Cela a été particulièrement documenté pour la grippe 

où une grande partie des décès liés à ce virus sont dus à des surinfections bactériennes 

notamment chez les patients BPCO [78,351]. De manière intéressante, l'infection 

expérimentale par un rhinovirus de patients BPCO modérés entraîne une inflammation 

beaucoup plus importante que chez les sujets sains [256–258]. Cette réaction conduit à une 

modification importante du microbiote pulmonaire entrainant l’expansion de la charge 

bactérienne globale et l'émergence d'une colonisation par H. influenza chez les patient BPCO 

[258]. Bien que les mécanismes conduisant à ce développement bactérien ne soient pas 

élucidés, ces données montrent que les infections virales altèrent les défenses 

antibactériennes plus spécifiquement chez les patients BPCO.  

Des travaux récents montrent que l'infection virale entraîne un déficit immunitaire 

permettant le développement bactérien au travers d'un défaut de réponse IL-17 et IL-22 

[4,124,259,260]. L’IL-22 avec l’IL-19, l’IL-20, l’IL-24 et l’IL-26 appartiennent à la sous-famille 

des cytokines IL-20. Les récepteurs des IL-20 sont fortement exprimés sur les cellules 

épithéliales des voies aériennes (AEC) [6]. Le blocage de la sous-unité IL-20Rb commune aux 

récepteurs de l’IL-19, IL-20 et IL-24, peut neutraliser efficacement la réponse aux cytokines 

IL-20 (IL-19, IL-20 et IL-24) [6] et limiter les infections bactériennes cutanées et pulmonaires 

[6,7]. Ainsi, nous souhaitons évaluer l’impact d’un traitement par anticorps bloquant les 

récepteurs aux IL-20 sur la survenue des surinfections post-grippales dans un contexte de 

BPCO.  
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Matériels et méthodes : 

Animaux et modèle d’induction de la BPCO : 

Toutes les expérimentations ont été réalisées en appliquant les réglementations 

européennes sur l’expérimentation animale en vigueur. Les animaux sont hébergés dans une 

installation agréée dont la température (20-24 °C), l’hygrométrie (45 %-65 %) et le cycle 

jour/nuit (12 h) sont contrôlés. Les souris ont accès à de la nourriture et de l'eau fournies à 

volonté. Tous les travaux utilisant les animaux sont conformes aux directives du comité de 

protection et d’utilisation des animaux du Nord-Pas-de-Calais (agrément n° AF 16/20,090). 

Le modèle murin de BPCO a été établi selon le modèle décrit par Pichavant et al 

[342]. En résumé, des souris C57BL/6 mâles ou femelles âgées de 6-8 semaines de type 

sauvage (WT) (Janvier Animalerie SOPF, Le Genest-St.-Isle, France) ont été utilisées. 

Ces souris ont été exposées à la fumée de 5 cigarettes (1R6F, Université de Kentucky) 

par jour, 5 jours par semaine pendant 12 semaines (Système d’exposition InExpose, Emka, 

Scireq, Montreal, QC, Canada). Au bout de ces 12 semaines les souris présentent des 

altérations de la fonction pulmonaire associées à une inflammation.  

 

Modèle animal de surinfection post-grippale dans un contexte de BPCO :  

Au terme de l’exposition, les souris sont, dans un premier temps, exposées, par voie 

intranasale (i.n 50 µL) et après anesthésie, (i.p 150 µL de solution contenant de la xylazine (2 

mg/ml, Bayer Santé) et de la kétamine (10 mg/ml, Mérial) en PBS) à une dose sublétale de 

virus H1N1 (250 PFU) en PBS. Les souris contrôles ont reçu 50 µL de PBS. 7 jours après 

l’infection virale, les souris sont à nouveau anesthésiées afin de les infecter par voie intra-

nasale avec 1000 CFU de la bactérie Streptococcus pneumoniae (Collaboration François 

Trottein). 

 

Traitement par anticorps bloquant l’IL-20Rb :  

Le traitement par anticorps anti-IL20Rb (Clone B7) (brevet # EP19306068.8) est 

administré par voie intra-péritonéale (i.p) à hauteur de 100µg/souris toutes les 48 heures. 
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Les souris contrôles sont administrées avec l’isotype contrôle 13R4 (100 µg/souris). Les 

traitements ont été réalisés 4, 6 et 8 jours après l’infection virale. 

 

Culture des cellules épithéliales bronchiques humaines BEAS-2B 

Les cellules épithéliales bronchiques humaines (Beas 2B, ATCC® CRL-9606™) sont 

cultivées sur une matrice de collagène G en milieu Airway Epithelial Cell basal medium enrichi 

(BEC+) (PromoCell) contenant 1% d’antibiotique pénicilline et streptomycine. Lorsque les 

cellules sont confluentes, les cellules sont mises en milieu appauvri (BEC-) avant toute 

expérience.  

 

Exposition au CSE des cellules BEAS 2B 

L’extrait de fumée de cigarette (CSE) est préparé en faisant buller, à l’aide d’une 

seringue 50 mL, l’équivalent de la fumée de deux cigarettes dans 10 mL de milieu de culture. 

Celui-ci est ensuite filtré (Filtre 20 µm) avant la mise en contact avec les cultures cellulaires. 

Les cellules sont mises en contact avec du CSE dilué au 100ème . 

 

Modèle in vitro de surinfection bactérienne 

Les cultures cellulaires sont, dans un premier temps, mises en contact avec le virus 

H3N2 (MOI 0,5) pendant 1 h. Les surnageants de culture sont ensuite retirés et remplacés 

par du milieu BEC- sans virus. Les cellules sont ensuite incubées 24 h à 37°C et 5% C02 avant 

d’être infectées avec la bactérie NTHI (MOI 10). La croissance bactérienne est stoppée après 

1 h d’incubation à 37°C et 5% C02, par l’ajout d’antibiotiques pénicilline et streptomycine 1%. 

Les cellules sont récupérées en NucléoZOL (Macherey Nagel) afin d’en extraire les ARN et 

réaliser les analyses d’expression de gènes.  
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Préparation du stock de bactérie :  

La bactérie Streptococcus pneumoniae (S.p) est cultivée en milieu TH-YE (Todd-Hewitt 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) + 2 % SVF. Les bactéries sont mises en culture à 37 °C jusqu’à 

leur phase exponentielle de croissance. La croissance bactérienne est suivie grâce à la 

lecture de la densité optique (DO) à une longueur d’onde de 620 nm. La prolifération est 

stoppée lorsque la DO a atteint 0,5 pour la bactérie S.p et 0,7 pour la bactérie NTHI. Les 

bactéries sont ensuite conservées dans leur milieu de culture respectif contenant 10 % de 

glycérol et congelé à -80 °C.  

 

Collecte et traitement des échantillons :  

Les souris ont été euthanasiées 1 ou 3 jours après l'infection bactérienne. Les fluides 

de lavage bronchoalvéolaires (LBA), les poumons, la rate et les échantillons de sang ont été 

collectés et conservés sur de la glace jusqu'au traitement ou congelés immédiatement dans 

de l'azote liquide. Les LBA ont été réalisés en instillant cinq fois 0,5 ml (volume final 2,5 ml) 

de PBS stérile. Après centrifugation à 400 g pendant 6 min à 4 °C, le surnageant (liquide BAL 

sans cellules) a été conservé à -20 °C pour l'analyse des cytokines (ELISA) et le culot cellulaire 

a été utilisé pour l'analyse en cytométrie en flux. 

Le lobe gauche du poumon a été écrasé avec une lame stérile puis digéré avec de la 

collagénase (Collagénase Type VI 17104-019 Gibco par Life technologies) à 37 °C. Après 15 

min de digestion, les poumons ont été homogénéisés avec une aiguille 18G et encore 

digérés pendant 15 min. Après centrifugation à 400 g 6 min à 4 °C, les culots ont été remis en 

suspension dans une solution de Percoll à 30 % (Percoll TM GE Healthcare 17-0891-01) et 

centrifugés à 500 g pendant 15 min. Les cellules spléniques totales ont également été isolées 

de la rate broyée et centrifugées à 400 g pendant 6 min à 4 °C. Les culots de poumon et de 

rate ont été remis en suspension dans un tampon de lyse des globules rouges (RBC) pendant 

5 min à température ambiante, pour éliminer les érythrocytes. La réaction de lyse des 

globules rouges a été arrêtée avec du PBS à 2 % SVF (sérum de veau fœtal, Gibco). Après 

centrifugation à 400 g pendant 6 minutes à 4 °C, les cellules pulmonaires et spléniques ont 

été remises en suspension dans du PBS 2 % SVF, puis dénombrées et utilisées pour la 

cytométrie en flux. 



RÉSULTATS : Chapitre 3 

113 

Evaluation de la charge bactérienne :  

La charge bactérienne dans les LBA, les poumons et le sang a été déterminée par 

l’étalement des échantillons sur gélose chocolat (Biomérieux). Les CFU ont été énumérées 

après 24h d’incubation à 37 °C, 5 % CO2. 

 

Cytométrie en flux : 

Différents types cellulaires présents dans les LBA, les poumons et la rate ont été 

analysés par cytométrie en flux (LSR Fortessa, BD Biosciences) après incubation de 30 

minutes en PBS 2 % SVF avec les anticorps suivants : CD5 (ref130-102-574, conjugué au 

FITC), Tetramer CD1d (installation NIH, conjugué au PE), NK1.1 (ref 130-103-963, conjugué 

au PerCp-Cy5.5), CD4 (ref 130-102-411, conjugué au PE-Cy7), CD25 (ref 130-102-550, 

conjugué à l’APC), CD69 (ref 561,238, conjugué à l’Alexa700), TCRγδ (ref 130-104-016, 

conjugué à l’APC-Vio770), TCR-β (ref 130-104-815, conjugué au V450), CD8 (ref 130-109-252, 

conjugué au V500), CD45 (ref BLE103140, conjugué au BV605) (BD Bio-sciences , Biolegend 

et Myltenyi Biotech), I-Ab (réf 130-102-168, conjugué au FITC), F4/80 (réf 130-102-422, 

conjugué au PE), CD103 (réf 563 637, conjugué au PerCP-Cy5.5 ), CD11c (ref 558 079, 

conjugué au PE Cy7), CD86 (ref 560,581, conjugué à l’Alexa-700), Ly6G (ref 560 600, 

conjugué à l’APC-H7), CD11b (ref 560 455, conjugué au V45O), CD45 (ref 130-402 -512, 

conjugué au V500), Ly6C (ref BLE128036, conjugué au BV605) (BD Biosciences, Biolegend et 

Myltenyi Biotech) et CCR2 (ref FAB 5538A, R&D systems, conjugué à l’APC). Les données ont 

été analysées avec le logiciel FlowJo™ v7.6.5 (Stanford, CA, USA). Les nombres absolus de 

cellules ont été calculés en fonction du nombre total de cellules et de la fréquence des 

cellules immunitaires CD45+. La stratégie de gating a déjà été décrite [4,211].  

 

Histologie pulmonaire : 

Pour l'analyse histopathologique, le lobe postérieur du poumon a été fixé avec du 

paraformaldehyde (PFA 4%). Les poumons ont été inclus dans de la paraffine et les sections 

pulmonaires ont été colorées à l'hématoxyline-éosine. Le score histologique a été calculé sur 

le remodelage et l'inflammation tels que définis dans l’article de Kone et al. [211]. Les lésions 
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de l'épithélium bronchique ont également été déterminées par l’évaluation de la 

desquamation cellulaire, des lésions cellulaires et de la dissociation. Le pourcentage 

d'épithélium altéré a été déterminé en utilisant le logiciel Image J (NIH).  

 

Quantification protéique par ELISA : 

Les niveaux protéiques d’IFN-γ et d’IFN-λ2/3 (R&D) ont été déterminés par ELISA 

(enzyme-linked immunosorbent assay) dans le LBA, les lysats pulmonaires et le sérum de 

chaque souris en utilisant les recommandations du fabricant.  

 

Expression d’ARN et RT-qPCR (Reverse transcrption-polymerase chain reaction) : 

L'ARN total a été isolé du poumon de souris en utilisant le réactif NucleoZol (Ma-

cherey-nagel) selon les instructions du fabricant. La transcription inverse (RT) a été réalisée 

avec le kit de transcription inverse d'ADNc (Applied Biosystems) selon les recommandations 

du fabricant. 

L’ADNc a été quantifié par PCR quantitative (QuantStudio 12 K Flex, Applied 

Biosystems) avec en utilisant le réactif SYBRGreen (eBiosciences) pour tous les gènes à 

l'exception de la détection de l’IAV (TaqMan® Universal PCR Master Mix, Ap-plied 

Biosystems). Les amorces (Eurofins Genomics) utilisées dans cette étude sont décrites dans 

le tableau 4. Les résultats sont exprimés en expression relative (2-ΔΔCT) et calculés par rapport 

à la condition contrôle en utilisant hprt1 comme gène de référence. 
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Analyses statistiques :  

Les données sont exprimées en moyenne ±sem. Les analyses statistiques des 

variances ont été conçues avec le logiciel prism (GraphPad version 9). La comparaison 

multiple des données a été réalisée en utilisant une analyse ANOVA à deux voies suivies d’un 

test Tukey pour déterminer l’effet significatif du virus ou de la surinfection (en comparaison 

avec les souris PBS) ou d’un test Sidak pour déterminer l’effet de l’exposition à la fumée de 

cigarette (CS) (en comparaison avec les souris Air) ou l’effet du traitement anti-IL-20Rb (en 

comparaison avec les souris traitées avec l’isotype contrôle 13R4). Les données sont 

considérées significatives lorsque la p value (p) est inférieur à 0,05 (p<0,05). Un effet 

significatif du virus ou de la surinfection est symbolisé par * p < 0.05; **p < 0.01; 

***p <0.001; ****p<0.0001. Un effet significatif du CS ou du traitement anti-IL-20Rb sont 

symbolisés par # p <0.05; ## p <0.01; ###p <0.001 et ####p <0.0001. 

  

Tableau 4 : Séquences des amorces utilisées pour la qPCR 
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Résultats :  

L’exposition à la fumée de cigarette module la réponse inflammatoire et antivirale 

sans impacter la charge bactérienne 

Un modèle expérimental de surinfection post-grippale au cours de la BPCO a été 

établi chez des souris chroniquement exposées à la fumée de cigarette. Tout d’abord, une 

infection intranasale par la souche H1N1 a été réalisée. Au pic de l’infection virale (à 7 jours 

après l’infection), une instillation par la bactérie S. pneumoniae a été réalisée et l’effet de 

cette surinfection bactérienne a été analysé 1 et 3 jours après l’infection bactérienne (Figure 

26a). Dans ce modèle, la charge bactérienne a été évaluée dans différents compartiments 

dont les poumons, les LBA et le sang (Figure 26b). Chez les souris Air, aucune colonie de S.p 

n’est détectée dans les compartiments analysés chez les souris uniquement infectées par la 

bactérie contrairement aux souris exposées au CS où des bactéries sont détectées dans les 

LBA et les poumons. Lorsque les souris sont préalablement exposées au virus H1N1, 

l’expansion bactérienne est plus importante à la fois chez les souris Air et chez les souris CS 

au niveau pulmonaire et systémique. En revanche, aucune différence significative n’est 

observée entre les souris Air et CS en termes de charge bactérienne. 

 Nous avons analysé la réponse antivirale dans ce modèle. Comme attendu, la 

réponse antivirale est induite par l’infection par IAV seul chez les souris Air et cette réponse 

n’est pas modifiée en condition CS (Figure 26c). Lors de la surinfection, l’expression de rsad-

2 et d’IFN-λ2/3 sont augmentés alors que l’expression d’IFN-β diminue au niveau pulmonaire 

chez les souris Air. Chez les souris CS, les expressions de rsad-2 et d’IFN-λ2/3 sont réduites 

alors que celle d’IFN-β augmente. De manière surprenante, alors que la réponse antivirale 

est augmentée au cours de la surinfection bactérienne, la charge virale détectable dans les 

poumons est diminuée comparativement aux souris IAV seul. L’analyse du peptide 

antimicrobien S100A9 montre que la surinfection induit de manière plus importante son 

expression dans les poumons (Figure 26d) comparativement à Sp seul. Cependant, 

l’exposition au CS ne module pas significativement l’expression de ce peptide antimicrobien. 

L’expression pulmonaire de cxcl-1 est induite par l’infection virale et lors de la surinfection 

bactérienne. De manière intéressante, l’expression de cette chimiokine est significativement 

augmentée chez les souris CS infectées par le virus H1N1, mais pas lors de la surinfection 
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bactérienne. L’analyse de l’IFN-γ, dans les lavages broncho-alvéolaires, démontre que 

l’infection virale et la surinfection bactérienne induisent l’expression de cette cytokine pro-

inflammatoire. L’exposition à la fumée de cigarette entraîne une augmentation plus 

importante d’IFN-γ chez les souris surinfectées 1 jour après l’instillation de S.p (Figure 26d). 

