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Résumé

La Broncho-Pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est un probléme majeur en santé
publiqgue puisque ce sera la 3éme cause de mortalité en 2020. Il s'agit d'une maladie
inflammatoire chronique du poumon se traduisant par une obstruction progressive des
bronches, partiellement ou non réversible, incluant bronchite chronique, hypersécrétion de
mucus et emphyséme. L'atteinte ne se limite pas au poumon et peut affecter d'autres organes
tels que les muscles, le coeur ou encore les intestins. L'exposition a la fumée de cigarette
représente notamment un facteur de risque dans le cadre de la maladie de Crohn. Le premier
facteur de risque impliqué dans le développement de cette maladie est I'exposition a la fumée
de cigarette qui induit un stress oxydatif au sein du poumon responsable d'une inflammation
chronique et du développement de la BPCO. L'interleukine-17 joue un role essentiel dans ce
processus en contrélant l'inflammation et I'altération de la fonction respiratoire. L'objectif de
cette these est de comprendre les facteurs contrdlant cette réponse IL-17 afin de proposer
ensuite de nouvelles voies thérapeutiques. Dans la premiere partie, nous nous sommes
focalisés sur le stress oxydatif et sur son impact sur les cellules de I'immunité innée. Ensuite,
nous abordons le role d'un facteur immunorégulateur, I'lL-10, et a son interférence avec le
microbiote digestif. Cela nous a amené a nous intéresser aux lésions digestives associées au
tabagisme. Un modele murin d’exposition chronique a la fumée de cigarette a été développé
afin de reproduire la physiopathologie de la BPCO. Concernant I'impact du stress oxydatif, nous
avons étudié le role des cellules iNKT (cellules ayant un puissant potentiel dans
I'immunorégulation et dans I'inflammation) qui sont activées par ce type de stress. Les cellules
iNKT sont rapidement recrutées et activées au sein du poumon suite a I'exposition a la fumée
de cigarette. En utilisant des souris déficientes, nous avons montré I'importance de ces cellules
dans la physiopathologie de la BPCO. Cette pathogénicité est dépendante de la production de
I'interleukine-17 par ces cellules et est initiée par le stress oxydatif sur les cellules épithéliales
pulmonaires et les cellules dendritiques qui activent les cellules iNKT.

Dans la seconde partie du projet, I'lL-10 intervient notamment dans le controle de
I'inflammation afin d’éviter le développement de réponses immunologiques exacerbées dans
certains contextes. Dans les poumons exposés a la fumée de cigarette, la production d’IL-10 est
augmentée et le déficit pour cette cytokine entraine une augmentation de la réponse Th17 et
du déclin de la fonction pulmonaire. Une dysbiose (altération du microbiote) est observée avec
la fumée de cigarette et le déficit a I'lL-10. De plus, une déplétion des bactéries Gram+ par
antibiothérapie permet de limiter le développement de la réponse IL-17 et de l'atteinte
pulmonaire soulignant I'importance du microbiote.

En conclusion, nous avons identifié le stress oxydatif et I'lL-10 comme facteurs intervenant
dans la réponse IL-17 associée a la BPCO. Ce travail souligne également le role du microbiome
comme un organe a part entiére et la modulation de ce dernier pourrait aboutir a
I'identification de nouvelles voies thérapeutiques.



Summary

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a major health problem which is going to
become the third leading cause of death worldwide by 2020. COPD is characterized by a chronic
inflammation of the airways causing progressive bronchial obstruction, with no completely
reversible airflow limitation, including chronic bronchitis, mucus hypersecretion and
emphysema. The pathology is not limited to the airways and can affect others organs such as
muscles, heart or intestine. Cigarette smoke exposure can particularly represent a risk factor for
Crohn disease. Cigarette smoke exposure is the most important risk factor for developing
COPD. Exposure to cigarette smoke induces a strong burden of reactives oxygen species and
this oxidative stress is responsible for a chronic inflammation and the development of COPD.
Interleukin (IL)-17 plays a critical role in controlling process of inflammation and lung function
decline.

The aim of this thesis is the understanding which factors are controlling the IL-17 response in
order to propose new therapeutic approaches.

In the first part, we focused on oxidative stress and its impact on innate immune cells. Then we
addressed the role of an immunoregulatory factor, the interleukin (IL)-10, and its interference
with intestinal microbiota. This part leads us to study intestinal damages linked to cigarette
smoking.

To mimic the physiopathology of COPD, we set up a mouse model of chronic exposure to
cigarette smoke. Concerning the impact of oxidative stress, we investigated the role of /NKT
cells (cells with a crucial potent role in immunoregulation and inflammation) activated by this
type of stress. iNKT cells rapidly accumulate and be activated within the lungs of cigarette
smoke exposed mice. Using deficient mice, we demonstrated that these cells strongly
contribute to the COPD pathogenesis. This pathogenicity is iNKT cells-produced IL-17
dependant and initiated by the effect of oxidative stress on airway epithelial cells and dendritic
cells activating iNKT.

In the second part of the work, IL-10 interferes notably in the inflammation control in order to
avoid exacerbated immunological responses development in some contexts. In cigarette smoke
exposed lungs, IL-10 production is up-regulated and the deficiency for this cytokine leads to an
increased Th17 response and to lung function decline. An altered microbiota (named dysbiosis)
is observed with cigarette smoke exposure and IL-10 deficiency. Moreover, Gram+ bacteria
depletion using antibiotics is able to limit the IL-17 response development and the lung function
decline highlighting the crucial role for microbiota.

To conclude, we identified two factors, oxidative stress and IL-10, implicated in IL-17 response
linked to COPD. This work also underlines the role of microbioma as a whole organ and the
modulation of this microbioma could result in new therapeutic ways identification in COPD.

Xl
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INTRODUCTION

I. Le Poumon

Le poumon est le principal organe du systéme respiratoire. Enserré entre la cage thoracique et
le diaphragme, les poumons gauche et droit, sont enveloppés et protégés par la plevre,
membrane constituée de deux feuillets. lls sont distincts et séparés en leur centre par le
médiastin.

A. Anatomie du poumon

Chez I'nomme, les poumons sont divisés en trois lobes a droite, deux lobes a gauche, desservis
par les bronches lobaires. L'arborisation bronchique proximale définit, au sein de ces lobes a
droite et a gauche, 10 segments broncho-pulmonaires. Les bronchioles vont aboutir aux
lobules, correspondant au plus petit compartiment anatomique et fonctionnel du poumon.
(Rouviere et al, 2002).

Deux secteurs anatomiques se définissent au sein des poumons: I'arbre bronchique et le
poumon périphérique. Ces 2 secteurs sont continus mais different par leur structure
histologique et leur fonction :

- L'arbre bronchique (ou portion conductrice) s’étend de la trachée a la bronchiole ; il a
un role essentiel dans la conduction et le conditionnement de I'air. Les phénomeénes
d’agression de I'arbre bronchique sont essentiellement aéro-conduits (virus, bactéries,
gaz toxiques, particules minérales ou allergenes inhalés).

- Le poumon périphérique permet les échanges gazeux. Il s'étend de la bronchiole
terminale a I'alvéole organisée en lobules. Chaque lobule pulmonaire primaire renferme
3 a 30 acini, plus petite unité fonctionnelle du poumon ou se réalisent les échanges
gazeux. Les phénomeénes d’agression du poumon périphérique peuvent étre aéro-
conduits ou véhiculés par voie systémique (cellules immunocompétentes, complexes
immuns, cytokines ou molécules toxiques).
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Figure 1 : La structure du poumon.

(a) Les poumons sont séparés en trois lobes a droite et deux lobes a gauche (b) dichotomie de I'arbre
bronchique : I'arbre bronchique s’étend de la trachée a la bronchiole. A I'issue de la trachée, celle-ci se sépare
en deux bronches souches (desservant le poumon gauche et le poumon droit). Chaque bronche souche se
sépare ensuite en bronche lobaire et segmentaire qui alimentera un des dix segments broncho pulmonaire. La
derniere dichotomie bronchique constitue la bronchiole conduisant au conduit alvéolaire et a I'alvéole
pulmonaire (lllustration d’Eléonore Lamoglia).