(a) Protocole expérimental de l’étude : Le jour de l’infection virale définit la fin du protocole d’exposition à la fumée de 
cigarette (CS), qui a consisté à exposer les souris à l’Air ambiant (Air) ou au CS (5 cigarettes/jour, 5 jours/semaine) pendant 
12 semaines. La surinfection bactérienne est induite par instillation intranasale de S. pneumoniae 7 jours après l’infection 
H1N1 et les analyses ont été réalisées 1 et 3 jours après l’infection bactérienne. (b) La charge bactérienne (exprimée en CFU) 
a été évaluée dans les poumons, LBA et le sang 1 jour et 3 jours après l’infection bactérienne chez les souris Air (blanc) et CS 

Figure 26 : L’exposition à la fumée de cigarette module la réponse antivirale, l’inflammation sans impacter la charge 
bactérienne 
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(noir). (c) La réponse antivirale incluant la détection de l’ARN viral et l’expression de rsad-2 et iFN-β a été évaluée par RT-
qPCR dans les tissus pulmonaires. Le niveau d’IFN-λ2/3 a été évalué par ELISA dans les LBA (pg/mL). (d) L’expression du 
peptide antimicrobien s100a9 et de la cytokine immuno-modulatrice cxcl-1 a été évaluées par RT-qPCR. La production d’IFN-
γ a été analysée par ELISA (pg/mL). Les résultats de qPCR sont exprimés en expression relative en comparaison avec les 
souris Air non infectées. Le gène hprt1 a été utilisé comme gène de référence. Les données sont exprimées en moyenne 
± SEM. Les souris Air sont représentées par les barres blanches et les souris CS par des barres noires. *P<.05 et ****P<.0001 
correspondent à un effet significatif du virus ou de la surinfection bactérienne (H1N1 ou H1N1 + Sp vs. PBS). $$ P<.01, $$$ 
P<.001 et $$$$ P<.0001 correspondent à un effet significatif du de la surinfection par rapport à l’infection viral seule (H1N1 
+ Sp vs. H1N1). # p<0.05, ## p<0.01 et ###P<.001 correspondent à un effet significatif du CS (CS vs. Air).  

 

L’analyse de l’inflammation cellulaire démontre que la surinfection bactérienne induit 

un fort recrutement de cellules dans les poumons des souris Air et CS (Figure 27). La 

surinfection bactérienne favorise le recrutement de lymphocytes T CD8+ et de NK chez les 

souris Air et CS (Figure 27a). En revanche, les macrophages alvéolaires ne sont pas 

augmentés dans ce compartiment. L’infection par la souche H1N1 du virus de la grippe 

induit un fort recrutement cellulaire dans le LBA en particulier chez les souris CS où le 

recrutement est significativement plus important que chez les souris exposées à l’air. De 

manière intéressante, ce recrutement cellulaire est significativement diminué au cours de la 

surinfection bactérienne comparativement aux souris infectées par le virus seul. Lors de la 

surinfection bactérienne, aucune différence n’est observée entre les souris Air et les souris 

CS. Le recrutement cellulaire observé au cours de l’infection virale est en partie lié à un 

afflux de lymphocytes T CD8+, de NK et de macrophages alvéolaires en particulier chez les 

souris exposées à la fumée de cigarette. La diminution du recrutement cellulaire observée 

dans les LBA est associée à un recrutement moins important de lymphocytes T CD8+ et de 

macrophages alvéolaires, à la fois chez les souris air et chez les souris CS. Les cellules NK sont 

recrutées lors de l’infection virale et de la surinfection. Les analyses histologiques confirment 

l’inflammation pulmonaire observée au cours de l’infection virale et de la surinfection 

(Figure 27b). Cependant, l’exposition à la fumée de cigarette ne semble pas aggraver les 

dommages tissulaires comme le confirme l’analyse du score histologique et des lésions 

épithéliales (Fig 27c).  
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Nombre total de cellules, le nombre de lymphocytes T CD8+ CD45+/TCRβ+/ CD8+, de cellules NK CD45+/TCRβ-/NK1.1+, de 
macrophages alvéolaires CD45+/F4/80+/CD11c+ a été évalué dans les poumons (haut) et les LBA (bas) des souris Air (barres 
blanches) et des souris CS (barres noires). Les changements histologiques ont été analysés 8 et 10 jours après l’infection 
virale. Le score histologique incluant les dommages épithéliaux a été exprimé en moyenne ± SEM. *P<.05, **P<.01, 
***P<.001 et ****P<.0001 correspondent à un effet significatif du virus ou de la surinfection (H1N1 ou H1N1 +Sp vs. PBS). $ 
P<.05, $$ P<.01, $$$ P<.001 et $$$$ P<.0001 correspondent à un effet significatif de la surinfection par rapport à l’infection 
virale seule (H1N1 + Sp vs. H1N1). # p<0.05 correspond à un effet significatif du CS (CS vs. Air).  

 

Figure 27 : L’exposition à la fumée de cigarette augmente le recrutement cellulaire dans les LBA lors de l’infection virale mais 
pas lors de la surinfection bactérienne 
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L’exposition à la fumée de cigarette favorise l’expression de cytokines IL-20 lors de 

la surinfection bactérienne 

Nous avons évalué l’expression des cytokines IL-20 dans ce modèle de surinfection 

post-grippale au cours de la BPCO. Chez les souris Air et CS, les infections virales par H1N1 et 

bactériennes par S. pneumoniae n’induisent pas l’expression des cytokines IL-20 dans les 

poumons (Figure 28). De la même manière, lors de la surinfection, les cytokines IL-20 ne sont 

pas induites chez les souris contrôles. En revanche, les cytokines IL-19, -20 et -24 sont 

fortement induites lors de la surinfection post-grippale chez les souris exposées au CS 1 jours 

après l’instillation bactérienne. Cependant, l’analyse protéique des cytokines par ELISA n’a 

pas permis d’observer de modulation par le CS dans les LBA, les poumons ou le sérum 

(Données non présentées).  

Afin de préciser l’effet direct de la CS sur les cellules épithéliales pulmonaires, des 

analyses in vitro ont été réalisées sur un modèle de surinfection bactérienne post-IAV de 

cellules épithéliales bronchiques humaines (BEAS-2B). Les données démontrent que les 

ARNm codant pour IL-19, IL-20 et IL-24 sont surexprimés lors des infections bactériennes par 

NTHi (une autre bactérie impliquée dans les surinfections) et virales dans les BEAS-2B (Figure 

29), ce choix ayant été guidé par leur meilleure capacité à induire une réponse sur ces 

cellules. Un effet additif sur l’expression de ces cytokines est observé dans le contexte de la 

surinfection. Ces analyses in vitro de l’expression des cytokines IL-20 confirment l’effet 

additif de l’exposition à la cigarette et des surinfections sur l’expression des cytokines. 

Cependant, ces cytokines ne sont pas sécrétées dans le milieu de culture dans ces conditions 

(non illustrées). 

L’expression des cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 a été évaluée par RT-qPCR dans les tissus pulmonaires. Les résultats de qPCR 
sont exprimés en expression relative en comparaison avec les souris Air non infectées. Le gène hprt1 a été utilisé comme 
gène de référence. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM. Les souris Air sont représentées par les barres blanches 
et les souris CS par des barres noires. # p<0.05, ## p<0.01 correspondent à un effet significatif du CS (CS vs. Air).  

Figure 28 : L’expression des cytokines IL-20 est induite lors de la surinfection bactérienne chez les souris CS 
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L’expression des cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 a été évaluée par RT-qPCR dans les cultures des cellules épithéliales BEAS-2B. 
Les résultats de qPCR sont exprimés en expression relative en comparaison avec les souris Air non infectées. Le gène hprt1 a 
été utilisé comme gène de référence.  

 

Le traitement par anticorps bloquant l’IL-20Rb ne module pas l’inflammation 

induite lors de la surinfection.  

Les cytokines IL-20 n’étant induites que lors de la surinfection bactérienne chez les 

souris exposées à la fumée de cigarette, nous avons évalué leur impact sur la réponse à la 

surinfection post-grippale en utilisant un anticorps bloquant l’IL-20Rb (le clone B7). En se 

basant sur les données obtenues dans les modèles d’infections bactériennes, nous avons 

traité les souris 4, 6 et 8 jours après l’infection virale avec l’anticorps anti-IL-20Rb (Figure 

30a). L’analyse de la charge bactérienne n’a pas montrée de différence entre les souris 

traitées par le B7 et les souris traitées par l’isotype contrôle (Figure 30b). L’administration de 

l’anticorps anti-IL-20Rb ne module pas significativement la réponse antivirale au cours de la 

surinfection (Figure 30c). De la même manière, l’expression du peptide antimicrobien 

s100a9 et des cytokines cxcl-1 et IFN-γ n’est pas significativement modulée par le traitement 

anti-IL-20Rb comparativement aux souris traitées par l’isotype contrôle 13R4 (Figure 30d). 

L’analyse de l’inflammation cellulaire démontre que le recrutement des cellules au 

niveau pulmonaire n’est pas affecté par le traitement anti-IL-20Rb (Figure 31a). Dans ce 

modèle, les lymphocytes T CD8+, et les macrophages alvéolaires, cellules fortement 

recrutées lors de l’infection par H1N1 dans les LBA, ne sont pas modulés par l’administration 

du B7. De la même manière, le nombre de cellules NK dénombrées dans les LBA n’est pas 

affecté par le traitement anti-IL-20Rb. En revanche, dans les poumons, les cellules NK sont 

recrutées en nombre plus important chez les souris 1 jour après la surinfection bactérienne 

Figure 29 : L’expression des cytokines IL-20 est induite dans les cellules épithéliales humaines exposées au CSE lors de la 
surinfection bactérienne  
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traitées par l’anticorps B7 comparativement aux souris traitées par l’isotype contrôle. 

L’analyse histologique ne démontre pas de modulation significative de l’inflammation 

pulmonaire par le traitement anti-IL-20Rb (Figure 31b). Ces observations sont confirmées 

par l’établissement du score histologique. Bien que les résultats ne soient pas significatifs, 

les lésions épithéliales observées dans le modèle semblent diminuer lors du traitement par 

anti-IL-20Rb. 

(a) Protocole expérimental de l’étude : le jour de l’infection virale définit la fin du protocole d’exposition à la fumée de 
cigarette (CS), qui a consisté à exposer les souris au CS (5 cigarettes/jour, 5 jours/semaine) pendant 12 semaines. La 
surinfection bactérienne est induite par instillation intranasale de S. pneumoniae 7 jours après l’infection H1N1 et les 
analyses ont été réalisées 1 et 3 après l’infection bactérienne. L’administration de l’anticorps anti-IL-20Rb ou de l’isotype a 

Figure 30 : Le traitement par l’anticorps anti-IL-20Rb facilite la réplication du virus H1N1 et l’expression d’ifn-β 10 jours post-
infection 
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été faite par voie i.p 4, 6 et 8 jours après l’infection virale. (b) La charge bactérienne (exprimée en CFU) a été évaluée dans 
les poumons, LBA et le sang 1 jour et 3 jours après l’infection bactérienne chez les souris CS traitées par l’isotype contrôle 
13R4 (noir) et traitées avec le B7 (bleu). (c) La réponse antivirale incluant l’expression de rsad-2 et iFN-β a été évaluée par 
RT-qPCR dans les tissus pulmonaires. Le niveau d’IFN-λ2/3 a été évalué par ELISA dans les LBA (pg/mL) (d). L’expression du 
peptide antimicrobien s100a9 et de la cytokine immuno-modulatrice cxcl-1 a été évaluée par RT-qPCR. La production d’IFN-γ 
a été analysée par ELISA (pg/mL). Les résultats de qPCR sont exprimés en expression relative en comparaison avec les souris 
Air non infectées. Le gène hprt1 a été utilisé comme gène de référence. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM. Les 
souris traitées par l’isotype contrôle 13R4 sont représentées par les barres noires et les souris traitées par l’anti-IL-20Rb par 
des barres bleues. *P<.05 correspond à un effet significatif du virus ou de la surinfection bactérienne (H1N1 ou H1N1 + Sp vs. 
PBS). # p<0.05 et ###P<.001 correspondent à un effet significatif du traitement anti-IL-20Rb (B7 vs 13R4). 

(a) Nombre total de cellules, le nombre lymphocytes T CD8+ CD45+/TCRβ+/ CD8+, de cellules NK CD45+/TCRβ-/NK1.1+, de 
macrophages alvéolaires CD45+/F4/80+/CD11c+ a été évalué dans les poumons (haut) et les LBA (bas) des souris CS traitées 
par l’isotype contrôle 13R4 (barres noires) et des souris traitées par l’anti-IL-20Rb (barres bleues). (b) Les changements 
histologiques ont été évalués 10 jours après l’infection par l’IAV. Des photos représentatives sont représentées après une 
coloration HE. Le score histologique inclut l’évaluation des lésions vasculaires et des dommages épithéliaux. Les données 
sont exprimées en moyenne ± SEM. *P<.05, **P<.01, ***P<.001 et ****P<.0001 correspondent à un effet significatif du 
virus ou de la surinfection (H1N1 ou H1N1 + Sp vs. PBS). # p<0.05 correspond a un effet significative du traitement anti-IL-
20Rb (B7 vs. 13R4).  

  

Figure 31 : Le traitement par l’anti-IL-20Rb ne module pas le recrutement cellulaire 
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Discussion :  

L’apparition des infections bactériennes secondaires est un problème majeur de 

santé publique en particulier chez les patients BPCO et la compréhension des mécanismes 

conduisant à l’expansion bactérienne au cours des infections virales permettra le 

développement des traitements permettant de prévenir ce phénomène. Les cytokines IL-20 

étant associées au développement d’infections bactériennes cutanées [7] et pulmonaires [6] 

mais aussi virale, nous avons souhaité explorer leur rôle au cours de la surinfection 

bactérienne post-grippale notamment dans notre modèle murin de BPCO.  

Dans ces expériences, nous pouvons dans un premier temps définir l’impact de 

l’exposition à la fumée de cigarette sur l’infection grippale seule. Ainsi, nous avons pu 

observer que la fumée de cigarette n’a pas modulé la réponse antivirale induite par le virus 

contrairement à ce qui avait pu être observé avec le PVM. En revanche, l’exposition au CS 

augmente de manière significative l’expression de cxcl-1 au niveau pulmonaire [352] et le 

recrutement cellulaire dans les LBA. La faible induction de l’inflammation au niveau 

pulmonaire pourrait être liée à la dose de virus utilisée, puisque dans des modèles murins 

d’infection par le H1N1 l’administration de virus oscille entre 103 et 106 PFU [352–354] 

contre 250 pfu dans nos expériences, cela afin d’éviter une mortalité très rapide lors de la 

surinfection. Cette faible réponse au niveau tissulaire pourrait expliquer le fait que nous ne 

visualisons pas d’induction de l’expression des cytokines IL-20 dans les poumons. Un résultat 

similaire a été obtenu in vitro sur les cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B.  

La seconde partie de ces expériences permet d’évaluer l’impact du CS sur le 

développement des surinfections bactériennes. Dans notre modèle, l’exposition à la fumée 

de cigarette n’exacerbe pas l’expansion bactérienne pulmonaire et systémique, en revanche, 

elle module la réponse antivirale et inflammatoire associée. L’augmentation de l’IFN de type 

III et la réduction des interférons de type I (IFN-β) ont été impliquées dans la susceptibilité 

des souris à la surinfection [355–357]. De manière intéressante, l’exposition à la fumée de 

cigarette a contribué à l’augmentation d’IFN-β au cours de la surinfection alors qu’elle a 

réduit l’expression d’IFN-λ2/3 et de rsad-2. De plus, l’infection bactérienne conduit à une 

augmentation de l’expression du peptide antimicrobien s100a9 et des cytokines cxcl-1 et 

IFN-γ. Alors que cxcl-1 et s100a9 ne sont pas significativement modulés par l’exposition au 
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CS, nous avons détecté des niveaux élevés d’IFN-γ dans les LBA des souris exposées au CS 

bien que celui-ci ne soit pas associé à une augmentation du recrutement lymphocytaire au 

niveau pulmonaire. De manière surprenante, nous avons observé une diminution du 

recrutement cellulaire dans les LBA des souris surinfectées comparativement aux souris 

infectées par le virus seul. Aucune donnée similaire n’a été observée dans la littérature. 

Cependant, nous pouvons émettre l’hypothèse que l’expansion bactérienne au niveau 

systémique contribue à la mobilisation des cellules immunitaires dans les tissus (en premier 

lieu dans les poumons) et au niveau sanguin ainsi que dans les compartiments impactés par 

la dissémination des bactéries, en particulier la moelle osseuse.  

L’expression des cytokines IL-20 a été démontrée dans différentes pathologies 

infectieuses bactériennes [5–7]. Dans notre modèle de surinfection, nous n’observons pas 

d’expression des cytokines IL-20 chez les souris Air. Cependant, l’expression d’IL-19, d’IL-20 

et d’IL-24 est fortement induite au cours de la surinfection chez les souris CS et dans les 

cellules épithéliales bronchiques humaines. Malgré cela, nous n’avons pas détecté de 

sécrétion de ces protéines. Des analyses par immunohistochimie permettraient de définir si 

ces protéines sont effectivement produites et dans quel type cellulaire. Le traitement par 

anticorps bloquant la sous-unité IL-20Rb n’a pas modifié la susceptibilité des souris à 

l’infection bactérienne secondaire et seul le recrutement des cellules NK était augmenté 

chez les souris traitées. L’infection bactérienne étant réalisée au pic de l’infection virale (7 

jours pour l’infection grippale chez des souris WT) et dans l’hypothèse où le traitement anti-

IL-20Rb pourrait décaler le pic de réplication du virus, la surinfection bactérienne pourrait ne 

pas avoir été réalisée au bon moment, ce qui pourrait expliquer le fait que nous n’observons 

pas de modifications de la charge bactérienne. De plus l’absence de sécrétion de ces 

cytokines dans ce contexte suggère également que cette absence d’effet de l’anticorps 

pourrait être liée à un défaut de mobilisation des récepteurs correspondants. Pour vérifier 

cela, il nous faudrait modifier ce protocole ou le type de virus / bactérie (NTHi) pour analyser 

l’effet de ce traitement dans un contexte associé à une production détectable de cytokines 

IL-20. 