B. Constituants cellulaires de l1a muqueuse pulmonaire

Le terme "muqueuse"” s'applique a un épithélium qui bénéficie d'une lubrification muqueuse
ainsi qu'au tissu conjonctif le sous-tendant, appelé lamina propria. Le mucus est produit par des
cellules épithéliales muqueuses (souvent caliciformes) et par des glandes muqueuses
profondes. Il a pour premiere fonction de protéger la muqueuse contre les agressions
climatiques ou physiques notamment en participant a la clairance muco-ciliaire.
(www.Respir.com)

1. Mugqgueuse Trachéo-bronchique

L’épithélium de la muqueuse trachéo-bronchique (ou respiratoire) est un épithélium pseudo-
stratifié constitué de :

- Cellules ciliées, qui sont les plus abondantes. Elles sont munies de cils vibratiles (200 a
300 par cellule) d’environ 7um de long qui vont participer a la clairance muco-ciliaire.

- Cellules caliciformes (1 cellule pour 5 cellules ciliées), caractérisées par la présence de
nombreuses vacuoles de sécrétion au niveau du pole apical. Ces vacuoles contiennent
des glycoprotéines qui seront excrétées par exocytose et qui représenteront environ
10% du mucus trachéal. Le nombre de cellules caliciformes augmente avec celui des
impuretés dans |'air inspiré. Ces cellules seront spécifiquement retrouvées au niveau de
la muqueuse trachéo-bronchique.

Le chorion de la muqueuse respiratoire est trés riche en fibres élastiques. Il contient
notamment des plasmocytes sécréteurs d’IgA et renferme de nombreuses glandes acineuses
responsables de 90% du mucus trachéo-bronchique sécrété.
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Au niveau des bronches, nous retrouvons également des plaques de cartilage hyalin
irrégulierement réparties sur toute la circonférence ainsi que des cellules musculaires lisses et
des fibres élastiques et de collagene.

2. Muqueuse des bronchioles

L’épithélium de recouvrement des bronchioles est un épithélium cylindrique simple constitué
de:

- Cellules ciliées,

- Cellules non ciliées appelées cellules Club (anciennement cellules de Clara). Ce sont des
cellules pyramidales dont le pdle apical est garni de microvillosités. Dans la partie
apicale de leur cytoplasme existent des grains de sécrétion expulsés par exocytose. Ce
produit de sécrétion est composé d’antiprotéases et d’oxydases.

Le chorion est dépourvu de glandes acineuses dans ce troncon de l'arbre bronchique. Le
cartilage n’est plus présent mais on retrouve encore des cellules musculaires lisses et des fibres
élastiques.

3. Mugqueuse alvéolaire

L’épithélium alvéolaire se compose de 2 types de cellules :

- Les pneumocytes de type |, qui recouvrent 97% de la paroi alvéolaire. Leur apparence
est de type «aplatie» et leur rbéle est d’étre imperméables aux liquides mais
perméables aux gaz.

- Les pneumocytes de type Il sont quant a eux des cellules plus volumineuses. Ces cellules
produisent le surfactant présentant des propriétés tensio-actives, recouvrant la surface
alvéolaire et diminuant la tension de surface. Cette propriété va permettre de faciliter
les échanges gazeux. Les pneumocytes de type Il sont également capables de présenter
des antigenes et de sécréter des cytokines.

A I’état normal, les principaux éléments cellulaires retrouvés dans la lumiere alvéolaire sont les
macrophages qui se déplacent sur la paroi alvéolaire, immergés dans le surfactant.

Le chorion de cette muqueuse est riche en fibres élastiques. Le muscle devient discontinu mais
toujours actif : il se contracte en fin d’expiration et se relache a l'inspiration.
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Figure 2 : Représentation schématique comparative des parois des voies aériennes pulmonaires.
1. Epithélium cilié; 2. Cellules caliciformes; 3. Glandes sous muqueuse; 4. Cartilage; 5. Cellules musculaires

lisses; 6. Cellules Club; 7. Capillaires sanguins; 8. Membrane basale; 9. Surfactant; 10. Pneumocyte de type I;
11. Septum alvéolaire; 12. Pneumocyte de type Il (adapté de Bergofsky et al., 1991).

C. Mécanismes de défense du poumon

1. Mécanismes Anatomiques

L'arborisation bronchique va permettre d’augmenter l'impaction mucoide (ou bouchon
muqueux) et la sédimentation des particules inhalées préservant ainsi les zones d’échange
gazeux. En fonction de leur diametre, les particules seront bloquées a différents niveaux de
I'arbre bronchique. Les particules dont le diameétre sera supérieur a 5 um vont étre arrétées au
niveau des voies aériennes supérieures. Celles de diametre compris entre 3 et 5um s’impactent
sur la muqueuse bronchique. Les particules de diametre compris entre 1um et 3 um
sédimentent sur les parois alvéolaires et bronchiolaires. Les particules de diameétre inférieur a 1
um diffusent au niveau de l'alvéole. En ce qui concerne les nanoparticules, celles-ci seront
capables de pénétrer a l'intérieur de la cellule (voire méme dans le noyau) mais également de
diffuser dans la voie systémique (Oberdorster et al, 2005). La figure 3 reprend
schématiquement les zones d’impaction et de sédimentation des particules en fonction de leur

taille.



Introduction : Le Poumon

Nez et gorge

Dimension des

: Catégories PM
Trachée-artére particules
= Grosse poussiére
. et PM1C
Bronches et
- bronchioles o Grosse poussiére
® A PM1C
Alvéoles pulmonaires ® 2a3pm PM10, PM2 5,
1a2pm PM1.0

PM10et

(il i PMO.1

Figure 3 : Mécanismes anatomiques de défense du poumon

L'arborisation bronchique protége anatomiquement les poumons des particules. La réduction progressive du
diametre des bronches va servir de filtre aux particules inhalées. Plus la particule est grosse, plus elle sera
bloquée rapidement dans les bronches. (Adapté de http://www.puremaison.fr/blog/dossiers/pourquoi-filtrer-
lair-dans-lhabitat/)

2. Mécanismes dynamiques

Comme nous lI'avons précisé précédemment, I'épithélium trachéo-bronchique est recouvert de
mucus qui va former un film continu de 5 a 10 um d’épaisseur a la surface de I'épithélium
respiratoire et ce, depuis la trachée jusqu’aux bronchioles terminales. Ce mucus constitué de
95% d’eau, de 1% de glycoprotéines (mucines) et de 1% de lipides ainsi que d’ions va contribuer
a la bonne hydratation de la muqueuse.

Le mucus est un des éléments essentiels du systeme de défense de |'appareil respiratoire. En
effet, il va permettre la capture d’aéro-contaminants puis leur élimination grace au tapis muco-
ciliaire et a la toux.

Les cils présents a I'extrémité apicale des cellules ciliées mesurent environ 5 a 7um de long.
Leur fréquence de battement varie de 10 a 20 battements par seconde et est dépendante
notamment de la viscosité du mucus, de son épaisseur et du pH. Cette clairance muco-ciliaire
des aéro-contaminants va s’effectuer a la vitesse de 2,4 a 12 mm par minute depuis les
bronchioles terminales jusqu’a la trachée (Antunes et al., 2007).

La toux est une expiration active, brusque, saccadée et bruyante qui fait suite a une inspiration
profonde. Au cours de la phase expulsive, des débits expiratoires trés élevés peuvent étre
mesurés, allant jusqu’a 10 litres par seconde (soit approximativement une vitesse de 10 metres
par seconde). La toux est un phénomene réflexe qui peut étre causé par différents stimuli et
notamment des stimuli physiques (accumulation de mucus, corps étranger) ou chimiques (pH,
inflammation) (www.Respir.com).
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3. Mécanismes Moléculaires

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la défense du poumon sont principalement
associés aux composants présents dans le liquide de recouvrement de I'épithélium.

Dans un premier temps, nous pouvons citer les molécules de piégeage qui sont représentées
par les glycoprotéines constituant le mucus, nommées mucines. Ces mucines vont notamment
interagir, grace a leurs chaines glycaniques, avec les micro-organismes (Lamblin et al., 1992).

Le mucus va également contenir des anti-protéases, telles que I’ a-1-antitrypsine ou les TIMP
(Tissue Inhibitor of Metalloproteinase), qui vont permettre de limiter I'action des protéases lors
d’épisodes inflammatoires.

Des molécules anti-oxydantes, telles que la forme réduite du Glutathion (GSH), la SuperOxyde
Dismutase (SOD) ou la catalase vont permettre de neutraliser les espéeces réactives de |'oxygene
produites par certaines cellules inflammatoires ou présentes dans |'air ambiant. De plus, la
présence de molécules anti-bactériennes va permettre de lutter dans un premier temps contre
les bactéries lors d’infections (Lysozyme, B-défensines,...) (Bals et al., 1999 ; Ganz T., 2002).

Les peptides antimicrobiens sont des peptides multifonctionnels qui exercent un roéle
biologique fondamental, via divers mécanismes, dans I'élimination de micro-organismes
pathogenes incluant les bactéries Gram + et Gram-, les champignons et les virus. Les génes
codant ces peptides s’expriment dans de nombreuses cellules incluant les phagocytes circulants
et les cellules épithéliales constituant les muqueuses. L'expression de leurs génes est
étroitement régulée et peut étre induite par des pathogenes et des cytokines exergant ainsi un
role dans la défense de I’hote (Diamond et al., 2009).

4. Mécanismes immunologiques

Les mécanismes immunologiques participant a la défense de la muqueuse pulmonaire sont
représentés dans un premier temps par les Immunoglobulines de type A (IgA), les macrophages
alvéolaires et les cellules épithéliales (Lusuardi et al., 2002).

Les IgA se fixent dans des régions spécifiques des toxines ou des microorganismes et empéche,
par géne stérique, leur interaction avec des récepteurs de I'épithélium.

Les macrophages alvéolaires sont des cellules immunitaires libres dans les alvéoles. Ces cellules
ont la capacité de phagocyter les particules présentes dans les alvéoles et possedent également
un fort pouvoir bactéricide. Les macrophages sont capables d’interagir avec les cellules
environnantes et notamment, via la présentation d’antigéne, d'avoir un réle dans 'instauration
d’une réponse immunitaire adaptative (Aggarwal et al., 2014).

Les cellules épithéliales n'ont pas seulement un r6le de barriere, mais participent aussi
activement aux mécanismes de défense en produisant des composants du mucus, des peptides
antimicrobiens, des récepteurs solubles pour les pathogenes ainsi que de nombreux
médiateurs de l'inflammation (Nyunoya et al., 2014). De plus, ces cellules auraient également
une capacité a présenter les antigeénes bien que cela soit largement discuté (Cunningham et al,,
1997).
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Cette premiere ligne de défense va tres rapidement mobiliser la machinerie du systeme
immunitaire inné et/ou adaptatif via la sécrétion de cytokines et de chimiokines, mécanismes
gue nous développerons ultérieurement.

D. Les cellules immunitaires

1. Les cellules de I'immunité innée

L'immunité innée consiste en un ensemble de défenses contre les infections activées
immédiatement aprés l'invasion par un organisme pathogene. Le systéme immunitaire inné
comprend des barrieres physiques, ainsi que des facteurs chimiques et cellulaires. Les
principales barrieres physiques sont la peau et la membrane des muqueuses. Les facteurs
chimiques incluent I'acidité des composants de I'estomac et les molécules spécialisées a activité
antimicrobienne. La composante cellulaire de la défense innée comprend des cellules ayant des
récepteurs capables de reconnaitre des produits microbiens et de déclencher une réponse
contre I'agent pathogene. La réponse immunitaire innée implique typiquement la participation
de plusieurs types cellulaires différents. Les acteurs clés sont les neutrophiles, les macrophages,
les cellules NK (ou naturellement tueuses) et les cellules dendritiques.

a) Les Macrophages

Le systeme phagocytaire mononucléé est constitué de monocytes circulant dans le sang et de
macrophages présents dans les tissus. Au cours de I’"hématopoiese dans la moelle osseuse, les
cellules progénitrices des granulocytes et des monocytes se différencient en promonocytes qui
quittent la moelle osseuse et passent dans le sang ou ils se différencient plus avant en
monocytes matures. Les monocytes circulent pendant 8 heures dans le sang, période pendant
laquelle ils grossissent ; ils migrent ensuite vers les tissus ou ils se différencient en macrophages
spécifiques des tissus (Kindt et al., 2008).

La différenciation d’'un monocyte en un macrophage tissulaire impligue de nombreux
changements : la cellule grossit cing a dix fois; ses organites intracellulaires augmentent en
nombre et en complexité ; elle acquiert une plus grande capacité phagocytaire, produit des
taux plus élevés d’enzymes hydrolytiques et commence a sécréter toute une série de facteurs
solubles.

La principale caractéristique des macrophages est leur capacité d’ingérer et de digérer des
antigénes exogenes, tels que les micro-organismes entiers ou des particules insolubles, ainsi
gue des produits endogenes, tels que des cellules hotes lésées ou mortes, des débris
cellulaires... L'internalisation de ces molécules conduit a la formation de phagosomes dans le
macrophage. Un phagosome fusionne ensuite avec un lysosome afin de former un
phagolysosome dans lequel le lysozyme et d’autres enzymes hydrolytiques vont digérer le
matériel ingéré (Bronietzki et al., 2014). Bien que la plus grande partie de I'antigene digéré par
les macrophages soit dégradée et éliminée, I'antigéne digéré peut également intégrer la voie
d’apprétement endocytaire et s’associer a des molécules de classe Il du CMH. L’antigene est
alors présenté a la surface cellulaire du macrophage et permettra I'activation des cellules T
auxiliaires et donc du systeme immunitaire adaptatif. Le processus de phagocytose est présenté
dans la figure 4 (Kindt et al., 2008).
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Figure 4 : La phagocytose par les macrophages

Les macrophages peuvent ingérer et dégrader des antigénes particulaires, y compris les bactéries (a)
Micrographie électronique a balayage d’un macrophage (b) Phagocytose et apprétement d’un antigéne
exogeéne par les macrophages. La plupart des produits résultant de la digestion de matériel ingéré sont
exocytés, mais certains peptides peuvent entrer en interaction avec des molécules de CMH de classe II, pour
former des complexes qui se déplacent vers la surface de la cellule ou ils sont présentés aux lymphocytes T
auxiliaires (D’apreés Kindt et al., 2008).

Les macrophages sont dispersés dans tout I'organisme. Certains élisent résidence dans des
tissus particuliers, ou ils deviennent des macrophages résidents, tandis que d’autres restent
mobiles et sont appelés macrophages libres. Des cellules semblables aux macrophages
assument diverses fonctions dans différents tissus et sont dénommées en fonction de leur
localisation tissulaire. Une adaptation dirigée par des facteurs dérivés des tissus et par
I’environnement physiologique vont permettre aux macrophages tissulaires d’acquérir les
caractéristiques spécifiques au tissu dans lequel ils élisent résidence (Smythies et al., 2005).
Dans le tissu pulmonaire, ce sont les macrophages alvéolaires qui seront retrouvés.

Les macrophages alvéolaires sont considérés comme les gardiens de l'interface hémato-
alvéolaire, servant de front de défense cellulaire contre les pathogeénes respiratoires. Les
macrophages alvéolaires sont les premiers phagocytes du systéme immunitaire inné, nettoyant
les espaces aériens des particules infectieuses, toxiques ou allergiques qui auraient évité les
défenses mécaniques du tractus respiratoire (Sibille et al., 1990).

Les macrophages alvéolaires devant s'adapter a I'environnement de la lumiére alvéolaire ou
bronchique, sont distincts des macrophages qui résident dans I’épithélium respiratoire et dans
les vaisseaux sanguins, ce qui implique qu’une spécialisation des populations des macrophages
plus importante encore ait lieu dans les espaces alvéolaires. Les macrophages alvéolaires
résident dans un compartiment fortement exposé a des fluctuations environnementales
marquées par exemple, par la pression partielle en oxygene (Worlitzsch et al, 2002), le
microbiote pulmonaire qui peut étre variable (Goulding et al,, 2011), le mucus présent a la
surface de la muqueuse et un nombre considérable de cellules épithéliales qui modulent
I'activité des macrophages alvéolaires au travers de mécanismes directs (Snelgrove et al., 2008)
et indirects (Bonfield et al., 1995).
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Le phénotype et la fonction des macrophages est dépendant du microenvironnement
I'entourant (en particulier par les cytokines) et les macrophages ont été classés en différents
phénotypes polarisés M1 ou M2 associés avec, respectivement, l'inflammation et le
remodelage tissulaire (Gordon S. 2003). La polarisation « M1 » également appelée « activation
classique » est induite par des signaux générés au cours d’une réponse Th1l (comme I'IFN-y) ou
par |'exposition a des composants pathogenes comme le LPS. Cette polarisation est
caractérisée par une augmentation de |'expression de genes en relation avec I'inflammation et
I'immunité cellulaire. Au contraire, la polarisation « M2 » ou « activation alternative », induite
par des cytokines de type Th2 (IL-4 ou IL-13) ou par des signaux immuno-régulateurs comme
I'IL-10 ou les glucocorticoides, est marquée par l'induction de I'expression de récepteurs
éboueurs (scavenger), de cytokines anti-inflammatoires et de molécules impliquées dans le
remodelage tissulaire (Gordon S. 2003). Cependant, il est difficile a ce jour de concilier ce
classement avec celui relatif a la localisation tissulaire (alvéolaire/interstitiel).