Au cours de la surinfection, nous observons une augmentation des IFN de type III en 

parallèle avec les cytokines IL-20, ces deux groupes de cytokines faisant partie de la famille 

de l’IL-10 [265]. L’activation des IFN de type III va majoritairement induire l’activation des 
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voies des signalisations STAT-2 alors que les cytokines IL-20 activent principalement la voie 

STAT-3 Cependant, dans certaines conditions les interférons de type III peuvent également 

activer les voies STAT-3 et STAT-1 [358–360]. De plus l’activation des TLR par les bactéries 

induit également la phosphorylation des voies STAT-3 [361,362]. Ainsi, la redondance des 

voies de signalisation au cours de la surinfection pourrait contourner l’effet inhibiteur du 

traitement anti-IL-20Rb. Pour valider cette hypothèse, il serait intéressant de réaliser le 

même type d’expériences in vivo ou in vitro en bloquant la voie des interférons de type III. 

Malgré cette absence d’effet majeur sur l’inflammation, nous avons néanmoins observé une 

diminution des lésions épithéliales après traitement. Cela est à mettre en parallèle avec nos 

résultats obtenus avec le PVM montrant un impact de l’anti-IL-20Rb sur l’expression des 

jonctions intercellulaires des cellules épithéliales bronchiques. Cette étude devrait être 

réalisée à la fois dans nos modèles in vivo et in vitro de surinfection. 

Pour conclure, la meilleure compréhension des mécanismes de sécrétion des 

cytokines IL-20 et de la réplication du H1N1 pourrait permettre d’optimiser le modèle de 

surinfection post-grippale au cours de la BPCO et d’évaluer l’effet du traitement par l’anti-

IL20Rb dans des conditions optimales. Dans ce contexte, il nous semble également essentiel 

d’analyser ces paramètres au cours de l’exacerbation chez les patients BPCO pour confirmer 

l’implication de ces cytokines dans ce contexte. 
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Les travaux réalisés au sein de l’équipe ont démontré que la susceptibilité aux 

infections bactériennes des modèles expérimentaux de BPCO était liée à un défaut de 

production des cytokines IL-17 et IL-22 [124]. L’IL-22 étant négativement régulée par les 

cytokines IL-19, IL-20 et IL-24 lors d’une infection cutanée par S. aureus [7] le laboratoire a 

étudié la fonction de ces cytokines dans le contexte d’infections bactériennes pulmonaires. 

Ainsi, il a été montré que les cytokines de la famille des IL-20 sont fortement exprimées lors 

d’infections bactériennes pulmonaires et l’inhibition de leur fonction par le blocage de la 

sous-unité IL-20Rb conduit à la réduction des infections bactériennes cutanées [7] et 

pulmonaires [6]. Ces données ont conduit l’équipe à étudier le rôle de ces cytokines dans la 

susceptibilité aux infections respiratoires dans le cadre de la BPCO.  

Au cours de cette thèse, nous avons débuté l’étude du rôle des cytokines IL-20 dans 

(1) la susceptibilité aux infections virales et (2) dans le contrôle des surinfections 

bactériennes post-grippales au cours de la BPCO. Les données présentées dans ce document 

montrent l’implication de ces cytokines dans ces infections et ouvrent diverses perspectives 

d’études concernant leur rôle. 

 

Réponse immunitaire aux virus : 

Nos données montrent un comportement différent selon le virus utilisé en réponse à 

l’exposition au CS. Il est difficile de comparer les deux modèles d’infection virale car ces deux 

pathogènes peuvent utiliser des voies d’activation différentes. En effet, le système 

immunitaire inné détecte les infections virales grâce à la reconnaissance des motifs 

moléculaires associés aux agents pathogènes (PAMP) par les PRR. Ces PAMP générés lors de 

l'infection peuvent être spécifiques de l'agent pathogène. Ainsi, il a été démontré que les 

virus de type IAV induisent l’activation des TLR-3 et -7 [363] alors que le PVM implique 

l’activation des TLR-4 et -7 [226], [359]. L’activation du TLR-7 au cours des infections virales 

contribue à la clairance du PVM notamment par l’action des cellules dendritiques 

plasmacytoïdes et la production d’IFN de type I et III. En revanche, son rôle semble plus 

controversé dans le cadre d’infections par l’IAV puisque son inhibition seule n’affecte pas la 

survie des souris probablement du fait de l’activation du TLR3 ou des hélicases à ARN [364]. 

En effet, les virus sont également reconnus par des senseurs viraux intracytoplasmiques tels 
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que RIG-I [364,365]. Ce PRR peut également induire l’activation de la voie NFκB et l’induction 

de la réponse inflammatoire d’une part et l’induction de gènes régulateurs d’interféron 

(IRF)-3 et -7 induisant la production d’IFN de type I et III d’autre part [366] comme observé 

dans nos modèles. 

Contrairement au modèle PVM qui induit une inflammation à la fois dans les 

poumons et dans les LBA, l’infection par le H1N1 chez la souris induit un recrutement 

cellulaire principalement au niveau des LBA. Cette faible induction de l’inflammation 

pulmonaire pourrait être liée à la dose de virus utilisée, puisque dans des modèles murins 

d’infection par le H1N1 l’administration de virus oscille entre 103 et 106 PFU[352–354] contre 

250 pfu dans nos expériences, cela afin d’éviter une mortalité très rapide lors de la 

surinfection. L’induction des cytokines IL-20 est également moindre avec la souche grippale 

H1N1 comparativement au PVM. In vitro, l’induction des cytokines a été observée 

uniquement avec la souche H3N2 et pas avec le H1N1 qui active très faiblement les cellules 

BEAS-2B suggérant que la réponse au H3N2 in vivo pourrait être plus importante, ce que 

nous avons pu observer lors d’expériences préliminaires (Figure 32). Ce sérotype n’a pas été 

utilisé pour les surinfections du fait de sa trop forte virulence. 

L’expression des cytokines il-19, il-20 et il-24 a été évalué par RT-qPCR dans les tissus pulmonaires. Les résultats de qPCR 
sont exprimés en expression relative en comparaison avec les souris Air non infectées. Le gène hprt1 a été utilisé comme 
gène de référence. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM. Les souris Air sont représentées par les barres blanches 
et les souris traitées par l’anti-IL-20Rb par des barres noires.  

 

Réponse antivirale et inflammatoire au cours de l’exacerbation viro-induite de la BPCO : 

Dans un premier temps, nous avons développé un modèle murin d’exacerbation 

virale de la BPCO. Pour cela, nous avons utilisé un virus murin spécifique, le PVM, 

homologue du VRS humain. Dans ce modèle, nous avons démontré que l’exposition à la 

Figure 32 : L’exposition au CS exacerbe l’expression des cytokines IL-20 lors de l’infection grippale par la souche H3N2 chez la 
souris 
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fumée de cigarette facilite la réplication virale dans les poumons des souris. Cette forte 

multiplication du virus est accompagnée d’une augmentation de la réponse antivirale et 

notamment des gènes comme RIG-I (senseur d’ARN viral), du gène inducteur de la réponse 

interféron RSAD-2 et de l’IFN-λ2/3. La modulation des médiateurs antiviraux au cours de 

l’exposition à la fumée de cigarette semble dépendre du virus impliqué. En effet, 

contrairement au VRS et au rhinovirus qui, comme dans notre modèle augmente la réponse 

antivirale par l’épithélium bronchique chez les patient BPCO [247,257], l’exposition à de 

l'extrait de fumée de cigarette atténue la réponse anti-virale vis-à-vis de l’IAV par les PBMC 

humains, en particulier, la production d'IFN-β, d'IFN-γ probablement en diminuant 

l’expression du détecteur d’ARN viral : RIG-I [74]. Nos données préliminaires sur la réponse 

antivirale de cellules épithéliales bronchiques humaines exposées à de l’extrait de fumée de 

cigarette (CSE) tendent à confirmer ces observations (Figure 33). La confrontation de 

l’ensemble de ces données démontre que la modulation de la réponse antivirale par 

l’exposition à la cigarette n’est pas suffisante pour expliquer la susceptibilité des patients 

BPCO aux différentes infections virales. D’autres mécanismes, impliquant le maintien 

épithélial et/ou la survie cellulaire, pourraient également être impliqués comme le suggère 

l’augmentation des lésions épithéliales observées avec le PVM. 

La réponse antivirale incluant l’expression de rig-i, de mx1 et d’ifn-β a été évaluée par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés 
en expression relative en comparaison avec les cellules non infectées et cultivées en milieu seul. Le gène hprt1 a été utilisé 
comme gène de référence. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM. Les cellules contrôles sont représentées par les 
barres blanches et les cellules exposées CSE par des barres noires. **P<.01 et ****P<.0001 correspondent à un effet 
significatif du virus (H3N2 vs. PBS). # p<0.05 et ###P<.001 correspondent à un effet significatif du CSE (CSE vs. Milieu).  

 

Figure 33 : L’exposition à de l’extrait de fumée de cigarette (CSE) réduit la réponse antivirale des cellules bronchiques 
humaines BEAS-2B stimulées par la souche grippale H3N2 
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La physiopathologie de la BPCO implique une inflammation chronique conduisant à 

l’infiltration de cellules immunitaires telles que les neutrophiles, les 

monocytes/macrophages, les lymphocytes NK, NKT [33,342]. [239]. Comme pour le VRS, 

l'infection par le PVM est associée à une augmentation de l'inflammation pulmonaire, des 

dommages périvasculaires et bronchiques chez les souris exposées au CS [239]. L'infiltration 

de cellules immunitaires au cours des infections par le PVM et la souche grippale H1N1 

consiste principalement à un afflux de macrophages, de neutrophiles, de NK, de 

lymphocytes conventionnels et non conventionnels et de cDC2 [115,225,348,349]. Ces 

infections sont associées, chez les souris CS, à une production plus importante d'IFN-γ lors de 

l’infection par le PVM comme observé dans un modèle murin d’exacerbation par le VRS 

[239] et de CXCL1 dans le modèle H1N1. La majoration de la réponse inflammatoire associée 

à l’exacerbation contribue aux dommages tissulaires tels qu’ils sont observés chez les 

patients [115,367], bien que dans le modèle PVM la diminution des lésions tissulaires chez 

les souris IL-20Rb-/- ne semble pas directement liée à l’intensité de la réaction 

inflammatoire. 

 

Cytokines IL-20, infections virales et BPCO : 

Les cytokines IL-20 font partie de la famille de l’IL-10 et sont fortement exprimées par 

les cellules épithéliales et certaines cellules immunitaires [5,368]. L’implication des cytokines 

IL-19, IL-20 et IL-24 a été montrée dans diverses pathologies chroniques et infectieuses. 

Cependant, il n’existe actuellement aucune étude les décrivant dans le cadre de la BPCO et 

leur rôle lors des infections virales ne reste que très brièvement étudié. Les données 

présentées dans ce manuscrit sont les premières à montrer l’expression des cytokines IL-20 

lors des exacerbations virales de la BPCO. 

Dans le modèle d’exacerbation par le PVM, les cytokines IL-20 sont induites lors de 

l’infection virale notamment dans les poumons des souris CS. Cette expression est associée à 

l’augmentation des récepteurs qui n’est pas modulée par le CS. Les analyses immuno-

histochimiques nous ont permis de localiser les cellules exprimant les cytokines IL-20. Ainsi, 

nous avons observé qu’elles sont fortement exprimées dans l’épithélium bronchique à l’état 

basal. L'exposition au CS semble augmenter l’expression de l’IL-19 et d’IL-24 dans 
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l’épithélium bronchique. Indépendamment, le VRS et l’exposition au CSE induisent 

l’expression d’IL-24 par les cellules épithéliales trachéales primaires (Figure 34). De manière 

intéressante, ces résultats préliminaires obtenus avec le VRS démontrent que le CSE 

augmente l’expression d’IL-24, de manière dose dépendante. De plus, l’expression d’IL-24 

est majorée lorsque les cellules sont exposées à la fois au VRS et au CSE. Des analyses 

complémentaires devront être réalisées afin d’évaluer l’expression d’IL-19 et d’IL-20 dans ce 

modèle. 

 

L’expression d’il-24 a été évaluée par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés en expression relative en comparaison avec les 
cellules non infectées et cultivées en milieu seul. Le gène hprt1 a été utilisé comme gène de référence.  

 

Les cytokines IL-20 sont également exprimées par diverses cellules immunitaires dont 

les monocytes, les DC et les neutrophiles activés [5,329]. Dans notre modèle l'infiltrât 

péribronchique et alvéolaire associé à l’inflammation viro-induite au cours de la BPCO 

exprime de manière importante les cytokines IL-20 notamment l’IL-20 et l’IL-24.  

La délétion de la sous-unité IL-20Rb n’a pas modifié le recrutement cellulaire associé 

à l’infection virale et n’a pas permis non plus de réduire la charge virale. Cependant, 

l’inhibition de la fonction des cytokines IL-20 a fortement réduit l’expression de l’IFN-γ et de 

médiateurs antiviraux dont l’ISG RSAD-2 et l’IFN-λ2/3. La réduction de ces IFN chez les souris 

IL-20Rb KO pourrait être responsable de la diminution des dommages épithéliaux observé 

dans notre modèle. En effet, il a récemment été démontré que les interférons de type I et de 

type III altèrent la prolifération et la différenciation épithéliale [369]. L’amélioration des 

conséquences liées à l’infection par le PVM chez les souris IL-20Rb KO est associée à la 

préservation de l’expression et de la localisation de protéines de jonction intercellulaires 

Figure 34 : Induction de l’expression de l’IL-24 par les cellules épithéliales trachéales primaires lors de l’infection à VRS et de 
l’exposition au CSE 



Discussion et perspectives 

133 

comme E-cadhérine. Étant donné les conséquences de la délétion de l’IL-20Rb sur 

l’épithélium respiratoire lors de l’infection par le PVM, il serait intéressant d’évaluer de 

manière plus spécifique l’impact combiné de l’exposition à la fumée de cigarette et de 

l’infection virale sur la réponse épithéliale dans un modèle ex-vivo de cuture cellulaire en 

interface Air-liquide (ALI). Pour cela, nous pourrions dans un premier temps réaliser ces tests 

grâce à l’utilisation de cellules épithéliales primaires issues de trachées de souris. L’interface 

Air-liquide permettra de reconstituer une barrière épithéliale et un épithélium différencié et 

pseudostratifié [370]. Ainsi, des cellules épithéliales de trachée de souris WT ou IL-20Rb KO 

de souris exposées ou non à la fumée de cigarette seraient infectées par des virus tels que le 

PVM ou des souches d’IAV (Figure 35A). Les cellules et les milieux de culture seraient 

récupérés afin d’y réaliser des analyses de la réponse antivirale et inflammatoire. Les 

conséquences du blocage du récepteur IL-20Rb ou du traitement par les cytokines 

recombinantes pourront également être évaluées sur ces mêmes paramètres (Figure 35B). 

(A) Étude de la délétion de l’IL-20Rb sur la réponse à l’infection virale des cellules épithéliales de souris exposées au CS. (B) 
Etude du traitement par anticorps bloquant l’IL-20Rb ou du traitement par cytokines IL-20 recombinantes sur la réponse au 
virus chez des souris WT exposées au CS. 

 

L’infection virale est également associée à une augmentation de la perméabilité 

pulmonaire et une désorganisation de l’expression d’E-cadhérine au niveau de l’épithélium. 

Ces observations ont été limitées chez les souris IL-20Rb KO. Confirmant ces données, le 

traitement de cellules épithéliales prostatique par la cytokine IL-20 recombinante, est 

associé à une diminution de l’expression d’E-cadhérine contrairement à la vimentine ou à la 

Figure 35 : Méthode d’étude du rôle des cytokines IL-20 sur des cultures de cellules épithéliales trachéales murines cultivées 
en interface Air-liquide 
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protéine N-cadhérine suggérant que les cytokines IL-20 favorisent la transition épithélio-

mésenchymateuse [371,372]. Dans les maladies rénales, l’expression des cytokines IL-19 et 

IL-20 est responsable de l’induction de l’apoptose des cellules épithéliales, ce que nous 

n’avons pas observé sur des cellules épithéliales pulmonaires [298,373]. Les cytokines IL-20 

sont toutefois parfois associées au phénomène de cicatrisation, car elles sont capables 

d’induire la production de VEGF, KGF et d’EGF par exemple [5]. Cela a principalement été 

observé dans des modèles cutanés et oculaires. Ces données démontrent que l’effet des 

cytokines IL-20 sur les tissus semble dépendre de l’organe et des conditions 

physiopathologiques étudiées. Ainsi, il sera intéressant de réaliser des analyses de résistance 

transépithéliale et des marquages immunofluorescents afin d’évaluer l’impact des différents 

traitements sur l’expression des jonctions intercellulaires, la sécrétion de mucus et la 

régénération tissulaire à partir de cellules épithéliales trachéales murines. Des analyses 

transcriptomiques pourraient également être envisagées sur ces modèles et permettraient 

l’identification de signatures spécifiques associées à l’infection virale au cours de la BPCO. 