Les macrophages vont permettre de préserver une fonction pulmonaire normale notamment a
travers des fonctions d’initiation et de résolution de lI'inflammation pulmonaire. En effet, a
travers les différentes polarisations, les macrophages alvéolaires vont pouvoir éliminer les
micro-organismes rencontrés dans la lumiére du poumon a travers la phagocytose et la
destruction intracellulaire de ces derniers via la sécrétion de métabolites oxygénés, du
lysozyme, des peptides antimicrobiens et des protéases (Kindt et al., 2008).

Les macrophages alvéolaires fonctionnent également comme régulateurs des défenses innées
contre les infections respiratoires en synthétisant et sécrétant un large panel de cytokines
(incluant I'IL-1B, I'lL-6 et le TNF-a), de chimiokines comme le CXCL8 et des métabolites
arachidoniques. En utilisant ces signaux de communication intercellulaires, les macrophages
alvéolaires initient des réponses inflammatoires et recrutent notamment des neutrophiles
activés au sein des espaces alvéolaires (Haslett C. 1999).

b) Les Neutrophiles
Les neutrophiles sont des cellules granulocytaires qui présentent un noyau multilobé et des
granules cytoplasmiques qui prennent les colorants acides et basiques (d’ou leur nom).

Les neutrophiles sont produits par I’'hématopoiese dans la moelle osseuse. lls sont libérés dans
le sang périphérique et circulent pendant 7 a 10 heures avant de passer dans les tissus ou ils
ont une durée de vie de quelques jours (Kindt et al., 2008).

En réponse a de tres nombreux types d’infection et lors de dommages tissulaires stériles, le
nombre de neutrophiles générés par la moelle osseuse augmente tres rapidement et ces
cellules sont généralement les premieres a arriver au niveau du site d’inflammation via un
processus d’extravasation au travers de I'’endothélium vasculaire (en 6h) (Cohen et al., 2002).
De nombreuses substances générées dans la réaction inflammatoire servent de facteurs
chimiotactiques qui sont a l'origine de I'accumulation des neutrophiles au niveau d’un site
inflammatoire. Parmi ces facteurs chimiotactiques figurent les composants du complément,
certains composants du systeme de la coagulation sanguine et différentes cytokines sécrétées
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par les lymphocytes T auxiliaires et les macrophages activés comme montré dans la table 1
(Sadik et al., 2011).

Chimiokines

CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8, CCL3, CCL5, CCL6, CCL7, CCLO ET CCL12
Peptides / Cytokines

C5a, C3a, peptides formylatés (fMLF), motif Pro-Gly-Pro (PGP), LL37, MIF

Eicosanoides

Leucotriene B4 (LTB4), Facteur Activateur des Plaquettes (PAF)

Table 1 : Principaux chemoattractants des neutrophiles, Adapté de Sadik et al., 2011.

Comme les macrophages, les neutrophiles sont des cellules phagocytaires actives. La
phagocytose par les neutrophiles est semblable a celle décrite pour les macrophages, a ceci
pres que les enzymes lytiques et les substances bactéricides des neutrophiles sont souvent
distinctes et contenues dans des granules.

En effet, un neutrophile possede dans son cytoplasme de 50 a 200 granules. On distingue les
granules primaires ou précoces, azurophiles (contenant la myéloperoxydase et des agents de la
bactéricidie non oxydative comme les défensines, la cathepsine G...), et les granules spécifiques
secondaires (contenant la lactoferrine, beaucoup de lysozymes, la phosphatase alcaline, et le
cytochrome b 558). Ceux-ci doivent étre considérés comme des lysosomes. Dans une troisieme
catégorie de granules, les neutrophiles stockent de nombreux enzymes lysosomiaux : nucléase,
nucléotidase, béta-glucuronidase, élastase, gélatinase (collagénase) (Greer et al., 2013)...

Les granules primaires et secondaires fusionnent avec les phagosomes dont les contenus sont
ensuite digérés et éliminés comme dans les macrophages. Bien que la phagocytose soit I'arme
principale des neutrophiles contre les agents infectieux, d’autres mécanismes contribuent a
contenir et a éliminer les pathogenes.

Les neutrophiles présentent notamment a leur surface cellulaire des récepteurs de
reconnaissance de pathogenes (PRR) dont le TLR2 et le TLR4 (Janke et al., 2009). Deux
mécanismes additionnels antimicrobiens, I'attaque oxydative et non oxydative, contribuent a
une défense coordonnée et hautement spécifique comprenant plusieurs axes. L'axe oxydatif
utilise des radicaux oxygénés (ROS) et des radicaux azotés (RNS) qui seront utilisés comme
microbicide dans les phagosomes ou ont été internalisés les micro-organismes phagocytés.
Certains agents pathogenes ne sont pas tués efficacement par cet assaut oxydatif. L'inclusion
de défenses non oxydatives dans I'arsenal des neutrophiles augmente considérablement leurs
défenses contre les micro-organismes. Les défenses non oxydatives sont déployées quand les
granules des neutrophiles fusionnent avec les phagosomes permettant ainsi I'action de
peptides (défensines et cathélicidines) et de protéines antimicrobiens (BPI: protéine
d’augmentation de la bactériolyse et de la perméabilité, protéases, lysosymes) (DeFranco et al.,
2009).

Plus récemment, il a été décrit que les neutrophiles possedent une fonction inédite dans le
contréle immunitaire. lls ont la capacité d'expulser leur propre matériel génétique (leur ADN,

appelés NET pour Neutrophiles Extracellular Trap) en direction des agents pathogénes afin de
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les neutraliser et de les dégrader plus facilement. Les bactéries sont ainsi engluées et elles ne
peuvent plus bouger, leur destruction est alors plus facile (Brinkmann et al., 2004).

Ces cellules ont été retrouvées en grande quantité dans la lumiere des voies respiratoires des
patients atteints de BPCO et jouent un rble important dans I'entretien du stress oxydatif
présent au sein du poumon (de par la présence de ROS) mais également dans la destruction du
parenchyme pulmonaire via la sécrétion des protéases contenues notamment au sein de leurs
granules tertiaires (Hoenderdos et al., 2013).

c) Les Cellules dendritiques
Les cellules dendritiques ont été un des premiers types de cellules immunitaires découverts en
1868 par Paul Langerhans.

Les cellules dendritiques sont trés nombreuses dans tous les tissus en contact avec le milieu
extérieur dans lequel elles forment un réseau de cellules sentinelles, notamment au sein des
épithéliums muqueux (bouche, cesophage, poumon, vagin, utérus, vessie,...) et dans la peau.

En cas de danger, elles peuvent atteindre rapidement toute zone inflammatoire. Le
recrutement des cellules dendritiques est dépendant des chimiokines qui sont produites sur le
site inflammatoire par les cellules de la réponse innée ou les cellules de I'épithélium. Les
cellules dendritiques immatures expriment un répertoire de récepteurs de chimiokines qui leur
permet de répondre a des chimiokines inflammatoires telles que le CCL2 (Robays et al., 2007)
et le MIP-3a (Dieu et al., 1998) ou le CCL20 (Caux et al., 2002). D’autres récepteurs sont
exprimés a la surface des cellules dendritiques tels que les signaux de « danger tissulaire »
(Visintin et al., 2001).

Il existe plusieurs types de cellules dendritiqgues composant au moins quatre grandes
catégories : les cellules dendritiques de Langerhans, les cellules dendritiques interstitielles, les
cellules dendritiques dérivées de monocytes et les cellules dendritiques plasmacytoides.
Chacune dérive de cellules souches hématopoiétiques selon différents parcours et dans
différents sites. Quelle que soit la catégorie, elles expriment toutes les molécules du CMH de
classe | et Il, ainsi que des molécules de co-stimulation, CD80 et CD86. Les cellules dendritiques
expriment aussi la molécule CD40 qui participe a 'activation des lymphocytes T en interagissant
avec son ligand (CD40L) présent a la surface des cellules T (Banchereau et al., 2000).