L’activation des IL-20R est connue pour activer les voies de signalisation STAT3 et MAPK (ERK 

and P38) [269]. La contribution de ces voies de signalisation pourrait être évaluée par les 

approches transcriptomiques et par l’évaluation de la phosphorylation des kinases JAK, p38 

et ERK. 

L’ensemble des approches citées précédemment pourrait être adapté à un modèle 

ex-vivo de culture en ALI de cellules pulmonaires humaines. Ainsi, nous pourrions comparer 

la réponse aux virus des cellules épithéliales issues de donneurs non fumeurs, fumeurs ou 

BPCO (Figure 36). 
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(A) Étude de la délétion de l’IL-20Rb sur la réponse à l’infection virale des cellules épithéliales de donneurs sains, fumeurs ou 
BPCO. (B) Etude du traitement par anticorps bloquant l’IL-20Rb ou du traitement par cytokines IL-20 recombinantes sur la 
réponse au virus des cellules épithéliales humaines de donneurs sains, fumeurs ou BPCO. 

 

Les cellules épithéliales pulmonaires forment la première barrière physique et 

immunitaire face aux agressions extérieures. Elles représentent aussi les premières cibles 

des virus respiratoires. À l’homéostasie, on retrouve également des cellules sentinelles 

comme les macrophages alvéolaires qui vont pouvoir interagir avec l’épithélium de manière 

directe (contact/contact) ou indirecte (sécrétion de molécules) afin d’éliminer efficacement 

le pathogène. Ainsi, la coopération des macrophages avec l’épithélium favorise la production 

de molécules pro-inflammatoires et la réparation tissulaire [374,375]. Cependant, 

l’exposition à la fumée de cigarette est associée à un déclin des fonctions macrophagiques 

qui entraîne une diminution de l’activité phagocytaire et de certains marqueurs de 

reconnaissance [97,99,100] essentiels à l’élimination des virus [376]. De plus, les 

macrophages exposés à certaines protéines virales contribuent à la perte d’intégrité 

épithéliale observée au cours d’infection par le VIH [377]. Dans notre modèle murin 

d’exacerbation virale, l’infection par le PVM induit un afflux de cellules immunitaires au 

niveau pulmonaire qui expriment les cytokines IL-19, IL-20 et IL-24. Les cellules épithéliales 

et les cellules phagocytaires étant à la fois productrices des cytokines IL-20 et cellules cibles 

de ces cytokines [5,269], il serait intéressant d’étudier l’impact des cytokines IL-20 sur les 

interactions épithélium/cellules présentatrices d’antigène. L’utilisation du système ALI 

permettrait d’étudier l’impact de l’exposition à la fumée de cigarette et du traitement par 

Figure 36 : Méthode d’étude ex-vivo du rôle des cytokines IL-20 sur des cultures de cellules épithéliales pulmonaires 
humaines cultivées en interface Air-liquide 
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des cytokines IL-20 recombinantes ou l’anticorps anti-IL-20Rb sur les interactions cellulaires 

après stimulation par des virus (Figure 37). L’impact sur la réponse immune sera ensuite 

évalué en mesurant la fonction des cellules présentatrices d’antigène.  

 

Les connaissances sur le rôle des cytokines IL-20 dans le contexte d’infection virale et 

de la BPCO nécessitent d’être approfondies afin de comprendre leur impact sur la réponse à 

la stimulation virale notamment sur les dommages épithéliaux et sur la réponse immune.  

 

Les cytokines IL-20 dans les surinfections bactériennes : 

Les infections virales sont souvent associées à l’apparition de colonisation d’infections 

bactériennes secondaires. Cela a été particulièrement documenté pour la grippe où une 

grande partie des décès liés à ce virus sont dus à des surinfections bactériennes notamment 

chez les patients BPCO [78,351]. Dans notre modèle murin de surinfection post-grippale, 

l’exposition à la fumée de cigarette n’a pas permis d’exacerber la prolifération bactérienne 

post-H1N1. Cependant, l’exposition au CS contribue à la détection de niveau élevé d’IFN-γ 

dans les LBA. De manière surprenante, le recrutement de cellules observé dans les LBA était 

fortement diminué au cours de la surinfection comparativement aux souris infectées par le 

Figure 37 : Méthode d’étude du rôle des cytokines IL-20 sur les interactions épithélium/cellules immunitaires 
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H1N1 seul. Aucune donnée similaire n’a été observée dans la littérature. De manière 

intéressante, l’exposition à la fumée de cigarette a contribué à l’induction de l’expression de 

cytokines IL-20 lors de la surinfection bactérienne alors que leur expression n’est pas induite 

chez les souris Air. Néanmoins, la sécrétion de ces cytokines n’a pas été détectée dans ce 

contexte. Dans ce modèle de surinfection, le traitement des souris par l’anticorps anti-IL-

20Rb n’a pas permis de réduire la charge bactérienne ni l’inflammation pulmonaire 

contrairement à ce qui a pu être observé dans le contexte d’infections bactériennes seules 

[6,7].  

Nous avons également tenté de mettre au point un modèle de surinfection post-

PVM. Les données préliminaires, qui restent encore à confirmer, semblent démontrer que 

l’exposition à la fumée de cigarette facilite l’expansion bactérienne dans les poumons et 

dans le sang des souris sans moduler la charge bactérienne dans les LBA. Le traitement par 

l’anticorps anti-IL-20Rb dans ce modèle ne semble pas affecter la charge bactérienne au 

niveau pulmonaire. Cependant, il semblerait que la bactériémie associée à la surinfection 

soit réduite chez les souris traitées par l’anti-IL-20Rb suggérant que les cytokines IL-20 

pourraient contribuer à la sévérité des surinfections post-PVM en facilitant la dissémination 

bactérienne au niveau systémique (Figure 37). Cette donnée pourrait s’expliquer par le rôle 

délétère des cytokines IL-20 sur les lésions épithéliales et les jonctions intercellulaires 

observé dans le modèle PVM seul. 

La charge bactérienne (exprimée en CFU) a été évaluée dans les poumons, LBA et le sang 3 jours après l’infection 
bactérienne chez les souris Air et CS traitées par l’isotype contrôle 13R4 (noir) et traitées avec le B7 (bleu). 

 

Les modèles murins de surinfection bactérienne au cours de la BPCO sont des modèles 

complexes impliquants de nombreuses contraintes. Ainsi, il est indispensable d’établir des 

Figure 38 : Charge bactérienne lors de la surinfection post-PVM 
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modèles adaptés à la cinétique de chaque virus. De plus, une meilleure connaissance de la 

cinétique d’expression des cytokines IL-20 dans ces modèles permettra d’adapter le délai 

d’administration du traitement par l’anticorps anti-IL-20Rb. Nos données in vitro 

démontrent que les cellules épithéliales exposées au CSE expriment de manière dose 

dépendante les cytokines IL-20. Ainsi, le développement d’un modèle murin de BPCO plus 

sévère, pourrait contribuer à une induction plus importante de l’expression de ces cytokines 

et faciliter la visualisation des effets du traitement anti-IL-20Rb dans nos modèles in vivo. 

Ces données devront ensuite être validées par une étude clinique visant à confirmer 

l’implication de ces cytokines au cours des exacerbations virales de la BPCO. 

 

Applications thérapeutiques : 

Les cytokines IL-20 sont associées au développement de diverses pathologies 

inflammatoires chroniques telles que les maladies rénales, la polyarthrite rhumatoïde ou le 

psoriasis [5]. C’est pourquoi, depuis plusieurs années, différentes études cliniques ont été 

mises en place afin d’évaluer l’impact d’un traitement bloquant la cytokine IL-20 dans le 

psoriasis et la polyarthrite rhumatoïde. Ces études cliniques ont permis de démontrer la 

bonne innocuité et tolérabilité du traitement ciblant la cytokine IL-20 [378]. A l’heure 

actuelle, la majorité des brevets concerne des anticorps bloquant la cytokine IL-20. 

Cependant, la cytokine IL-20, n’est pas la seule cytokine de cette sous-famille, à être corrélée 

à l’inflammation au cours des pathologies citées précédemment [5]. Ainsi, l’inhibition de l’IL-

20 seule pourrait ne pas être suffisante pour traiter les maladies associées aux cytokines IL-

20 [378]. L’utilisation d’un antagoniste des cytokines IL-20 tel qu’un anticorps bloquant leur 

récepteur pourrait faciliter le traitement de ces pathologies. Notre brevet propose un 

anticorps humain recombinant ciblant la sous-unité IL-20Rb, le clone B7, qui est commune 

aux deux récepteurs par lesquels les cytokines IL-20 peuvent signaler. Cet anticorps 

reconnaissant également les récepteurs murins a montré son efficacité dans nos modèles 

d’infections bactériennes. De cette manière, nous espérons pouvoir traiter de façon efficace 

les pathologies associées aux cytokines IL-20 et en particulier la BPCO et ses exacerbations. 
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La broncho-pneumopathie chronique obstructive est un véritable problème de santé 

publique car elle représente la 3ème cause de mortalité dans le monde. Les données actuelles 

ont permis de mettre en évidence différents aspects cellulaires et moléculaires liés au 

développement de la pathologie. Cependant, il n’existe, aujourd’hui, aucun traitement 

préventif ou curatif permettant de traiter de manière efficace cette maladie. L’aspect 

multifactoriel rend l’étude et la découverte des nouveaux traitements d’autant plus complexe. 

La survenue d’épisodes d’exacerbations représente l’un des aspects les plus 

problématiques dans l’évolution de la pathologie. Il est donc essentiel de développer des 

moyens de prévention permettant de prévenir ou de traiter rapidement les infections 

respiratoires responsables de l’aggravation de la pathologie. C’est pourquoi, le laboratoire 

s’intéresse de manière approfondie à l’étude de ces phénomènes d’exacerbations. Pour cela, 

il a été mis en place un modèle murin de BPCO sur lequel nous réalisons diverses infections 

fongiques, bactériennes et virales afin de mimer les exacerbations. Mon projet de thèse s’est 

concentré sur les exacerbations d’origines virales et les surinfections bactériennes 

subséquentes. Dans ce travail de thèse, nous avons pu observer une susceptibilité des souris 

exposées à la fumée de cigarette à l’infection par le virus PVM (homologue murin du VRS) 

accompagnée de dommages cellulaires importants et d’une augmentation de l’expression 

des cytokines IL-20. 

Les cytokines IL-20 sont décrites comme ayant un rôle délétère dans les infections 

bactériennes alors que leur fonction dans les infections virales est méconnue. Ainsi, mon 

projet consistait en l’étude du rôle de ces cytokines lors des infections virales dans le 

contexte de la BPCO. Nos données ont démontré que les cytokines IL-20 pouvaient participer 

aux lésions épithéliales associées aux exacerbations de la BPCO. 

Les infections virales étant couramment suivies de surinfection bactérienne, nous 

avons développé un modèle de surinfection dans le contexte de la BPCO. Nos données 

préliminaires démontrent que les cytokines IL-20 sont induites par l’exposition à la fumée de 

cigarette au cours de la surinfection post-grippale. Cependant, l’exposition au CS n’a pas 

permis d’augmenter la susceptibilité des souris à l’infection bactérienne dans ce modèle, 

contrairement à la surinfection induite par le PVM. Dans ce dernier modèle, le traitement 

par anticorps anti-IL-20Rb semble diminuer la diffusion systémique de la bactérie alors qu’il 

n’a pas d’effet visible sur la surinfection postgrippale. Ainsi, l’effet des cytokines IL-20 lors 
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des infections virales pourrait dépendre du virus impliqué. Ces résultats préliminaires 

nécessitent d’être confortés et démontrent que les modèles murins de surinfections 

bactériennes sont des modèles complexes dépendants en premier lieu du type de virus en 

cause, notamment au cours de la BPCO. L’exploitation de ces modèles nécessite une parfaite 

compréhension des cinétiques d’infections afin d’obtenir des modèles fiables et 

reproductibles. 

Ce projet qui s’intègre dans une étude plus large concernant la BPCO et ses 

exacerbations, vise à long terme, au développement de traitements permettant de prévenir 

la survenue des infections microbiennes. Les données obtenues grâce à l’utilisation de souris 

déficiente en IL-20Rb démontrent le potentiel thérapeutique ciblant les IL-20 sur la 

prévention des lésions épithéliales au cours des infections virales par le VRS et de la BPCO. 
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Annexe 1 : Article : IL-20 cytokines are involved in epithelial lesions 

associated with virus induced COPD exacerbation in mice 
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Annexe 2 : Documents relatifs au brevet :  EP19306068.8 

 

ANTIBODIES SPECIFIC FOR IL20-RB AND USES THEREOF FOR THE 

TREATMENT OF ACUTE EXACERBATION OF CHRONIC OBSTRUCTIVE 

PULMONARY DISEASE 

  

 

  

FIELD OF THE INVENTION:  

The present invention relates to the field of medicine, in particular of immunology.  

  

BACKGROUND OF THE INVENTION:  

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) remains a major cause of morbidity 

and mortality worldwide. This will be the third cause of deaths worldwide in 2030 according 

to the WHO. COPD is a lung disorder characterized by progressive and irreversible airflow 

limitation. Cigarette smoking is a primary risk factor for the development of COPD. Chronic 

exposure to cigarette smoke (CS) triggers inflammatory processes which ultimately alter lung 

barrier functions and reduce immune defense mechanisms, leading to increased 

susceptibility to respiratory infections. Such infections further alter the clinical status of 

COPD patients, indirectly causing extensive morbidity and mortality. Acute exacerbation of 

COPD (AECOPD) in patients is associated with an inexorable decline in lung function, 

enhanced oedema as well as airway and systemic inflammation. Bacterial infections by 

Streptococcus pneumonia and Haemophilus influenzae are the major cause of AE-COPD (1). 

The outcome of the infection is tightly related to the efficiency of the anti-bacterial host 

response. Among the factors orchestrating the anti-bacterial response, Th17 cytokines, 

including interleukin (IL)-17 and IL22, play a major role in the clearance of S. pneumoniae by 

modulating the secretion of antimicrobial peptides and the recruitment of effector cells (4, 

5). These cytokines also maintain the lung homeostasis by limiting tissue injury, this process 

being essential in order to prevent secondary bacterial invasion (6, 7). IL-22 with IL-19, IL-20, 

IL-24 and IL-26 belong to the IL20 cytokine family. 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 IL-20Rb chains 

(8, 9). Moreover, IL-20 and IL-24 bind the type II IL-20R a heterodimeric receptor composed 
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of the IL-22 receptor-a1 subunit and IL-20Rb. Thus blocking antibodies against IL-20Rb 

subunit can efficiently neutralize this pathway. These IL-20 receptors are mainly expressed 

on epithelial cells and mononuclear phagocytes, but also on activated neutrophils and some 

lymphocytes (8, 10). The role of IL-20 related cytokines is controversial and exhibited “anti-

inflammatory” effects involved in the cutaneous tissue homeostasis and wound-healing. 

However, Myles et al. have shown that IL-20 related cytokines promote cutaneous 

Staphylococcus aureus infection in mice by downregulating IL-17 and IL-22 production (11). 

Previous data demonstrated that IL-20 cytokines are induced by S. pneumoniae (12). In COPD 

mice, exposure to CS led to higher expression of IL-19 and IL-20 mRNA in the lung and 

infection with S. pneumoniae markedly enhanced the expression of IL-19, IL-20 and IL-24. In 

an experimental model mimicking the COPD disease in mice developed by chronic exposure 

to cigarette smoke (CS) (13), it was shown that an increased susceptibility to respiratory 

pathogens was related to defective IL-22 production (14, 15). In contrast these animals 

exhibited an increased expression of IL-19, IL20 and IL-24 in response to S. pneumoniae or 

NTHi. Treatment with anti-IL-20Rb blocking antibodies increased the bacterial clearance in 

control mice infected by S. pneumoniae (12) and protected CS-exposed mice from bacterial 

infection, by decreasing the bacterial burden and the inflammatory infiltrate 

(WO2016083304). Therefore, there is an interest for generating monoclonal antibodies 

specific for IL-20Rb with a neutralizing activity for their use in the treatment of AE-COPD.  

  

SUMMARY OF THE INVENTION:  

As defined by the claims, the present invention relates to monoclonal antibodies 

specific for IL-20Rb and their use for therapeutic purposes in particular for the treatment of 

AE-COPD.  

  

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION:  

The present invention relates to antibodies that are specific for IL-20Rb and binds to 

the extracellular domain of IL-20Rb.  

  

As used herein, the term “IL-20 cytokines” has its general meaning in the art and 

refers to a subgroup in the IL-10 cytokine family which comprises IL-19 (Exemplary Human 
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NCBI Reference Sequence: NP_715639.1), IL-20 (Exemplary Human NCBI Reference 

Sequence: NP_061194.2) and IL-24 (Exemplary Human NCBI Reference Sequence: 

NP_006841.1). IL20 cytokines are very close to IL-22 and belong to the same subgroup of IL-

10 cytokine family. IL-19 and IL-20 act via a receptor complex that consists of the IL-20Ra and 

IL-20Rb chains present on epithelial, antigen-presenting cells, some lymphocytes and 

granulocytes. IL-20 and IL-24 are additionally able to signal via a second receptor complex 

(IL-22Ra/IL-20Rb).  

  

As used herein, the term “IL-20Rb” has its general meaning in the art and refers to the 

interleukin-20 receptor subunit beta. An exemplary human amino acid sequence of IL-20Rb 

is represented by SEQ ID NO:1. The extracellular domain of IL-20-RB consists of the amino 

acid sequence that ranges from the residue at position 30 to the amino acid residue at 

position 233 in SEQ ID NO:1.  

  

 SEQ ID NO:1>sp|Q6UXL0|I20RB_HUMAN Interleukin-20 receptor 

subunit beta OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IL20RB PE=1 SV=1  
MQTFTMVLEEIWTSLFMWFFYALIPCLLTDEVAILPAPQNLSVLSTNMKHLLMWSPVIAP  
GETVYYSVEYQGEYESLYTSHIWIPSSWCSLTEGPECDVTDDITATVPYNLRVRATLGSQ  
TSAWSILKHPFNRNSTILTRPGMEITKDGFHLVIELEDLGPQFEFLVAYWRREPGAEEHV  

  KMVRSGGIPVHLETMEPGAAYCVKAQTFVKAIGRYSAFSQTECVEVQGEAIPLVLALFAF  
VGFMLILVVVPLFVWKMGRLLQYSCCPVVVLPDTLKITNSPQKLISCRREEVDACATAVM 

SPEELLRAWIS  

  

As used herein the term "antibody" or "immunoglobulin" have the same meaning, 

and will be used equally in the present invention. The term "antibody" as used herein refers 

to immunoglobulin molecules and immunologically active portions of immunoglobulin 

molecules, i.e., molecules that contain an antigen binding site that immunospecifically binds 

an antigen. As such, the term antibody encompasses not only whole antibody molecules, but 

also antibody fragments as well as variants (including derivatives) of antibodies and antibody 

fragments. In natural antibodies, two heavy chains are linked to each other by disulfide 

bonds and each heavy chain is linked to a light chain by a disulfide bond. There are two types 

of light chain, lambda (1) and kappa (k). There are five main heavy chain classes (or isotypes) 

which determine the functional activity of an antibody molecule: IgM, IgD, IgG, IgA and IgE. 

Each chain contains distinct sequence domains. The light chain includes two domains, a 

variable domain (VL) and a constant domain (CL). The heavy chain includes four (α, γ, δ) to 
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five (μ, ε) domains, a variable domain (VH) and three to four constant domains (CH1, CH2, 

CH3 and CH4 collectively referred to as CH). The variable regions of both light (VL) and heavy 

(VH) chains determine binding recognition and specificity to the antigen. The constant region 

domains of the light (CL) and heavy (CH) chains confer important biological properties such 

30 as antibody chain association, secretion, trans-placental mobility, complement binding, 

and binding to Fc receptors (FcR). The Fv fragment is the N-terminal part of the Fab fragment 

of an immunoglobulin and consists of the variable portions of one light chain and one heavy 

chain. The specificity of the antibody resides in the structural complementarity between the 

antibody combining site and the antigenic determinant. Antibody combining sites are made 

up of residues 35 that are primarily from the hypervariable or complementarity determining 

regions (CDRs). Occasionally, residues from nonhypervariable or framework regions (FR) can 

participate to the antibody binding site or influence the overall domain structure and hence 

the combining site. CDRs refer to amino acid sequences which together define the binding 

affinity and specificity of the natural Fv region of a native immunoglobulin binding site. The 

light and heavy chains of an immunoglobulin each have three CDRs, designated L-CDR1, L-

CDR2, L-CDR3 and HCDR1, H-CDR2, H-CDR3, respectively. An antigen-binding site, therefore, 

typically includes six CDRs, comprising the CDR set from each of a heavy and a light chain V 

region. Framework Regions (FRs) refer to amino acid sequences interposed between CDRs. 

The residues in antibody variable domains are conventionally numbered according to a 

system devised by Kabat et al. This system is set forth in Kabat et al., 1987, in Sequences of 

Proteins of Immunological Interest, US Department of Health and Human Services, NIH, USA 

(hereafter “Kabat et al.”). This numbering system is used in the present specification. The 

Kabat residue designations do not always correspond directly with the linear numbering of 

the amino acid residues in SEQ ID sequences. The actual linear amino acid sequence may 

contain fewer or additional amino acids than in the strict Kabat numbering corresponding to 

a shortening of, or insertion into, a structural component, whether framework or 

complementarity determining region (CDR), of the basic variable domain structure. The 

correct Kabat numbering of residues may be determined for a given antibody by alignment 

of residues of homology in the sequence of the antibody with a “standard” Kabat numbered 

sequence. The CDRs of the heavy chain variable domain are located at residues 31-35B (VH-

CDR1), residues 50-65 (VH-CDR2) and residues 95-102 (VH-CDR3) according to the Kabat 

numbering system. The CDRs of the light chain variable domain are located at residues 24-34 
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(VL-CDR1), residues 50-56 (VL-CDR2) and residues 89-97 (VL-CDR3) according to the Kabat 

numbering system. 

As used herein, the terms "monoclonal antibody", "monoclonal Ab", "monoclonal 

antibody composition", "mAb", or the like, as used herein refer to a preparation of antibody 

molecules of single molecular composition. A monoclonal antibody composition displays a 

single binding specificity and affinity for a particular epitope. Accordingly, the term "human 

monoclonal antibody" refers to antibodies displaying a single binding specificity which have 

variable and constant regions derived from human germline immunoglobulin sequences. 

 

In some embodiments, the antibody of the present invention is an antibody molecule 

selected from the group consisting of a whole antibody, a Fv, a scFv, a Fab, a F(ab)'2, a 

defucosylated antibody, or a bi-specific antibody. 

 

As used herein, a “whole antibody” or an “intact antibody” is one which comprises an 

antigen-binding site as well as a CL and at least heavy chain constant domains, CH1, CH2 and 

CH3. The constant domains may be native sequence constant domains (e.g., human native 

sequence constant domains) or amino acid sequence variants thereof. 

 

As used herein, the term "antibody fragment" refers to at least one portion of an 

intact antibody, preferably the antigen binding region or variable region of the intact 

antibody, that retains the ability to specifically interact with (e.g., by binding, steric 

hindrance, stabilizing/destabilizing, spatial distribution) an epitope of an antigen. Examples 

of antibody fragments include, but are not limited to, Fab, Fab', F(ab')2, Fv fragments, single 

chain antibody molecules, in particular scFv antibody fragments, disulfide-linked Fvs (sdFv), a 

Fd fragment consisting of the VH and CHI domains, linear antibodies, single domain 

antibodies such as, for example, sdAb (either VL or VH), camelid VHH domains, multi-specific 

antibodies formed from antibody fragments such as, for example, a bivalent fragment 

comprising two Fab fragments linked by a disulfide bridge at the hinge region, and an 

isolated CDR or other epitope binding fragments of an antibody. An antigen binding 

fragment can also be incorporated into single domain antibodies, maxibodies, minibodies, 

nanobodies, intrabodies, diabodies, triabodies, tetrabodies, v-NAR and bis-scFv (see, e.g., 
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Hollinger and Hudson, Nature Biotechnology 23:1126-1136, 2005). Antigen binding 

fragments can also be grafted into scaffolds based on polypeptides such as a fibronectin type 

III (see U.S. Patent No.: 6,703,199, which describes fibronectin polypeptide minibodies). 

Papain digestion of antibodies produces two identical antigen-binding fragments, called 

"Fab" fragments, and a residual "Fc" fragment, a designation reflecting the ability to 

crystallize readily. 

 

As used herein, a “functional fragment or analog of an antibody” is a compound 

having qualitative biological activity in common with a full-length antibody. For example, a 

functional fragment or analog of an anti-IgE antibody is one that can bind to an IgE 

immunoglobulin in such a manner so as to prevent or substantially reduce the ability of such 

molecule from having the ability to bind to the high affinity receptor, Fc[epsilon]RI. 

 

"Fv" is the minimum antibody fragment that contains a complete antigen-recognition 

and -binding site. This fragment consists of a dimer of one heavy- and one light-chain 

variable region domain in tight, non-covalent association. From the folding of these two 

domains emanate six hypervariable loops (three loops each from the H and L chain) that 

contribute the amino acid residues for antigen binding and confer antigen binding specificity 

to the antibody. However, even a single variable domain (or half of an Fv comprising only 

three CDRs specific for an antigen) has the ability to recognize and bind antigen, although at 

a lower affinity than the entire binding site.  

  

Fragments and derivatives of antibodies of this invention (which are encompassed by 

the term “antibody” as used in this application, unless otherwise stated or clearly 

contradicted by context), can be produced by techniques that are known in the art. 

“Fragments” comprise a portion of the intact antibody, generally the antigen binding site or 

variable region. Examples of antibody fragments include Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2, and Fv 

fragments; diabodies; any antibody fragment that is a polypeptide having a primary 

structure consisting of one uninterrupted sequence of contiguous amino acid residues 

(referred to herein as a “single-chain antibody fragment” or “single chain polypeptide”), 

including without limitation (1) single chain Fv molecules (2) single chain polypeptides 
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containing only one light chain variable domain, or a fragment thereof that contains the 

three CDRs of the light chain variable domain, without an associated heavy chain moiety and 

(3) single chain polypeptides containing only one heavy chain variable region, or a fragment 

thereof containing the three CDRs of the heavy chain variable region, without an associated 

light chain moiety; and multispecific antibodies formed from antibody fragments. Fragments 

of the present antibodies can be obtained using standard methods. For instance, Fab or 

F(ab')2 fragments may be produced by protease digestion of the isolated antibodies, 

according to conventional techniques. It will be appreciated that immunoreactive fragments 

can be modified using known methods, for example to slow clearance in vivo and obtain a 

more desirable pharmacokinetic profile the fragment may be modified with polyethylene 

glycol (PEG). Methods for coupling and site-specifically conjugating PEG to a Fab' fragment 

are described in, for example, Leong et al., Cytokines 16 (3): 106-119 (2001) and Delgado et 

al., Br. J. Cancer 5 73 (2): 175- 182 (1996), the disclosures of which are incorporated herein 

by reference.  

  

In some embodiments, the antibody of the present invention is a chimeric antibody, 

a humanized antibody or a human antibody.  

  

As used herein, the term "chimeric antibody" refers to an antibody which comprises a 

VH domain and a VL domain of a non-human antibody, and a CH domain and a CL domain of 

a human antibody. In some embodiments, a “chimeric antibody” is an antibody molecule in 

which (a) the constant region (i.e., the heavy and/or light chain), or a portion thereof, is 

altered, replaced or exchanged so that the antigen binding site (variable region) is linked to a 

constant region of a different or altered class, effector function and/or species, or an entirely 

different molecule which confers new properties to the chimeric antibody, e.g., an enzyme, 

toxin, hormone, growth factor, drug, etc.; or (b) the variable region, or a portion thereof, is 

altered, replaced or exchanged with a variable region having a different or altered antigen 

specificity. Chimeric antibodies also include primatized and in particular humanized 

antibodies. Furthermore, chimeric antibodies may comprise residues that are not found in 

the recipient antibody or in the donor antibody. These modifications are made to further 

refine antibody performance. For further details, see Jones et al., Nature 321:522-525 
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(1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); and Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 

2:593-596 (1992). (see U.S. Pat. No. 4,816,567; and Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA, 81:6851-6855 (1984)).  

 As used hereon, the term “humanized antibody” refers to an antibody having 

variable region framework and constant regions from a human antibody but retains the 

CDRs of a previous non-human antibody. In some embodiments, a humanized antibody 

contains minimal sequence derived from non-human immunoglobulin. For the most part, 

humanized antibodies and antibody fragments thereof may be human immunoglobulins 

(recipient antibody or antibody fragment) in which residues from a complementary-

determining region (CDR) of the recipient are replaced by residues from a CDR of a non-

human species (donor antibody) such as mouse, rat or rabbit having the desired specificity, 

affinity, and capacity. In some instances, Fv framework region (FR) residues of the human 

immunoglobulin are replaced by corresponding non-human residues. Furthermore, a 

humanized antibody/antibody fragment can comprise residues which are found neither in 

the recipient antibody nor in the imported CDR or framework sequences. Such antibodies 

are designed to maintain the binding specificity of the non-human antibody from which the 

binding regions are derived, but to avoid an immune reaction against the non-human 

antibody. These modifications can further refine and optimize antibody or antibody 

fragment performance. In general, the humanized antibody or antibody fragment thereof 

will comprise substantially all of at least one, and typically two, variable domains, in which all 

or substantially all of the CDR regions correspond to those of a nonhuman immunoglobulin 

and all or a significant portion of the FR regions are those of a human immunoglobulin 

sequence. The humanized antibody or antibody fragment can also comprise at least a 

portion of an immunoglobulin constant region (Fc), typically that of a human 

immunoglobulin. For further details, see Jones et al., Nature, 321: 522-525, 1986; Reichmann 

et al., Nature, 332: 323-329, 1988; Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596, 1992.   

  

As used herein the term "human monoclonal antibody", is intended to include 

antibodies having variable and constant regions derived from human immunoglobulin 

sequences. The human antibodies of the present invention may include amino acid residues 

not encoded by human immunoglobulin sequences (e.g., mutations introduced by random or 



ANNEXES 

210 
 

site-specific mutagenesis in vitro or by somatic mutation in vivo). However, in some 

embodiments, the term "human monoclonal antibody", as used herein, is not intended to 

include antibodies in which CDR sequences derived from the germline of another 

mammalian species, such as a mouse, have been grafted onto human framework sequences.  

  

In some embodiments, the antibody of the present invention is isolated. As used 

herein, an "isolated antibody" is one that has been separated and/or recovered from a 

component of its natural environment. Contaminant components of its natural environment 

are materials that may interfere with diagnostic or therapeutic uses of the antibody, and 

may include enzymes, hormones, and other proteinaceous or non-proteinaceous 

components. In preferred embodiments, the antibody is purified: (1) to greater than 95% by 

weight of antibody as determined by the Lowry method, and most preferably more than 99% 

by weight; (2) to a degree sufficient to obtain at least 15 residues of N-terminal or internal 

amino acid sequence by use of a spinning cup sequenator; or (3) to homogeneity as shown 

by SDS-PAGE under reducing or non-reducing conditions and using Coomassie blue or, 

preferably, silver staining. Isolated antibody includes the antibody in situ within recombinant 

cells since at least one component of the antibody's natural environment will not be present. 

Ordinarily, however, isolated antibody will be prepared by at least one purification step.  

  

As used herein, the term “binding” refers to a direct association between two 

molecules, due to, for example, covalent, electrostatic, hydrophobic, and ionic and/or 

hydrogen-bond interactions, including interactions such as salt bridges and water bridges. In 

particular, as used herein, the term "binding'' in the context of the binding of an antibody to 

a predetermined antigen or epitope typically is a binding with an affinity corresponding to a 

KD of about 10-7 M or less, such as about 10-8 M or less, such as about 10-9 M or less, about 

10-10 M or less, or about 10-11 M or even less. Methods for measuring the KD of an antibody 

are well known in the art and include, without limitation, surface plasmon resonance (SPR) 

technology in a BIAcore 3000 instrument using a soluble form of the antigen as the ligand 

and the antibody as the analyte. BIACORE® (GE Healthcare, Piscaataway, NJ) is one of a 

variety of surface plasmon resonance assay formats that are routinely used to epitope bin 

panels of monoclonal antibodies. Affinities of antibodies can be readily determined using 
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other conventional techniques, for example, those described by Scatchard et al., (Ann. N.Y. 

Acad. Sci. USA 51:660 (1949)). Binding properties of an antibody to antigens, cells or tissues 

may generally be determined and assessed using immunodetection methods including, for 

example, immunofluorescence-based assays, such as immunohistochemistry (IHC) and/or 

fluorescence-activated cell sorting (FACS). Typically, an antibody binds to the predetermined 

antigen with an affinity corresponding to a KD that is at least ten-fold lower, such as at least 

100-fold lower, for instance at least 1,000-fold lower, such as at least 10,000-fold lower, for 

instance at least 100,000-fold lower than its KD for binding to a non-specific antigen (e.g., 

BSA, casein), which is not identical or closely related to the predetermined antigen. When 

the KD of the antibody is very low (that is, the antibody has a high affinity), then the KD with 

which it binds the antigen is typically at least 10,000-fold lower than its KD for a non-specific 

antigen.  An antibody is said to essentially not bind an antigen or epitope if such binding is 

either not detectable (using, for example, plasmon resonance (SPR) technology in a BIAcore 

3000 instrument using a soluble form of the antigen as the ligand and the antibody as the 

analyte), or is 100 fold, 500 fold, 1000 fold or more than 1000 fold less than the binding 

detected by that antibody and an antigen or epitope having a different chemical structure or 

amino acid sequence.  

  

As used herein, the term “specificity” refers to the ability of an antibody to 

detectably bind an epitope presented on an antigen, such as IL-20Rb, while having relatively 

little detectable reactivity with non-IL-20Rb proteins. In particular, the antibody of the 

present invention has no specificity for IL-20Ra and IL-22Ra1. Specificity can be relatively 

determined by binding or competitive binding assays, using, e.g., Biacore instruments, as 

described elsewhere herein. Specificity can be exhibited by, e.g., an about 10:1, about 20:1, 

about 50:1, about 100:1, 10.000:1 or greater ratio of affinity/avidity in binding to the specific 

antigen versus nonspecific binding to other irrelevant molecules (in this case the specific 

antigen is a IL-20Rb polypeptide). The term “affinity”, as used herein, means the strength of 

the binding of an antibody to an epitope. The affinity of an antibody is given by the 

dissociation constant Kd, defined as [Ab] x [Ag] / [Ab-Ag], where [Ab-Ag] is the molar 

concentration of the antibodyantigen complex, [Ab] is the molar concentration of the 

unbound antibody and [Ag] is the molar concentration of the unbound antigen. The affinity 
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constant Ka is defined by 1/Kd. Preferred methods for determining the affinity of mAbs can 

be found in Harlow, et al., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 

Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1988), Coligan et al., eds., Current Protocols in Immunology, 

Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience, N.Y., (1992, 1993), and Muller, Meth. 