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigéne professionnelles et a ce
titre, sont les seules cellules capables d'éduquer les cellules T naives (Banchereau J. et al.,
1998). Elles sont polyvalentes, en se présentant sous différentes formes et en accomplissant la
fonction de capture de I'antigéne dans un site et de présentation antigénique dans un autre
site. En dehors des ganglions lymphatiques, les formes immatures de ces cellules surveillent
I'organisme du moindre signe d’invasion par des pathogénes et capturent les antigéenes
étrangers. Elles migrent alors vers les ganglions lymphatiques ou elles présentent I'antigene aux
cellules T. Lorsque les cellules dendritiques ont capturé I’antigene, elles entrent dans un
processus de maturation au cours de laquelle, elles réduisent leur capacité de phagocytose
mais augmentent leur expression de molécules de CMH de classe Il, abandonnent les tissus
périphériques et migrent vers les organes lymphoides ou les cellules T résident.

11



Introduction : Le Poumon

Apres I'engagement du TCR des cellules T, les molécules de co-stimulation sont nécessaires a la
prolifération et a la différenciation des cellules T naives (Banchereau et al., 2000). Puis les
cellules dendritiques sécretent des facteurs solubles qui orientent la réponse vers un profil Thl,
Th2, Treg ou Th17.

Dans le poumon, les cellules dendritiques sont retrouvées dans la couche épithéliale, au
contact de la lame basale d’ou elles envoient des pseudopodes dans la lumiere des voies
aériennes leur permettant de capturer les allergenes et autres composants dans la lumiére. Le
recrutement rapide de cellules dendritiques dans la muqueuse respiratoire lors d'une
stimulation (infectieuse ou antigénique), suggere que le role premier des cellules dendritiques
pulmonaires serait de faire le lien entre I'immunité innée et I'immunité adaptative dans les
mécanismes de défense de I’"h6te. Cependant, les cellules dendritiques recrutées en condition
inflammatoire ont un phénotype différent des cellules résidentes et vont orienter de maniere
différente la réponse immune (De Heer et al., 2005).

d) Les Cellules NK
Les cellules NK ou lymphocytes tueurs naturels sont des cellules de I'immunité innée d’origine
lymphoide et dérivées de la moelle osseuse.

Ces cellules présentent une activité cytotoxique contre une large panoplie de cellules tumorales
et contre des cellules infectées avec certains virus.

Les cellules NK sont capables de lyser des cellules étrangéres a |'organisme de maniere
indépendante de I'antigéne et sans activation préalable contrairement aux lymphocytes T et B.

Par leur fonction de lyse, on peut les rapprocher des lymphocytes T CD8+, mais la
reconnaissance de la cible est différente. En effet, les cellules NK sont spontanément lytiques
pour de nombreux types cellulaires identifiés grace aux récepteurs naturels de cytotoxicité ou
NCR NKp30, NKp44 et Nkp46 (récepteurs de type immunoglobuline) et NKG2D (un membre de
la famille des lectines de type C). Des mécanismes de régulation impliquant les récepteurs KIR
inhibiteurs empéchent les cellules NK d’attaquer les cellules saines (Lanier LL., 2005).

Les cellules NK présentent dans leur cytoplasme de nombreux granules contenant de la
perforine et des granzymes libérés lorsque les cellules NK adherent a leurs cellules cible
conduisant a la destruction de ces dernieres (Clark et al., 2003).

Dans le poumon, les cellules NK sont fortement recrutées en cas d’inflammation et sont
capables d’interagir avec les cellules dendritiques et les macrophages alvéolaires en modulant
leur fonction ou en induisant leur mort cellulaire. De plus, les cellules NK produisent un grand
nombre de cytokines immunologiquement importantes qui peuvent avoir des roles
considérables dans la régulation de I'immunité (Ennis et al., 1981).
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Type Cellulaire Fonctions
. ° . .
E S - Phagocytose
Neutrophile . "8 - Production de radicaux oxygénés et azotés
8. o : - - Production de peptides antimicrobiens
o
o © - Phagocytose
o RNI @ . L . .
B e o o - Production de médiateurs de I'inflammation
@
Macrophage o HOS - Présentation antigénique
a8 a
® e - Production de radicaux oxygénés et azotés
- Production de cytokines
\ /\f 2 - Présentation antigénique
Q\N.—;' O (S - Signaux de co-stimulation
Cellule Dendritique > Ny - Production de radicaux oxygénés et azotés
a r o\ : oo
él/ \ - Production d’Interféron

- Production de cytokines

- Lyse des cellules infectées par un virus
Cellule NK - Production d’Interféron

- Activation des macrophages

Table 2 : Principales cellules de 'immunité innée et leurs fonctions (Adapté de Kindt et al., 2008)

2. Al'interface du systeme inné et adaptatif: Les Cellules NKT

Les cellules NKT sont une sous-population de lymphocytes T qui partagent des marqueurs de
surface et des caractéristiques fonctionnelles avec, a la fois, des lymphocytes T conventionnels
en exprimant un récepteur T invariant (TCR Va24) et des cellules NK (Godfrey et al., 2004). Ces
cellules se trouvent a l'interface du systeme immunitaire inné et adaptatif, de par la rapidité de
leur réponse (quelques heures) et la reconnaissance d’un nombre restreint d’antigénes.

A la différence des lymphocytes T qui reconnaissent des antigenes peptidiques présentés par
des molécules du CMH de classe | ou I, les cellules NKT sont restreintes a la reconnaissance
d’antigenes glycolipidiques présentés par le CD1d, une molécule atypique du CMH de classe |I.
Les cellules NKT peuvent étre classées en trois groupes en fonction de la nature de leur TCR et
de leur dépendance au CD1d. Les cellules NKT de type | (les plus importantes et les plus
étudiées) ou invariantes (iNKT) présentent un TCR invariant et sont strictement restreintes au
CD1d, les cellules NKT de type Il ou NKT variants sont également dépendants du CD1d mais
vont présenter un TCR variant et enfin les cellules NKT-like qui regroupent plusieurs
populations de cellules qui sont indépendantes du CD1d (Godfrey et al., 2010).

a) Les cellules iNKT
Les cellules iNKT sont actuellement les cellules les plus étudiées et les mieux caractérisées de
cette catégorie cellulaire. Les cellules iNKT présentent un TCR invariant caractérisé par une
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recombinaison systématique entre les fragments Va14/24 (Val4d chez la souris et Va24 chez
I’'homme) et Jal8 de la chaine a du TCR. Ces cellules sont dépendantes de la molécule CD1d
lors de la présentation de I'antigene. Le premier antigene reconnu par ces cellules est
particulier, il s’agit d’antigene glycolipidique tel que I'a-galactoside céramide (a-GalCer), un
constituant d’'une éponge marine appartenant a la famille des glycosphingolipides (Mallevaey
etal., 2012).

Divers antigenes glycolipidiques capables de conduire a I'activation des cellules iNKT ont été
identifiés. Ces antigenes ont des origines variées et peuvent étre exogenes, tels les antigenes
dérivés de microbes, endogenes, tel I'isoglobotrihexosylceramide (iGb3), des composants de
cellules apoptotiques ou des glycolipides dérivés de tumeur. Les cellules iNKT sont capables de
reconnaitre des composants issus de I'apoptose cellulaire. Les cellules iNKT peuvent également
étre activées de maniére indirecte via I'action de cytokines telles que I'lL-12, I'lL-13, I'lL-18, I'IL-
23 et/ou les interférons de type | (Godfrey et al., 2010).

Les cellules iNKT répondent trés rapidement et de maniere robuste a divers stimuli dans
différents contextes ce qui leur a valu le nom de « couteau suisse » du systéme immunitaire.
Elles sont capables de produire un large panel de cytokines et de chimiokines, mais également
d’entrainer la lyse d’autres cellules. De plus, ces cellules sont capables de moduler le
comportement de nombreux autres types cellulaires (Matsuda et al, 2008).

Les cellules iNKT produisent, apres activation, de I'IFN-y et de I'lL-4 mais également de I'lL-2, de
I'IL-5, de I'IL-6, de I'lL-10, de I'lL-13, de I'IL-17, de I'IL-21, de I'lL-22, du TNF-a, du TGF-B et du
GM-CSF.

Les cytokines produites par les cellules iNKT activent de nombreux autres types cellulaires
incluant les cellules NK, les lymphocytes T CD4+ et CD8+ conventionnels, les macrophages, les
cellules B et induisent le recrutement des cellules dendritiques. Les cellules iNKT peuvent aussi
moduler le recrutement des neutrophiles (Kronenberg et al., 2002 ; Nakamatsu et al., 2007).

Les cellules iINKT modulent également, de maniére quantitative et qualitative, les fonctions des
lymphocytes T régulateurs (La Cava et al., 2006). Les iNKT peuvent agir en synergie avec des
cellules Tyd dans certains contextes.

De plus, les cellules iNKT expriment de forts niveaux de perforine, de granzyme et de FasL,
concordant avec leur activité cytolytique (Matsuda et al, 2008).
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(a) (b) Eosinophile
{IFN-y, IL-4, IL-2, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,
1L-17, 1L-21, IL-22, TNF-a, TGF-B, GM-CSF)
Neutrophile
Cytokines G
e 5D ¢
L) @ mmm) Chimiokines o
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Perforine et Granzymes Macrophage

Figure 5 : Les cellules iNKT, « couteau suisse » du systéeme immunitaire.

(a) Les cellules iNKT restreintes au CD1d exercent une activité de destruction et libérent rapidement un large
panel de cytokines et chimiokines qui (b) influencent de nombreuses autres cellules du systeme immunitaire
inné et adaptatif. Adapté de Matsuda et al, 2008.

Les cellules iNKT sont distribuées ubiquitairement dans I'organisme. Elles sont majoritairement
localisées dans le foie ou elles représentent 10 a 30% des cellules T. Dans les autres organes
comme la rate, le thymus ou encore les poumons, leur proportion est plus faible, de I'ordre de
1%.

b) Les cellules NKT de type Il
Les cellules NKT de type Il ou NKT variants sont des NKT dépendants du CD1d mais présentant
un TCR variable. Ces cellules ne reconnaissent pas l'a-galactosylcéramide. Cependant, les
cellules NKT de type Il sont encore mal caractérisées de par la difficulté a les identifier.

c) Les cellules NKT like.
Les cellules incluses dans la catégorie NKT like sont indépendantes du CD1d et ne sont pas
réactives a I'o-galactosylcéramide. Par contre, elles vont exprimer le marqueur NK1.1 (chez la
souris) caractéristique des cellules NK. Cette classe est assez hétérogéne et peut inclure des
lymphocytes T exprimant NK1.1 ou encore des cellules MAIT (mucosal-associated invariant T).

3. Les cellules de I'immunité adaptative

L'immunité adaptative est capable de reconnaitre et d’éliminer sélectivement des composants
ou des micro-organismes étrangers. Contrairement aux réponses immunitaires innées, les
réponses immunitaires adaptatives s’exercent contre des épitopes spécifiques qui présentent
quatre caractéristiques: la distinction du Soi et du Non-Soi, la spécificité antigénique, la
diversité et la mémoire immunitaire. La spécificité antigénique du systeme immunitaire lui
permet de distinguer de subtiles différences parmi les antigénes. Le systéeme immunitaire est
capable de créer une énorme diversité dans ses molécules de reconnaissance, ce qui lui permet
de reconnaitre des milliards de structures différentes sur des antigenes. Une fois que le
systéme immunitaire a reconnu un antigéne et a répondu a ce dernier, il présente une mémoire
immunitaire, c'est-a-dire qu’une seconde rencontre avec le méme antigene va induire une
seconde réponse beaucoup plus rapide. En raison de cette propriété, le systeme immunitaire
peut conférer une immunité pouvant durer toute la vie. Enfin, le systéme immunitaire ne

répond normalement qu’aux antigenes étrangers ou du « Non Soi ». La capacité du systeme
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immunitaire a distinguer le « Soi » du « Non-Soi » et a ne répondre qu’aux molécules du « Non-
Soi » est essentielle car une réponse inappropriée aux molécules du « Soi » peut étre a I'origine
de pathologies graves telles que les maladies auto-immunes.

Les cellules du systeme immunitaire adaptatif sont les lymphocytes, dont les deux principaux
types sont les lymphocytes T et les lymphocytes B. Ces lymphocytes existent au moins dans
trois stades d’activation: les lymphocytes naifs ou quiescents (inactifs), les lymphocytes
effecteurs (activés spécifiquement et polarisés) et les lymphocytes mémoires (préalablement
activés et dans I'attente d’'une nouvelle rencontre avec I'antigéne).

a) Les lymphocytes T
Les lymphocytes T Cytotoxiques ou CD8+ vont étre capables d’induire I'apoptose d’autres

cellules. Ces cellules sont activées lors d’une interaction du TCR avec des molécules présentées
par les cellules cibles via un CMH de classe |. Une fois activés, ces lymphocytes vont proliférer et
relarguer des perforines et des granzymes afin d’induire la mort par apoptose des cellules
cibles. Lorsque I'action de ces lymphocytes est terminée, ces derniers meurent par apoptose et
sont dégradés par les phagocytes mais certains d’entre eux deviennent des lymphocytes T
cytotoxiques mémoires (Kindt et al., 2008).

Les lymphocytes T auxiliaires ou CD4+ jouent un réle important dans |'établissement et le

maintien de la réponse immunitaire adaptative. Lorsque ces cellules reconnaissent I'antigene
spécifique via la présentation de ce dernier par le CMH de classe Il présent a la surface des
cellules du systeme inné, les lymphocytes T auxiliaires relarguent des cytokines qui influencent
I'activité de nombreux types cellulaires et vont ainsi orchestrer la réponse immunitaire. Il existe
différentes sous-populations de lymphocytes T auxiliaires qui se différencient en fonction
notamment de I'environnement cytokinigue au moment de I'activation. Chaque sous-
population exerce une fonction bien définie, on peut distinguer entre autres les lymphocytes
Thl (producteurs d’IFN-y, impliqués dans la réponse antivirale et antibactérienne), Th2
(producteurs d’IL-4, impliqués dans la réponse aux parasites extracellulaires et dans I'allergie),
Th17 (producteurs d’IL-17, impliqués dans I'inflammation, I'auto-immunité et I'immunité anti-
infectieuse) et les lymphocytes T régulateurs qui jouent un role essentiel dans la régulation des
réponses immunitaires (Alberts et al., 2002).

b) Les lymphocytes B

Les lymphocytes B, ou cellules B, présentent un récepteur spécifique appelé BCR qui va
interagir directement avec I'antigéne sans la nécessité d’une cellule présentatrice d’antigene.
Lorsqu’ils sont activés, les plasmocytes secretent des anticorps qui se chargent de la
neutralisation des antigénes en se liant a ceux-ci afin qu'ils deviennent des proies plus faciles et
identifiées pour les phagocytes. Tout comme les lymphocytes T, les lymphocytes B sont
présents sous différentes formes: les cellules B naives (inactives), les plasmocytes (activés,
producteurs d’anticorps pour neutraliser les antigeénes) et les cellules B a mémoire
(préalablement activées et dans I'attente d’une nouvelle rencontre avec I'antigéne) (Alberts et
al., 2002).
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E. Un autre systeme de muqueuse : l'intestin

Tout comme la muqueuse respiratoire, la muqueuse intestinale présente une grande surface
d’échange représentant entre 200 et 300m? qui permet la digestion et l'absorption des
nutriments. La barriére intestinale joue donc un réle primordial dans la protection contre
I’entrée dans 'organisme de micro-organismes, d’antigénes et de toxines depuis la lumiere
intestinale. Bien que comportant certaines spécificités, il existe certaines communautés de
structure entre les muqueuses digestives et respiratoires et un possible dialogue entre ces deux
organes a récemment été évoqué.

1. La structure de la muqueuse intestinale

Bien que la structure de la muqueuse varie en fonction des différents segments du tractus
gastro-intestinal, elle est principalement constituée de trois couches successives :

- La paroi musculaire constituée de deux couches de muscles lisses,

- La lamina propria qui est un tissu conjonctif fin et réticulé riche en capillaires sanguins

et lymphatiques ainsi qu’en cellules immunitaires et,

- L'épithélium constitué d’'une seule couche de cellules épithéliales entre lesquelles
s’intercalent des cellules épithéliales spécialisées telles que les cellules caliciformes a
mucus, les cellules endocrines et les cellules de Paneth. Cet épithélium exerce des
fonctions majeures dont celle de barriére (grace a la présence de jonctions serrées et de
jonctions adhérentes entre les cellules), dans I'absorption des nutriments (intestin
gréle), de I'eau et des électrolytes (colon) ainsi qu’un réle immunitaire.

La muqueuse intestinale n’est pas lisse, elle est constituée de villosités et de cryptes qui vont lui
conférer un aspect de vague (McDermott et al., 2014).