Enzymol. 92:589-601 (1983), which references are entirely incorporated herein by reference. 

One preferred and standard method well known in the art for determining the affinity of 

mAbs is the use of Biacore instruments.  

  

In some embodiments, the monoclonal antibody of the present invention cross-

competes for binding to IL-20Rb with the monoclonal antibody comprising a heavy chain 

comprising the following CDRs i) the VH-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:2 (NY-X3-MN 

wherein X3 is S or A), ii) the VH-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:3 (YISGSSRYISYADFVKG) and 

iii) the VH-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:4 (SYYGMDV) and a light chain comprising the 

following CDRs: i) the VL-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:5 (AGTSSDVGGNYYVS), ii) the VL-

CDR2 as set forth in SEQ ID NO:6 (GDSYRPS) and iii) the VL-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7 

(SSYTYYSTRV).  

  

In some embodiments, the monoclonal antibody of the present invention cross-

competes for binding to IL-20Rb with the monoclonal antibody comprising a heavy chain 

comprising the following CDRs i) the VH-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:8 (NYSMN), ii) the 

VH-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:3 (YISGSSRYISYADFVKG) and iii) the VH-CDR3 as set forth 

in SEQ ID NO:4 (SYYGMDV) and a light chain comprising the following CDRs: i) the VLCDR1 as 

set forth in SEQ ID NO:5 (AGTSSDVGGNYYVS), ii) the VL-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:6 

(GDSYRPS) and iii) the VL-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7 (SSYTYYSTRV).  

  

In some embodiments, the monoclonal antibody of the present invention cross-

competes for binding to IL-20Rb with the monoclonal antibody comprising a heavy chain 

comprising the following CDRs i) the VH-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:9 (NYAMN), ii) the 

VH-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:3 (YISGSSRYISYADFVKG) and iii) the VH-CDR3 as set forth 

in SEQ ID NO:4 (SYYGMDV) and a light chain comprising the following CDRs: i) the VLCDR1 as 
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set forth in SEQ ID NO:5 (AGTSSDVGGNYYVS), ii) the VL-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:6 

(GDSYRPS) and iii) the VL-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7 (SSYTYYSTRV).  

  

As used herein, the term “cross-competes” refers to monoclonal antibodies which 

share the ability to bind to a specific region of an antigen. In the present disclosure the 

monoclonal antibody that “cross-competes" has the ability to interfere with the binding of 

another monoclonal antibody for the antigen in a standard competitive binding assay. Such a 

monoclonal antibody may, according to non-limiting theory, bind to the same or a related or 

nearby (e.g., a structurally similar or spatially proximal) epitope as the antibody with which it 

competes. Cross-competition is present if antibody A reduces binding of antibody B at least 

by 60%, specifically at least by 70% and more specifically at least by 80% and vice versa in 

comparison to the positive control which lacks one of said antibodies. As the skilled artisan 

appreciates competition may be assessed in different assay set-ups. One suitable assay 

involves the use of the Biacore technology (e.g., by using the BIAcore 3000 instrument 

(Biacore, Uppsala, Sweden)), which can measure the extent of interactions using surface 

plasmon resonance technology. Another assay for measuring cross-competition uses an 

ELISA-based approach. Furthermore, a high throughput process for "binning" antibodies 

based upon their cross-competition is described in International Patent Application No. 

WO2003/48731.  

  

In some embodiment, the antibody of the invention comprises a heavy chain 

comprising the following CDRs i) the VH-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:2 (NY-X3-MN 

wherein X3 is S or A), ii) the VH-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:3 (YISGSSRYISYADFVKG) and 

iii) the VH-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:4 (SYYGMDV) and a light chain comprising the 

following CDRs: i) the VL-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:5 (AGTSSDVGGNYYVS), ii) the VL-

CDR2 as set forth in SEQ ID NO:6 (GDSYRPS) and iii) the VL-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7 

(SSYTYYSTRV).  

  

In some embodiments, the monoclonal antibody of the present invention comprises 

a heavy chain comprising the following CDRs i) the VH-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:8 

(NYSMN), ii) the VH-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:3 (YISGSSRYISYADFVKG) and iii) the VH-
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CDR3 as set forth in SEQ ID NO:4 (SYYGMDV) and a light chain comprising the following 

CDRs: i) the VL-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:5 (AGTSSDVGGNYYVS), ii) the VL-CDR2 as set 

forth in SEQ ID NO:6 (GDSYRPS) and iii) the VL-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7 

(SSYTYYSTRV).  

  

In some embodiments, the monoclonal antibody of the present invention comprises 

a heavy chain comprising the following CDRs i) the VH-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:9 

(NYAMN), ii) the VH-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:3 (YISGSSRYISYADFVKG) and iii) the VH-

CDR3 as set forth in SEQ ID NO:4 (SYYGMDV) and a light chain comprising the following 

CDRs: i) the VL-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:5 (AGTSSDVGGNYYVS), ii) the VL-CDR2 as set 

forth in SEQ ID NO:6 (GDSYRPS) and iii) the VL-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7 

(SSYTYYSTRV).  

  

In some embodiments, the antibody of the present invention comprises a heavy 

chain having 70 % of identity with SEQ ID NO:10 or SEQ ID NO:11 and/or a light chain having 

70 % of identity with SEQ ID NO:12.  

  

SEQ ID NO:10: heavy chain of the B7 antibody FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3- 

CDR3-FR4  

EVQLVESGGSLVKPGGSLRLSCAASGFTFS NYSMN WVRQAPGKGLEWIS YISGSSRYISYADFVKG  

RFTISRDNATNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCVR SYYGMDV WGRGTLVTVSS  

  

SEQ ID NO:11 heavy chain of the B7mut antibody FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3- 

CDR3-FR4  
EVQLVESGGSLVKPGGSLRLSCAASGFTFS NYAMN WVRQAPGKGLEWIS YISGSSRYISYADFVKG  

RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCVR SYYGMDV WGRGTLVTVSS  

  

SEQ ID NO:12: light chain of the B7 or B7mut antibody FR1-CDR1-FR2- 

CDR2-FR3-CDR3-FR4  

QSVLTQPASVSGSPGQSITISC AGTSSDVGGNYYVS WYQQHPGKAPKLMIY GDSYRPS 

GVSNRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYC SSYTYYSTRV FGGGTKLAVLG  

  

According to the invention, a first amino acid sequence having at least 70% of identity 

with a second amino acid sequence means that the first sequence has 70; 71; 72; 73; 74; 75; 
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76; 77; 78; 79; 80; 81; 82; 83; 84; 85; 86; 87; 88; 89; 90; 91; 92; 93; 94; 95; 96; 97; 98; 99 or 

100% of identity with the second amino acid sequence. Sequence identity is frequently 

measured in terms of percentage identity (or similarity or homology); the higher the 

percentage, the more similar are the two sequences. Methods of alignment of sequences for 

comparison are well known in the art. Various programs and alignment algorithms are 

described in: Smith and Waterman, Adv. Appl. Math., 2:482, 1981; Needleman and Wunsch, 

J. Mol. Biol., 48:443, 1970; Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 85:2444, 1988; 

Higgins and Sharp, Gene, 73:237-244, 1988; Higgins and Sharp, CABIOS, 5:151-153, 1989; 

Corpet et al. Nuc. Acids Res., 16:10881-10890, 1988; Huang et al., Comp. Appls Biosci., 8:155-

165, 1992; and Pearson et al., Meth. Mol. Biol., 24:307-31, 1994). Altschul et al., Nat. Genet., 

6:119-129, 1994, presents a detailed consideration of sequence alignment methods and 

homology calculations. By way of example, the alignment tools ALIGN (Myers and Miller, 

CABIOS 4:11-17, 1989) or LFASTA (Pearson and Lipman, 1988) may be used to perform 

sequence comparisons (Internet Program® 1996, W. R. Pearson and the University of 

Virginia, fasta20u63 version 2.0u63, release date December 1996). ALIGN compares entire 

sequences against one another, while LFASTA compares regions of local similarity. These 

alignment tools and their respective tutorials are available on the Internet at the NCSA 

Website, for instance. Alternatively, for comparisons of amino acid sequences of greater 

than about 30 amino acids, the Blast 2 sequences function can be employed using the 

default BLOSUM62 matrix set to default parameters, (gap existence cost of 11, and a per 

residue gap cost of 1). When aligning short peptides (fewer than around 30 amino acids), the 

alignment should be performed using the Blast 2 sequences function, employing the PAM30 

matrix set to default parameters (open gap 9, extension gap 1 penalties). The BLAST 

sequence comparison system is available, for instance, from the NCBI web site; see also 

Altschul et al., J. Mol. Biol., 215:403-410, 1990; Gish. & States, Nature Genet., 3:266-272, 

1993; Madden et al. Meth. Enzymol., 266:131-141, 1996; Altschul et al., Nucleic Acids Res., 

25:3389-3402, 1997; and Zhang & Madden, Genome Res., 7:649-656, 1997.  

  

In some embodiments, the heavy chain and/or the light chain of the antibody of the 

invention comprises conservative sequence modifications. The term "conservative sequence 

modifications" refers to amino acid modifications that do not significantly affect or alter the 
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biologic function of the protein containing the amino acid sequence. Such conservative 

modifications include amino acid substitutions, additions and deletions. Modifications can be 

introduced into a protein by standard techniques known in the art, such as site-directed 

mutagenesis and PCR-mediated mutagenesis. A “conservative substitution” is one in which 

an amino acid is substituted for another amino acid that has similar properties, such that one 

skilled in the art of peptide chemistry would expect the secondary structure and hydropathic 

nature of the polypeptide to be substantially unchanged. Amino acid substitutions are 

generally therefore based on the relative similarity of the amino acid side-chain substituents, 

for example, their hydrophobicity, hydrophilicity, charge, size, and the like. Exemplary 

substitutions that take various of the foregoing characteristics into consideration are well 

known to those of skill in the art and include: arginine and lysine; glutamate and aspartate; 

serine and threonine; glutamine and asparagine; and valine, leucine and isoleucine. Amino 

acid substitutions may further be made on the basis of similarity in polarity, charge, 

solubility, hydrophobicity, hydrophilicity and/or the amphipathic nature of the residues. For 

example, negatively charged amino acids include aspartic acid and glutamic acid; positively 

charged amino acids include lysine and arginine; and amino acids with uncharged polar head 

groups having similar hydrophilicity values include leucine, isoleucine and valine; glycine and 

alanine; asparagine and glutamine; and serine, threonine, phenylalanine and tyrosine. Other 

groups of amino acids that may represent conservative changes include: (1) ala, pro, gly, glu, 

asp, gln, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg, his; and 

(5) phe, tyr, trp, his. Other families of amino acid residues having similar side chains have 

been defined in the art. These families include amino acids with basic side chains (e.g., lysine, 

arginine, histidine), acidic side chains (e.g., aspartic acid, glutamic acid), uncharged polar side 

chains (e.g., glycine, asparagine, glutamine, serine, threonine, tyrosine, cysteine, 

tryptophan), nonpolar side chains (e.g., alanine, valine, leucine, isoleucine, proline, 

phenylalanine, methionine), beta-branched side chains (e.g., threonine, valine, isoleucine) 

and aromatic side chains (e.g., tyrosine, phenylalanine, tryptophan, histidine). Thus, one or 

more amino acid residues within an antibody of the invention can be replaced with other 

amino acid residues from the same side chain family and the altered antibody can be tested 

for binding to IL-20Rb.  
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In some embodiments, the antibody of the present invention comprises the heavy 

chain as set forth in SEQ ID NO:10 or SEQ ID NO:11 and the light chain as set forth in SEQ ID 

NO:12.  

  

In some embodiments, the antibody (preferably the monoclonal antibody) of the 

present invention does not comprise a Fc region that mediates antibody-dependent cell-

mediated cytotoxicity and thus does not comprise an Fc portion that induces antibody 

dependent cellular cytotoxicity (ADCC). In some embodiments, the antibody (preferably the 

monoclonal antibody) of the present invention does not comprise an Fc region that induces 

complement dependent cytotoxicity (CDC) or antibody-dependent phagocytosis. In some 

embodiments the antibody (preferably the monoclonal antibody) of the present invention 

does not lead, directly or indirectly, to the depletion of cells expressing IL-20Rb polypeptides 

(e.g., do not lead to a 10%, 20%, 50%, 60% or greater elimination or decrease in number of 

IL-20Rb+ Cells). In some embodiments, the antibody (preferably the monoclonal antibody) of 

the present invention does not comprise an Fc domain capable of substantially binding to a 

Fc RIIIA (CD16) polypeptide. In some embodiments, the antibody (preferably the 

monoclonal antibody) of the present invention lacks an Fc domain (e.g., lacks a CH2 and/or 

CH3 domain) or comprises an Fc domain of IgG2 or IgG4 isotype. In some embodiments, the 

antibody (preferably the monoclonal antibody) of the present invention comprises an Fc 

domain (e.g. of IgG1) with an altered glycosylation profile, resulting in the absence of ADCC 

activity of the antibody. In some embodiments, the antibody (preferably the monoclonal 

antibody) of the present invention consists of or comprises a Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2, Fv, a 

diabody, single-chain antibody fragment, or a multispecific antibody comprising multiple 

different antibody fragments. In some embodiments, the antibody (preferably the 

monoclonal antibody) of the present invention is not linked to a toxic moiety. In some 

embodiments, one or more amino acids selected from amino acid residues can be replaced 

with a different amino acid residue such that the antibody has altered C2q binding and/or 

reduced or abolished CDC. This approach is described in further detail in U.S. Patent Nos. 

6,194,551 by ldusogie et al.  
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As used herein “Fc region” includes the polypeptides comprising the constant region 

of an antibody excluding the first constant region immunoglobulin domain. Thus, Fc refers to 

the last two constant region immunoglobulin domains of IgA, IgD, and IgG, and the last three 

constant region immunoglobulin domains of IgE and IgM, and the flexible hinge N-terminal 

to these domains. For IgA and IgM Fc may include the J chain. For IgG, Fc comprises 

immunoglobulin domains Cgamma2 and Cgamma3 (Cγ2 and Cγ3) and the hinge between 

Cgamma1 (Cγ1) and Cgamma2 (Cγ2). Although the boundaries of the Fc region may vary, the 

human IgG heavy chain Fc region is usually defined to comprise residues C226 or P230 to its 

carboxyl-terminus, wherein the numbering is according to the EU index as in Kabat et al. 

(1991, NIH Publication 91-3242, National Technical Information Service, Springfield, Va.). The 

“EU index as set forth in Kabat” refers to the residue numbering of the human IgG1 EU 

antibody as described in Kabat et al. supra. Fc may refer to this region in isolation, or this 

region in the context of an antibody, antibody fragment, or Fc fusion protein. An Fc variant 

protein may be an antibody, Fc fusion, or any protein or protein domain that comprises an Fc 

region. Particularly preferred are proteins comprising variant Fc regions, which are non-

naturally occurring variants of an Fc region. The amino acid sequence of a non-naturally 

occurring Fc region (also referred to herein as a “variant Fc region”) comprises a substitution, 

insertion and/or deletion of at least one amino acid residue compared to the wild type 

amino acid sequence. Any new amino acid residue appearing in the sequence of a variant Fc 

region as a result of an insertion or substitution may be referred to as a non-naturally 

occurring amino acid residue. Note: Polymorphisms have been observed at a number of Fc 

positions, including but not limited to Kabat 270, 272, 312, 315, 356, and 358, and thus slight 

differences between the presented sequence and sequences in the prior art may exist.  

  

The terms “Fc receptor” or “FcR” are used to describe a receptor that binds to the Fc 

region of an antibody. The primary cells for mediating ADCC, Cells, express FcγRIII, whereas 

monocytes express FcγRI, FcγRII, FcγRIII and/or FcγRIV. FcR expression on hematopoietic 

cells is summarized in Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol., 9:457-92 (1991). To assess 

ADCC activity of a molecule, an in vitro ADCC assay, such as that described in U.S. Pat. No. 

5,500,362 or 5,821,337 may be performed. Useful effector cells for such assays include 

peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and Natural Killer (NK) cells. Alternatively, or 
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additionally, ADCC activity of the molecules of interest may be assessed in vivo, e.g., in an 

animal model such as that disclosed in Clynes et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 95:652-656 

(1998). As used herein, the term “effector cells” are leukocytes which express one or more 

FcRs and perform effector functions. The cells express at least FcγRI, FCγRII, FcγRIII and/or 

FcγRIV and carry out ADCC effector function. Examples of human leukocytes which mediate 

ADCC include peripheral blood mononuclear cells (PBMC), natural killer (NK) cells, 

monocytes, cytotoxic T cells and neutrophils.  

  

The antibody of the present invention is produced by any technique known in the art, 

such as, without limitation, any chemical, biological, genetic or enzymatic technique, either 

alone or in combination. Typically, knowing the amino acid sequence of the desired 

sequence, one skilled in the art can readily produce said antibodies, by standard techniques 

for production of polypeptides. For instance, they can be synthesized using well-known solid 

phase method, preferably using a commercially available peptide synthesis apparatus (such 

as that made by Applied Biosystems, Foster City, California) and following the 

manufacturer’s instructions. Alternatively, antibodies of the present invention can be 

synthesized by recombinant DNA techniques well-known in the art. For example, antibodies 

can be obtained as DNA expression products after incorporation of DNA sequences encoding 

the antibodies into expression vectors and introduction of such vectors into suitable 

eukaryotic or prokaryotic hosts that will express the desired antibodies, from which they can 

be later isolated using well-known techniques.  

  

Accordingly, a further object of the invention relates to a nucleic acid molecule 

encoding an antibody according to the invention. More particularly the nucleic acid molecule 

encodes a heavy chain and/or a light chain of an antibody of the present invention.   

 

As used herein, the term "encoding" refers to the inherent property of specific 

sequences of nucleotides in a polynucleotide, such as, for example, a gene, a cDNA, or an 

mRNA, to serve as templates for synthesis of other polymers and macromolecules in 

biological processes having either a defined sequence of nucleotides (e.g., rRNA, tRNA and 

mRNA) or a defined sequence of amino acids and the biological properties resulting 
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therefrom. Thus, a gene, cDNA, or RNA, encodes a protein if transcription and translation of 

mRNA corresponding to that gene produces the protein in a cell or other biological system. 

Both the coding strand, the nucleotide sequence of which is identical to the mRNA sequence 

and is usually provided in sequence listings, and the non-coding strand, used as the template 

for transcription of a gene or cDNA, can be referred to as encoding the protein or other 

product of that gene or cDNA. Unless otherwise specified, a "nucleotide sequence encoding 

an amino acid sequence" includes all nucleotide sequences that are degenerate versions of 

each other and that encode the same amino acid sequence. The phrase “nucleotide 

sequence that encodes a protein or a RNA” may also include introns to the extent that the 

nucleotide sequence encoding the protein may in some version contain an intron(s). 

Typically, said nucleic acid is a DNA or RNA molecule, which may be included in any suitable 

vector, such as a plasmid, cosmid, episome, artificial chromosome, phage or a viral vector. As 

used herein, the terms "vector", "cloning vector" and "expression vector" mean the vehicle 

by which a DNA or RNA sequence (e.g., a foreign gene) can be introduced into a host cell, so 

as to transform the host and promote expression (e.g., transcription and translation) of the 

introduced sequence. So, a further object of the invention relates to a vector comprising a 

nucleic acid of the invention. Such vectors may comprise regulatory elements, such as a 

promoter, enhancer, terminator and the like, to cause or direct expression of said antibody 

upon administration to a subject. Examples of promoters and enhancers used in the 

expression vector for animal cell include early promoter and enhancer of SV40, LTR 

promoter and enhancer of Moloney mouse leukemia virus, promoter and enhancer of 

immunoglobulin H chain and the like. Any expression vector for animal cell can be used, so 

long as a gene encoding the human antibody C region can be inserted and expressed. 

Examples of suitable vectors include pAGE107, pAGE103, pHSG274, pKCR, pSG1 beta d2-4 

and the like. Other examples of plasmids include replicating plasmids comprising an origin of 

replication, or integrative plasmids, such as for instance pUC, pcDNA, pBR, and the like. 

Other examples of viral vector include adenoviral, retroviral, herpes virus and AAV vectors. 

Such recombinant viruses may be produced by techniques known in the art, such as by 

transfecting packaging cells or by transient transfection with helper plasmids or viruses. 

Typical examples of virus packaging cells include PA317 cells, PsiCRIP cells, GPenv+ cells, 293 

cells, etc. Detailed protocols for producing such replication-defective recombinant viruses 
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may be found for instance in WO 95/14785, WO 96/22378, US 5,882,877, US 6,013,516, US 

4,861,719, US 5,278,056 and WO 94/19478.  

  

As used herein, the term “promoter/regulatory sequence” refers to a nucleic acid 

sequence (such as, for example, a DNA sequence) recognized by the synthetic machinery of 

the cell, or introduced synthetic machinery, required to initiate the specific transcription of a 

polynucleotide sequence, thereby allowing the expression of a gene product operably linked 

to the promoter/regulatory sequence. In some instances, this sequence may be the core 

promoter sequence and in other instances, this sequence may also include an enhancer 

sequence and other regulatory elements which are required for expression of the gene 

product. The promoter/regulatory sequence may, for example, be one which expresses the 

gene product in a tissue specific manner.  

  

As used herein, the term "operably linked" or "transcriptional control" refers to 

functional linkage between a regulatory sequence and a heterologous nucleic acid sequence 

resulting in expression of the latter. For example, a first nucleic acid sequence is operably 

linked with a second nucleic acid sequence when the first nucleic acid sequence is placed in 

a functional relationship with the second nucleic acid sequence. For instance, a promoter is 

operably linked to a coding sequence if the promoter affects the transcription or expression 

of the coding sequence. Operably linked DNA sequences can be contiguous with each other 

and, 25 e.g., where necessary to join two protein coding regions, are in the same reading 

frame.  

  

A further object of the present invention relates to a host cell which has been 

transfected, infected or transformed by a nucleic acid and/or a vector according to the 

invention. As used herein, the term "transformation" means the introduction of a "foreign" 

(i.e., extrinsic or extracellular) gene, DNA or RNA sequence to a host cell, so that the host cell 

will express the introduced gene or sequence to produce a desired substance, typically a 

protein or enzyme coded by the introduced gene or sequence. A host cell that receives and 

expresses introduced DNA or RNA bas been "transformed".  
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The nucleic acids of the invention may be used to produce an antibody of the present 

invention in a suitable expression system. The term "expression system" means a host cell 

and compatible vector under suitable conditions, e.g., for the expression of a protein coded 

for by foreign DNA carried by the vector and introduced to the host cell. Common expression 

systems include E. coli host cells and plasmid vectors, insect host cells and Baculovirus 

vectors, and mammalian host cells and vectors. Other examples of host cells include, without 

limitation, prokaryotic cells (such as bacteria) and eukaryotic cells (such as yeast cells, 

mammalian cells, insect cells, plant cells, etc.). Specific examples include E.coli, 

Kluyveromyces or Saccharomyces yeasts, mammalian cell lines (e.g., Vero cells, CHO cells, 

3T3 cells, COS cells, etc.) as well as primary or established mammalian cell cultures (e.g., 

produced from lymphoblasts, fibroblasts, embryonic cells, epithelial cells, nervous cells, 

adipocytes, etc.). Examples also include mouse SP2/0-Ag14 cell (ATCC CRL1581), mouse 

P3X63-Ag8.653 cell (ATCC CRL1580), CHO cell in which a dihydrofolate reductase gene 

(hereinafter referred to as "DHFR gene") is defective (Urlaub G et al; 1980), rat 

YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20 cell (ATCC CRL1662, hereinafter referred to as "YB2/0 cell"), and 

the like. The present invention also relates to a method of producing a recombinant host cell 

expressing an antibody according to the invention, said method comprising the steps of: (i) 

introducing in vitro or ex vivo a recombinant nucleic acid or a vector as described above into 

a competent host cell, (ii) culturing in vitro or ex vivo the recombinant host cell obtained and 

(iii), optionally, selecting the cells which express and/or secrete said antibody. Such 

recombinant host cells can be used for the production of antibodies of the present invention. 

Examples of vectors include all those known in the art, including, without limitation, cosmids, 

plasmids (e.g., naked or contained in liposomes) and viruses (e.g., lentiviruses, retroviruses, 

adenoviruses, and adeno-associated viruses) that incorporate the recombinant 

polynucleotide.  

  

Antibodies of the present invention are suitably separated from the culture medium 

by conventional immunoglobulin purification procedures such as, for example, protein 

ASepharose, hydroxylapatite chromatography, gel electrophoresis, dialysis, or affinity 

chromatography.  

  



ANNEXES 

223 
 

Accordingly a further object of the present invention relates to the antibody of the 

present invention for use as a drug. More specifically, the present invention provides a 

method of therapy in a patient in need thereof, comprising administering to the patient a 

therapeutically effective amount of an antibody of the present invention.  

  

In some embodiments, the antibody of the present invention is particularly suitable 

for the treatment of acute exacerbation of chronic obstructive pulmonary disease (AE-

COPD).  

  

As used herein, the expression "acute exacerbation of chronic obstructive pulmonary 

disease” or “AE-COPD” has its general meaning in the art and refers to worsening of a 

subject's COPD symptoms from his or her usual state that is beyond normal day-to-day 

variations, and is acute in onset. Typically, the acute exacerbation of COPD is manifested by 

one or more symptoms selected from worsening dyspnea, increased sputum production, 

increased sputum purulence, change in color of sputum, increased coughing, upper airway 

symptoms including colds and sore throats, increased wheezing, chest tightness, reduced 

exercise tolerance, fatigue, fluid retention, and acute confusion, and said method comprises 

reducing the frequency, severity or duration of one or more of said symptoms. Acute 

exacerbation may have various etiologies, but typically may be caused by viral infections, 

bacterial infections, or air pollution.  

For example, approximately 50% of acute exacerbations are due primarily to the 

bacteria Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, and Moraxella catarrhalis (all 

of them causing pneumonia). Viral pathogens associated with acute exacerbations in 

subjects with COPD include rhinoviruses, influenza, parainfluenza, coronavirus, adenovirus, 

and respiratory syncytial virus.  

  

In some embodiments, the acute exacerbation of COPD is caused by a bacterial 

infection. In some embodiments, the acute exacerbation of COPD is caused by a viral 

infection.  

In some embodiments, the acute exacerbation of COPD is caused by air pollution.  
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In some embodiments, the subject experienced an acute exacerbation of COPD or is 

at risk of experiencing an acute exacerbation of COPD. In some embodiments, the subject 

has experienced at least one acute exacerbation of COPD in the past 24 months. In one 

particular embodiment, the subject has experienced at least one acute exacerbation of COPD 

in the past 12 months. In some embodiments, subject is a frequent exacerbator. As used 

herein the term “frequent exacerbator" refers to a subject who suffers from or is undergoing 

treatment for COPD and who experiences at least 2, and more typically 3 or more, acute 

exacerbations during a 12 month period.  

  

In some embodiments, "treating" refers to treating an acute exacerbation of COPD, 

reducing the frequency, duration or severity of an acute exacerbation of COPD, treating one 

or more symptoms of acute exacerbation of COPD, reducing the frequency, duration or 

severity of one or more symptoms of an acute exacerbation of COPD, preventing the 

incidence of acute exacerbation of COPD, or preventing the incidence of one or more 

symptoms of acute exacerbation of COPD, in a human. The reduction in frequency, duration 

or severity is relative to the frequency, duration or seventy of an acute exacerbation or 

symptom in the same human not undergoing treatment according to the methods of the 

present invention. A reduction in frequency, duration or severity of acute exacerbation or 

one or more symptoms of acute exacerbation may be measured by clinical observation by an 

ordinarily skilled clinician with experience of treating COPD subjects or by subjective self-

evaluations by the subject undergoing treatment. Clinical observations by an ordinarily 

skilled clinician may include objective measures of lung function, as well as the frequency 

with which intervention is required to maintain the subject in his or her most stable 

condition, and the frequency of hospital admission and length of hospital stay required to 

maintain the subject in his or her most stable condition. Typically, subjective self-evaluations 

by a subject are collected using industry- recognized and/or FDA-recognized subject reported 

outcome (PRO) tools. Such tools may allow the subject to evaluate specific symptoms or 

other subjective measures of quality of life. An example of one subject reported outcome 

tool is Exacerbations from Pulmonary Disease Tool (EXACT-PRO), which is currently being 

developed for evaluating clinical response in acute bacterial exacerbations by United 
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BioSource Corporation along with a consortium of pharmaceutical industry sponsors in 

consultation with the FDA.  

  

In some embodiments, the treatment is a prophylactic treatment. As used herein, the 

term “prophylactic treatment" refer to any medical or public health procedure whose 

purpose is to prevent a disease. As used herein, the terms "prevent", "prevention" and 

"preventing" refer to the reduction in the risk of acquiring or developing a given condition, 

or the reduction or inhibition of the recurrence or said condition in a subject who is not ill, 

but who has been or may be near a subject with the disease.  

  

A further object of the present invention relates to a composition comprising, 

consisting of or consisting essentially of an antibody of the present invention.  

  

As used herein, "consisting essentially of", with reference to a composition, means 

that the at least one antibody of the invention as described hereinabove is the only one 

therapeutic agent or agent with a biologic activity within said composition.  

  

In some embodiments, the composition of the invention is a pharmaceutical 

composition and further comprises a pharmaceutically acceptable carrier.  

  

The term "pharmaceutically acceptable carrier" refers to an excipient that does not 

produce an adverse, allergic or other untoward reaction when administered to an animal, 

preferably a human. It includes any and all solvents, dispersion media, coatings, antibacterial 

and antifungal agents, isotonic and absorption delaying agents and the like. For human 

administration, preparations should meet sterility, pyrogenicity, general safety and purity 

standards as required by regulatory offices, such as, for example, FDA Office or EMA. 

Pharmaceutically acceptable carriers that may be used in these compositions include, but 

are not limited to, ion exchangers, alumina, aluminum stearate, lecithin, serum proteins, 

such as human serum albumin, buffer substances such as phosphates, glycine, sorbic acid, 

potassium sorbate, partial glyceride mixtures of saturated vegetable fatty acids, water, salts 
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or electrolytes, such as protamine sulfate, disodium hydrogen phosphate, potassium 

hydrogen phosphate, sodium chloride, zinc salts, colloidal silica, magnesium trisilicate, 

polyvinyl pyrrolidone, cellulose-based substances, polyethylene glycol, sodium 

carboxymethylcellulose, polyacrylates, waxes, polyethylene-polyoxypropylene- block 

polymers, polyethylene glycol and wool fat. For use in administration to a patient, the 

composition will be formulated for administration to the patient. The compositions of the 

present invention may be administered orally, parenterally, by inhalation spray, topically, 

rectally, nasally, buccally, vaginally or via an implanted reservoir. The used herein includes 

subcutaneous, intravenous, intramuscular, intra-articular, intra-synovial, intrasternal, 

intrathecal, intrahepatic, intralesional and intracranial injection or infusion techniques. 

Sterile injectable forms of the compositions of this invention may be aqueous or an 

oleaginous suspension. These suspensions may be formulated according to techniques 

known in the art using suitable dispersing or wetting agents and suspending agents. The 

sterile injectable preparation may also be a sterile injectable solution or suspension in a non-

toxic parenterally acceptable diluent or solvent, for example as a solution in 1,3-butanediol. 

Among the acceptable vehicles and solvents that may be employed are water, Ringer's 

solution and isotonic sodium chloride solution. In addition, sterile, fixed oils are 

conventionally employed as a solvent or suspending medium. For this purpose, any bland 

fixed oil may be employed including synthetic mono-or diglycerides. Fatty acids, such as oleic 

acid and its glyceride derivatives are useful in the preparation of injectables, as are natural 

pharmaceutically-acceptable oils, such as olive oil or castor oil, especially in their 

polyoxyethylated versions. These oil solutions or suspensions may also contain a long-chain 

alcohol diluent or dispersant, such as carboxymethyl cellulose or similar dispersing agents 

that are commonly used in the formulation of pharmaceutically acceptable dosage forms 

including emulsions and suspensions. Other commonly used surfactants, such as Tweens, 

Spans and other emulsifying agents or bioavailability enhancers which are commonly used in 

the manufacture of pharmaceutically acceptable solid, liquid, or other dosage forms may 

also be used for the purposes of formulation. The compositions of this invention may be 

orally administered in any orally acceptable dosage form including, but not limited to, 

capsules, tablets, aqueous suspensions or solutions. In the case of tablets for oral use, 

carriers commonly used include lactose and corn starch. Lubricating agents, such as 

magnesium stearate, are also typically added. For oral administration in a capsule form, 
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useful diluents include, e.g., lactose. When aqueous suspensions are required for oral use, 

the active ingredient is combined with emulsifying and suspending agents. If desired, certain 

sweetening, flavoring or coloring agents may also be added. Alternatively, the compositions 

of this invention may be administered in the form of suppositories for rectal administration. 

These can be prepared by mixing the agent with a suitable non-irritating excipient that is 

solid at room temperature but liquid at rectal temperature and therefore will melt in the 

rectum to release the drug. Such materials include cocoa butter, beeswax and polyethylene 

glycols. The compositions of this invention may also be administered topically, especially 

when the target of treatment includes areas or organs readily accessible by topical 

application, including diseases of the eye, the skin, or the lower intestinal tract. Suitable 

topical formulations are readily prepared for each of these areas or organs. For topical 

applications, the compositions may be formulated in a suitable ointment containing the 

active component suspended or dissolved in one or more carriers. Carriers for topical 

administration of the compounds of this invention include, but are not limited to, mineral oil, 

liquid petrolatum, white petrolatum, propylene glycol, polyoxyethylene, polyoxypropylene 

compound, emulsifying wax and water. Alternatively, the compositions can be formulated in 

a suitable lotion or cream containing the active components suspended or dissolved in one 

or more pharmaceutically acceptable carriers. Suitable carriers include, but are not limited 

to, mineral oil, sorbitan monostearate, polysorbate 60, cetyl esters wax, cetearyl alcohol, 

2octyldodecanol, benzyl alcohol and water. Topical application for the lower intestinal tract 

can be effected in a rectal suppository formulation (see above) or in a suitable enema 

formulation.  