Les villosités vont représenter le compartiment différencié et fonctionnel de la muqueuse. Ces
villosités sont orientées vers la lumiere intestinale et sont formées par un épithélium
comportant quatre types cellulaires :

- les entérocytes (environ 80% des cellules de I'épithélium) présentant des microvillosités
a leur péle apical qui facilitent I'absorption des nutriments, de I'eau et des électrolytes,

- les cellules caliciformes (ou Goblet cells) sécrétant du mucus en grande quantité
(jusqu’a 3L/jour) qui permet de protéger I'épithélium de diverses agressions (enzymes,
infections, pH,...),

- les cellules entéro-endocrine sécrétant des neuro-médiateurs,

- les cellules M (pour Microfold), cellules épithéliales distinctes des entérocytes situées
exclusivement au niveau de I'épithélium associé aux follicules qui surplombe le tissu
lymphoide associé aux muqueuses. Elles tiennent leur nom de I'aspect que présente
leur pole apical. En effet contrairement aux entérocytes qui présentent des
microvillosités, les cellules M ont un péle apical plissé. Ces cellules sont structurellement
et fonctionnellement spécialisées dans le transport trans-épithélial permettant ainsi le
transfert d’antigénes depuis la lumiere intestinale jusqu’aux cellules immunitaires
appartenant a la muqueuse. Les cellules M sont polarisées (avec un péle apical et un
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pole basolatéral) et forment des jonctions serrées avec les cellules adjacentes. Les
cellules M sont caractérisées par la présence d’un sous-domaine particulier au niveau du
pole baso-latéral qui amplifie la surface cellulaire et permet la formation d’'une poche
ou les lymphocytes intra-épithéliaux pourront se fixer. Cette caractéristique des cellules
M permet de raccourcir la distance a parcourir pour les vésicules trans-épithéliales
avant d’atteindre le pdble basolatéral et la présentation des antigénes capturés au
systéeme immunitaire sous jacent (Kraehenbuhl et al., 2000).

Les cryptes (ou glandes de Lieberkiihn) sont invaginées dans la paroi musculaire et
comportent également différents types cellulaires :

- les entérocytes et les cellules caliciformes, qui sont plus petites que celles trouvées dans
les villosités,

- les cellules dites de transit sont des cellules immatures possédant toujours la capacité
de se différencier et se trouvant plutot dans le fond des cryptes,

- les cellules entéro-endocrine, plus nombreuses dans les cryptes que dans les villosités
vont sécréter des neuromédiateurs,

- les cellules de Paneth, situées au fond des cryptes, sont des cellules sécrétrices a activité
antimicrobienne. Elles déversent leur produit de sécrétion dans la lumiéere des cryptes et
participent a la défense de I'épithélium,

- Les cellules souches trouvées dans le fond de la crypte permettant un renouvellement
rapide de I'épithélium (en 4 a 5 jours).

Les plaques de Peyer n’appartiennent ni aux villosités, ni au cryptes. Il s’agit d’agrégats de 5 a

200 follicules lymphoides (que l'on peut également retrouver isolés) situés a intervalles
réguliers et trouvés principalement dans la partie terminale de l'iléon (Cornes JS., 1965). Le
tissu lymphoide composant les plaques de Peyer est séparé de la lumiere intestinale par
I” « épithélium associé aux follicules » composé de cellules épithéliales, de cellules M, de
lymphocytes intra-épithéliaux et de quelques cellules productrices de mucus. Sous cet
épithélium spécifique, se trouve le ddme sous-épithélial contenant des cellules dendritiques et
des macrophages. Dans les zones situées entre les follicules constituant les plagques de Peyer,
sont retrouvés des lymphocytes T, principalement auxiliaires, des cellules dendritiques matures
et des macrophages. Les plaques de Peyer contiennent de nombreux follicules composés de
lymphocytes B précurseurs des plasmocystes qui produiront des IgA (Ramiro-Puig et al. 2008).
De par la capacité de transport trans-épithélial d’antigenes par les cellules M qui sont
nombreuses a ce niveau, les plaques de Peyer vont constituer un des sites d’induction de la
réponse immunitaire mucosale. Les antigenes capturés par les cellules M seront transférés aux
cellules dendritiques qui pourront a leur tour les présenter aux lymphocytes T (Neutra et al.,
2001). Cependant, tout comme dans la muqueuse pulmonaire, les cellules dendritiques sont
également capables de projeter des pseudopodes entre les cellules épithéliales ou a travers les
cellules M de maniere a sonder directement la lumiere intestinale (Rescigno et al., 2001 ;
Lelouard et al., 2011). Cette collaboration unique entre le systéme immunitaire et I'épithélium
permet, dés la détection d’antigénes, leur endocytose, leur traitement et leur présentation afin
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de déclencher des réponses immunitaires primaires ou mémoires localisées, sans impliquer de

réponse systémique (Ramiro-Puig et al., 2008).
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Figure 6 : Anatomie de la muqueuse intestinale.

Une couche unique de cellules épithéliales intestinales fournit une barriére physique qui sépare les bactéries
commensales, présentes dans la lumiere intestinale, de la lamina propria sous jacente. Les cellules épithéliales
sont baignées dans les nutriments, les bactéries commensales, les IgA et les cellules caliciformes qui sécrétent
le mucus. Les cellules souches épithéliales donnent naissance a des cellules filles capables de proliférer et de se
différencier en entérocytes des villosités qui absorbent les nutriments (intestine gréle) ou I'eau (Célon). De
plus, les cellules épithéliales progénitrices se différencient en cellules entéro-endocrine et en cellules de
Paneth a la base des cryptes intestinales. Sous |'épithélium, la lamina propria est constituée de cellules
stromales (les myofibroblastes), de cellules B (spécifiguement des plasmocytes produisant des IgA), de
lymphocytes T, de macrophages et de cellules dendritiques. Certaines sous populations de cellules
dendritiques et de lymphocytes T sont localisées entre les cellules épithéliales. L'intestin gréle possede des
régions d’épithélium spécialisées appelées “épithélium associé aux follicules” et de cellules M qui surplombent

les plaques de Peyer et sondent la lumiére intestinale. Adapté de Abreu et al., 2010.

2. Systéme de défense de la muqueuse intestinale

Tout comme la muqueuse pulmonaire, la mugueuse intestinale possede plusieurs mécanismes

de défense contre les agressions :

- Une défense mécanique. Les mouvements péristaltiques intestinaux empéchent la

rétention et la prolifération des bactéries dans l'intestin, limitant ainsi les phénomeénes
d’infection et d’inflammation,

Une défense épithéliale, composée des cellules épithéliales liées entre elles par des
jonctions serrées et adhérentes qui représentent une véritable barriere physique. De
plus, le mucus est composé de deux couches, une externe contenant les bactéries et
une interne riche en peptides antimicrobiens (considérée comme relativement stérile)
(Kim et al., 2010). Les peptides et molécules antimicrobiens sont notamment produits
par les entérocytes (B-défensines), les cellules de Paneth (a-défensines, lyzozyme,
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phospholipase A2) et par les cellules M retrouvées dans les plaques de Peyer et
capables d’internaliser par transcytose des antigenes afin de les présenter au systeme
immunitaire sous jacent,

- Une défense immunitaire due aux cellules immunitaires présentes dans la lamina
propria de la muqueuse. Le fonctionnement de cette défense sera abordée dans la
partie « microbiome et systéme immunitaire » (V.B. page 68),

- Une défense écologique représentée par le microbiome trées riche de l'intestin et situé
principalement dans la couche externe du mucus. Par un phénoméne de compétition,
les bactéries commensales et/ou probiotiques défendent la muqueuse contre I'invasion
de pathogénes. Ce microbiote intervient également dans la digestion / absorption des
nutriments et dans la production de molécules présentant un réle métabolique et
immuno-régulateur bénéfique (McDermott et al., 2014).

F. Altération des mécanismes de défense des muqueuses

Les mécanismes de défense des muqueuses entrainent systématiguement un remodelage
tissulaire plus ou moins important selon la nature de l'agression et l'importance de
I'inflammation qui précéde. En condition physiologique, ce remodelage permet de restaurer
I'intégrité fonctionnelle de la muqueuse respiratoire ou digestive. Cependant, en particulier lors
d’expositions répétées a des agressions, ce remodelage peut conduire a une reconstruction
anarchique ou inadaptée des tissus pouvant devenir irréversibles. Ces lésions faisant suite a un
remodelage inapproprié sont souvent associées a une altération des mécanismes de défense
conduisant au développement de pathologies extrémement handicapantes.