Patches may also be used. The compositions of this invention may also be 

administered by nasal aerosol or inhalation. Such compositions are prepared according to 

techniques wellknown in the art of pharmaceutical formulation and may be prepared as 

solutions in saline, employing benzyl alcohol or other suitable preservatives, absorption 

promoters to enhance bioavailability, fluorocarbons, and/or other conventional solubilizing 

or dispersing agents. For example, an antibody present in a pharmaceutical composition of 

this invention can be supplied at a concentration of 10 mg/mL in either 100 mg (10 mL) or 

500 mg (50 mL) single-use vials. The product is formulated for IV administration in 9.0 

mg/mL sodium chloride, 7.35 mg/mL sodium citrate dihydrate, 0.7 mg/mL polysorbate 80, 
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and Sterile Water for Injection. The pH is adjusted to 6.5. An exemplary suitable dosage 

range for an antibody in a pharmaceutical composition of this invention may between about 

1 mg/m2 and 500 mg/m2. However, it will be appreciated that these schedules are exemplary 

and that an optimal schedule and regimen can be adapted taking into account the affinity 

and tolerability of the particular antibody in the pharmaceutical composition that must be 

determined in clinical trials. A pharmaceutical composition of the invention for injection 

(e.g., intramuscular, i.v.) could be prepared to contain sterile buffered water (e.g., 1 ml for 

intramuscular), and between about 1 ng to about 100 mg, e.g., about 50 ng to about 30 mg 

or more preferably, about 5 mg to about 25 mg, of an antibody of the invention.  

  

The invention will be further illustrated by the following figures and examples. 

However, these examples and figures should not be interpreted in any way as limiting the 

scope of the present invention.  

  

FIGURES:  

  

Figure 1: Binding of the recombinant anti-IL-20Rb antibodies (native and mutated B7) 

produced as murine IgG2a to bind recombinant human IL-20Rb. The binding is 

compared with the rat anti-IL-20Rb monoclonal antibody (clone 20RNTC).  The recombinant 

IL-20Rb protein is bound overnight at 4°C to maxisorb Nunc plate at 1 µg/ml concentration in 

PBS. After saturation in PBS plus 10% fetal calf serum for 1h, the antibodies were added at a 

concentration of 1 µg/ml for 2h. After washings, the antibody binding was detected by 

addition of a biotinylated anti-murine IgG and then with streptavidin-HRP (Thermoscientific). 

The reaction is revealed by addition of the TMB substrate and the optical density was read at 

495 nm. The results were expressed as the mean ± SEM of the optical density.   

  

Figure 2: Competition between both anti-IL-20Rb antibodies: our human anti-IL20RB 

antibody (B7) and the rat anti-IL-20Rb monoclonal antibody (clone 20RNTC). Both 

antibodies are labelled with a fluorochrome (APC, B7* and 20RNTC*) as well as the isotype 

control (Clone 13R4*). The binding of the B7* (A) and of 20RNTC* (B) (5 µg/ml) was 

evaluated on bone-marrow-derived dendritic cell (BMDC) in presence of unlabeled 
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antibodies (either B7, 20RNTC and the control 13R4) at different concentrations (5, 10 and 

20 µg/ml). The results were expressed as the percentage of positive cells based on the 

isotype control (13R4) and this is the mean ± SEM of 2 independent experiments.  

  

Figure 3: Competition between the anti-IL-20Rb antibodies: our human anti-IL20RB 

antibody (B7), the mutated form of this antibody (Mutated B7) and the rat anti-IL20Rb 

monoclonal antibody (clone 20RNTC). ELISA plates were coated with recombinant  

IL-20RB (1 µg/ml). The binding of each antibody was evaluated in presence or not of a 

competitor at different concentrations (50, 500 and 5000 ng/ml of 20RNTC, B7 and mutated 

B7). The binding of the B7 and the 20RNTC antibodies were detected with a biotinylated 

antimouse or an anti-rat IgG antibody, respectively. This binding was revealed by addition of 

HRPconjugated streptavidin followed by addition of the substrate TMB. The results were 

expressed as the optical density (OD).  

  

Figure 4: Capacity of the anti-IL-20Rb antibodies including the 20RNTC, the A7 and 

the B7 clones to inhibit the response to IL-20 cytokines on human airway epithelial cells 

(the BEAS-2B cell line). BEAS-2B cells were cultivated until confluence in complete airway 

epithelial cell culture medium (Promo-Cell) in 24 wells plate (Thermo-Scientific). After 

overnight starvation of the confluent cells in the same medium without growth factors, 

BEAS2B cells were preincubated with the different antibodies (5 µg/ml) before stimulation 

with IL19 or IL-20 (BioTechne, 20 ng/ml). The production of CXCL1 was evaluated by ELISA in 

cell supernatants collected after 24h incubation (BioTechne, UK) and the results were 

expressed as a percentage of inhibition where 0% corresponds to the cells with the cytokine 

plus an isotype control and 100% inhibition to the level obtained in unstimulated cells. The 

results were expressed as mean ± SEM (n=3).   

  

Figure 5: Capacity of the anti-IL-20Rb antibodies including the 20RNTC, the A7 and 

the B7 clones to inhibit the response to IL-20 cytokines on murine tracheal epithelial 

cells (primary cultures). After enzymatic digestion of the trachea with pronase (1.6 mg/ml) 

during 1 hour, the tracheal epithelial cells were cultivated until confluence in DMEM-F12 

medium (Promo-Cell) supplemented with 2% Ultroser G (Pall Lab.) plus antibiotics in 24 wells 
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plate (Thermo-Scientific). After overnight starvation of the confluent cells in the same 

medium without Ultroser G, tracheal cells were preincubated with the different antibodies 

(an isotype control (IgG) and the anti-IL-20Rb antibodies our B7 and D6.2 clones and the 

20RNTC monoclonal antibody (5 µg/ml)) before stimulation with IL-19 or IL-20 (BioTechne, 

20 ng/ml). The production of IL-6 and CXCL1 was evaluated by ELISA in cell supernatants 

collected after 24h incubation (BioTechne, UK). The results were expressed as mean ± SEM 

(n=3).   

  

Figure 6: Effect of treatment with the anti-IL-20Rb antibodies including the 20RNTC 

and the native B7 clones in comparison with an isotype control (IgG) on the infection by 

Streptococcus pneumoniae in mice chronically exposed to cigarette smoke.  

Mice have been exposed to cigarette smoke during 12 weeks (5 cigarettes/ day, 5 days/ 

week) and after this, they have been treated by intraperitoneal administration of 100 

µg/mice of each antibody, one day before and one day after the infection with Streptococcus 

pneumoniae (serotype 1, intranasal injection of 4 x 105 cfu ). The bacterial load was 

evaluated at the peak of infection (day 3) in the bronchoalveolar lavages (BAL), the lung 

tissue and the blood. Results were expressed as mean ± SEM of the cfu per ml (n= 8-10 mice 

per group).   

  

Figure 7: Effect of treatment with the anti-IL-20Rb antibodies including the 20RNTC 

and the native B7 clones in comparison with an isotype control (IgG) on the 

inflammatory cell recruitment due to infection by Streptococcus pneumoniae in mice 

chronically exposed to cigarette smoke. Mice have been exposed to cigarette smoke during  

12 weeks (5 cigarettes/ day, 5 days/ week) and after this, they have been treated by 

intraperitoneal administration of 100 µg/mice of each antibody, one day before and one day 

after the infection with Streptococcus pneumoniae (serotype 1, intranasal injection of 4 x 105 

cfu ). The total cell (A) and the neutrophil (B) (identified as CD45+, CD11bhigh and Ly6Ghigh) 

numbers were evaluated at the peak of infection (day 3) in the bronchoalveolar lavages 

(BAL) and the lung tissue (obtained after enzymatic digestion with collagenase). Results were 

expressed as mean ± SEM (n= 8-10 mice per group).   

 EXAMPLE:  
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For our study we have developed an experimental model mimicking the COPD 

disease in mice by chronic exposure to cigarette smoke (CS) (13). These mice present an 

increased susceptibility to respiratory pathogens that was related to defective IL-22 

production (14, 15).  

In contrast these animals exhibited an increased expression of IL-19, IL-20 and IL-24 

in response to S. pneumoniae or NTHi. Treatment with anti-IL-20Rb blocking antibodies 

increased the bacterial clearance in control mice infected by S. pneumoniae (12) and 

protected CS-exposed mice from bacterial infection, by decreasing the bacterial burden and 

the inflammatory infiltrate (WO2016083304). Given these results, we hypothesized that IL-

20 cytokines might be responsible for the increased susceptibility to bacterial infections in 

COPD mice through their inhibitory effect of Th17 cytokines production. In order to evaluate 

their role during the exacerbation of COPD, CS-exposed mice were treated with blocking 

anti-IL20RB antibodies (clone 20RNTC, 50 μg/mice, intra-peritoneal administration) one day 

before infection with Sp or NTHi. Measurement of bacterial load showed that treatment 

with anti-IL-20Rb antibody strongly decreased the bacterial load of Sp in BAL both at day 1 

and 3 after infection and lung at day 3 after infection from COPD mice but not in control 

mice. Moreover, this treatment also reduced the systemic dissemination of the bacteria.   

Total and neutrophil counts were increased in COPD mice infected with Sp compared 

to Air mice. Treatment with anti-IL-20Rb antibodies decreased the number of neutrophils in 

the BAL. Similarly, the increased recruitment of dendritic cells induced by Sp was inhibited 

by blocking the IL-20Rb particularly at day 1 post-infection. On lung sections stained with 

hematoxylin/eosin, blocking the IL-20R receptors significantly inhibited the inflammatory 

infiltrate and the tissue lesions. Moreover, we observed that this treatment is also effective 

after preventive or curative administration (either 24h before or after infection). Our data 

suggest that IL-20Rb represents a potential therapeutic target in the context of bacteria-

induced COPD exacerbations.   

In order to develop a therapeutic tool for AE-COPD, we have selected our own clone 

of human neutralizing anti-IL-20Rb antibody by using a phage display approach. We have 

selected these clones according to their strong and specific recognition of the IL-20Rb by 

ELISA. They did not recognize the IL-20Ra and the IL-22Ra1 subunit. After this, we tested 5  
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clones for their ability to inhibit in vitro the biological function on airway epithelial cells and 

dendritic cells (which expressed the IL-20R). Our data revealed that the B7 clone inhibits the 

inflammatory activity of IL-19 on AEC and dendritic cells. Interestingly, the B7 antibody 

shows a cross reactivity between human and murine forms of IL-20Rb. Moreover, the B7 

antibody seems to bind to a different epitope from the 20RNTC antibody.  

After integration of VH/VL region of our human clone B7 in a murine IgG2a isotype, 

this antibody has been tested in our model of COPD exacerbation and compared to the 

20RNTC clone. Our data showed that treatment with the B7 clone decreased the bacterial 

load and the inflammatory infiltrate at a level similar to the 20RNTC antibody.  

   

REFERENCES:  

  

Throughout this application, various references describe the state of the art to which 

this invention pertains. The disclosures of these references are hereby incorporated by 

reference 10 into the present disclosure. 
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CLAIMS:  

1. A monoclonal antibody which cross-competes for binding to IL-20Rb with the 

monoclonal antibody comprising a heavy chain comprising the following CDRs i) the VH-

CDR1 as set forth in SEQ ID NO:2 (NY-X3-MN wherein X3 is S or A), ii) the VHCDR2 as set 

forth in SEQ ID NO:3 (YISGSSRYISYADFVKG) and iii) the VH-CDR3 as set forth in SEQ ID 

NO:4 (SYYGMDV) and a light chain comprising the following CDRs: i) the VL-CDR1 as set 

forth in SEQ ID NO:5 (AGTSSDVGGNYYVS), ii) the VL-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:6 

(GDSYRPS) and iii) the VL-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7 (SSYTYYSTRV).  

2. The monoclonal antibody of claim 1 which cross-competes for binding to IL-20Rb with 

the monoclonal antibody comprising a heavy chain comprising the following CDRs i) the 

VH-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:8 (NYSMN), ii) the VH-CDR2 as set forth in SEQ ID 

NO:3 (YISGSSRYISYADFVKG) and iii) the VH-CDR3 as set forth in SEQ  

ID NO:4 (SYYGMDV) and a light chain comprising the following CDRs: i) the 

VLCDR1 as set forth in SEQ ID NO:5 (AGTSSDVGGNYYVS), ii) the VL-CDR2 as set forth in 

SEQ ID NO:6 (GDSYRPS) and iii) the VL-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7 (SSYTYYSTRV).  

3. The monoclonal antibody of claim 1 which cross-competes for binding to IL-20Rb with 

the monoclonal antibody comprising a heavy chain comprising the following CDRs i) the 

VH-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:9 (NYAMN), ii) the VH-CDR2 as set forth in SEQ ID 

NO:3 (YISGSSRYISYADFVKG) and iii) the VH-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:4 (SYYGMDV) 

and a light chain comprising the following CDRs: i) the VLCDR1 as set forth in SEQ ID NO:5 

(AGTSSDVGGNYYVS), ii) the VL-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:6 (GDSYRPS) and iii) the 

VL-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7 (SSYTYYSTRV).  

4. The monoclonal antibody of claim 1 which is chimeric, a humanized or a human 

antibody.  

5. A monoclonal antibody having specificity for IL-20Rb which comprises a heavy chain 

comprising the following CDRs i) the VH-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:2 (NY-X3MN 

wherein X3 is S or A), ii) the VH-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:3 (YISGSSRYISYADFVKG) 

and iii) the VH-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:4  
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(SYYGMDV) and a light chain comprising the following CDRs: i) the VL-CDR1 as set 

forth in SEQ ID NO:5 (AGTSSDVGGNYYVS), ii) the VL-CDR2 as set forth in SEQ ID NO:6 

(GDSYRPS) and iii) the VL-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7 (SSYTYYSTRV).  

6. The monoclonal of claim 5 which comprises a heavy chain comprising the following CDRs 

i) the VH-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:8 (NYSMN), ii) the VH-CDR2 as set forth in SEQ 

ID NO:3 (YISGSSRYISYADFVKG) and iii) the VH-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:4 

(SYYGMDV) and a light chain comprising the following CDRs:  

i) the VL-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:5 (AGTSSDVGGNYYVS), ii) the VL- 

CDR2 as set forth in SEQ ID NO:6 (GDSYRPS) and iii) the VL-CDR3 as set forth in 

SEQ ID NO:7 (SSYTYYSTRV).  

7. The monoclonal of claim 5 which comprises a heavy chain comprising the following 

CDRs i) the VH-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:9 (NYAMN), ii) the VH-CDR2 as set forth 

in SEQ ID NO:3 (YISGSSRYISYADFVKG) and iii) the VH-CDR3 as set 15 forth in SEQ ID 

NO:4 (SYYGMDV) and a light chain comprising the following CDRs:  

i) the VL-CDR1 as set forth in SEQ ID NO:5 (AGTSSDVGGNYYVS), ii) the VLCDR2 

as set forth in SEQ ID NO:6 (GDSYRPS) and iii) the VL-CDR3 as set forth in SEQ ID NO:7 

(SSYTYYSTRV).  

8. The monoclonal antibody of claim 5 which comprises a heavy chain having 70 % of 

identity with SEQ ID NO:10 or SEQ ID NO:11 and/or a light chain having 70 % of identity 

with SEQ ID NO:12.  

9. The antibody of claim 4 which comprises the heavy chain as set forth in SEQ ID NO:10 

or SEQ ID NO:11 and the light chain as set forth in SEQ ID NO:12.  

10. The antibody of claim 1 or 5 which does not comprise a Fc region that mediates  

antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity and thus does not comprise an Fc 

portion that induces antibody dependent cellular cytotoxicity (ADCC).  

11. A nucleic acid molecule encoding for a heavy chain and/or a light chain of the antibody 

of claim 1 or 5.  
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12. A host cell which has been transfected, infected or transformed by the nucleic acid of 

claim 11.  

13. The antibody of claim 1 or 5 for use as a drug.  

14. A method of therapy in a patient in need thereof, comprising administering to the 

patient a therapeutically effective amount of the antibody of claim 1 or 5.  

15. A method of treating acute exacerbation of chronic obstructive pulmonary disease in a 

subject in need thereof comprising administering to the subject a therapeutically 

effective amount of the monoclonal antibody of claim 1 or 5.  

16.  A pharmaceutical composition comprising the monoclonal antibody of claim 1 or 5.  
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ABSTRACT OF THE INVENTION 

 

ANTIBODIES SPECIFIC FOR IL20-RB AND USES THEREOF FOR THE 

TREATMENT OF ACUTE EXACERBATION OF CHRONIC OBSTRUCTIVE 

PULMONARY DISEASE 

  

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) remains a major cause of 

morbidity and mortality worldwide. Acute exacerbation of COPD (AE-COPD) in patients 

is associated with an inexorable decline in lung function, enhanced oedema as well as 

airway and systemic inflammation. Previous results show that treatment with anti-IL-

20Rb blocking antibodies increased the bacterial clearance in control mice infected by 

S. pneumoniae and protected CSexposed mice from bacterial infection, by decreasing 

the bacterial burden and the inflammatory infiltrate. Therefore there is an interest for 

generating monoclonal antibodies specific for IL-20Rb with a neutralizing activity for 

their use in the treatment of AE-COPD. The present invention fulfills this need by 

providing antibodies having specificity for IL-20Rb. 
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