Par exemple, dans le cas de |'exposition répétée a la fumée de cigarette, il est observé dans le
poumon, un remodelage bronchique (entrainant une métaplasie épithéliale et un
épaississement des parois bronchiques) ainsi qu'une destruction alvéolaire (emphyséme)
associé une atteinte fonctionnelle respiratoire. De plus, la clairance muco-ciliaire va se trouver
diminuée dans ce contexte ainsi que la perméabilité épithéliale. Une hypersécrétion de mucus
avec modification de sa visco-élasticité pourra également étre observée (Barnes PJ., 2000).

Une inflammation importante est également observée au niveau bronchique mais également
alvéolaire qui entraine notamment un recrutement de cellules inflammatoires au sein du
poumon. De plus, les macrophages alvéolaires présentent, a terme, un défaut de leur capacité
de phagocytose ce qui accroit le risque d’infection pulmonaire.

L'exposition chronique a la fumée de cigarette est la cause majeure de la Broncho-
Pneumopathie Chronique Obstructive, pathologie présentant tous les défauts du systeme de
défense pulmonaire cités précédemment.
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I1. La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO)

La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive est une maladie inflammatoire chronique du
poumon se traduisant par une obstruction progressive des bronches, partiellement ou non
réversible, incluant bronchite chronique et emphyseme. Elle constitue aujourd’hui un
important probleme de santé publique, a la fois d’'un point de vue sociétal, médical et
économique.

A. Définition de la BPCO

Selon le GOLD (pour Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease ; comité regroupant
le « National Heart, Lung, and Blood Institute », le « National Institute of Health », et
I’ « Organisation Mondiale de la Santé »), la BPCO est une maladie caractérisée par une
limitation des débits aériens partiellement ou non réversible, d’apparition progressive, et
associée a une réponse inflammatoire anormale des poumons a des substances nocives
gazeuses ou particulaires.

La limitation des débits aériens est caractérisée par une inflammation chronique des petites
voies aériennes conduisant a l‘obstruction de la lumiere bronchique et, a terme, a la
destruction du parenchyme pulmonaire menant a I'emphyséme (élargissement anormal et
permanent des espaces aériens au-dela des bronchioles terminales, associé a une destruction
des parois alvéolaires).

Afin de préciser la sévérité du trouble ventilatoire obstructif chez le patient atteint de BPCO,
une classification a été mise en place par le GOLD. Cette classification s’appuie sur les valeurs
obtenues au cours des épreuves fonctionnelles respiratoires. Le premier parameétre analysé est
le VEMS (Volume Expiré Maximal en 1 Seconde) et correspond au volume d’air expiré pendant
la premiere seconde d’une expiration dite « forcée », suite a une inspiration profonde. Le
second paramétre pris en compte est la CVF (Capacité Vitale expiratoire Forcée) qui correspond
au volume de gaz d'une « expiration forcée », faite aprés une inspiration forcée. Le rapport
VEMS / CVF permet alors d’identifier le stade de la maladie chez le patient BPCO (Tablel).
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STADE CARACTERISTIQUES

0: arisque Données spirométriques normales
Symptémes chroniques: toux, expectoration

I: BPCO légere VEMS/CVF <70%
VEMS>80% de la théorique
Avec ou sans les symptdmes chroniques (toux, expectoration)

Il: BPCO modérée VEMS/CVF <70%
30% <VEMS<80%

- 1A 50%<VEMS<80%
- 11B 30%<VEMS<50%
Avec ou sans les symptdmes chroniques (toux, expectoration, dyspnée)

Ill: BPCO sévere VEMS/CVF <70%

VEMS<30% de la théorique ou

VEMS<50% de la théorique avec une insuffisance respiratoire ou des signes cliniques
d'insuffisance cardiaque droite

Table 3 : Classification des stades de BPCO selon le GOLD avant 2011.

Depuis 2011, de nouvelles recommandations GOLD ont été définies et celles-ci changent
radicalement les criteres habituels de classification des patients. En effet, ces derniéres ne se
basent plus uniquement sur le VEMS mais integrent également plusieurs critéres dont :

- le nombre d’exacerbations. L'exacerbation est une poussée d'aggravation des
symptomes habituels de la BPCO : augmentation de la toux, du volume des crachats
guotidiens, modification de l|'aspect des crachats, augmentation de I'essoufflement,
s'installant en quelques heures. Les exacerbations caractérisent I'évolution naturelle de
la BPCO. Elles sont déclenchées par une infection dans pres d'un tiers des cas. Elles
peuvent également étre dues a une exposition a des irritants environnementaux (tabac,
pics de pollution atmosphérique) et dans 1/3 des cas, aucune cause n'est retrouvée a
I’origine du déclenchement de I'exacerbation. La répétition des exacerbations aggrave le
pronostic de la maladie.

- Les criteres cliniques par I'échelle de dyspnée MRC (>2). La dyspnée correspond a la
perception anormale et désagréable de la respiration. Il s’agit d’'une géne respiratoire
subjective dont se plaint le patient (souffle court, essoufflement, oppression, soif
d’air...). L'échelle du MRC évalue les effets de la dyspnée sur les activités quotidiennes.
Elle est notamment basée sur les difficultés a marcher ou a monter les escaliers
L’échelle MRC est bien corrélée a la distance parcourue au test de marche de 6 minutes
et est trés utilisée dans le suivi des pathologies respiratoires (voir tableau page
suivante).
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Stade O Dyspnée pour des efforts soutenus (exemple : montée de 2 étages)

Stade 1 Dyspnée lors de la marche rapide ou en pente

Stade 2 Dyspnée a la marche sur terrain plat en suivant quelqu’un de son age

Stade 3 Dyspnée obligeant a s’arréter pour reprendre son souffle apres quelques minutes ou
une centaine de métres sur terrain plat
Stade 4 Dyspnée au moindre effort

Table 4 : Echelle de dyspnée du Medical Research Council (MRC).

- L’évaluation de la qualité de vie par le CAT (Copd Assessment Test) (>10). Il s’agit d’un
guestionnaire simple et court, que tout patient lettré peut compléter de maniére
indépendante dans un temps tres limité. Pour compléter le CAT, le patient doit s’évaluer
sur une échelle a six niveaux pour huit éléments distincts.

La combinaison de ces facteurs aboutit a la création de quatre groupes (A, B, C, D) définis dans
la table 5.

Stade GOLD .
Groupe . L. Nombre d’exacerbations / an Score MRC Score CAT
Spirométrique

A
Risque bas
moins de
symptémes

lou? Oal Oal <10

B
Risque bas
davantage de
symptomes

lou?2 0a1l =2 =210

C
Risque élevé
moins de
symptémes

3ou4d Et/ou>2 +0al <10

D
Risque élevé
davantage de
symptomes

3ou4d Et/ou>2 >2 >10

Table 5 : Nouvelle classification de GOLD adoptée en 2011.

Si le mérite de la nouvelle classification est d’intégrer I'aspect pluridimensionnel de la BPCO
avec l’évaluation de la qualité de vie et I'évaluation des exacerbations, des discussions
méthodologiques sont encore en cours sur le choix du seuil des outils que ce soit pour
I’évaluation de la dyspnée (>1 ou > 2) ou du seuil concernant le CAT.

B. Epidémiologie de la BPCO

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, la prévalence de la BPCO est en constante
augmentation. En effet, la BPCO est actuellement la cinquiéme cause de mortalité dans le
monde mais devrait atteindre, d’ici a 2020, le troisieme rang juste aprés les maladies
cardiaques et cérébro-vasculaires (Murray et al., 1997).

La plus grande partie des données concernant la prévalence, la morbidité et la mortalité des
patients atteints de BPCO est issue des pays développés. Ces données sont probablement sous
estimées de par le sous diagnostic de cette maladie (banalisation des premiers symptémes
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évocateurs chez des patients fumeurs, nécessité de mesurer la fonction ventilatoire pour faire
le diagnostic,...).

Dans le monde, selon les données OMS de 2008, 210 millions de personnes étaient atteintes de
BPCO (représentant une prévalence de 4 a 10%). Parmi ces 210 millions de malades, 80 millions
présentaient une BPCO modérée a sévere et 3 millions sont décédés des suites de leur maladie
(soit 5% des déces dans le monde).

Selon une étude de 'ECRHS (European Community Respiratory Health Survey), la prévalence de
la BPCO et des symptomes respiratoires (toux ou expectoration chronique) en France était
parmi les plus faibles d’Europe. En effet, en 2006, les taux de mortalité calculés sur I'ensemble
de la population (tout age) et standardisés sur la population européenne étaient de 8,2 /
10.000 en France (14 / 10.000 chez les hommes et 5 / 10.000 chez les femmes) alors qu’ils
étaient de 19 / 10.000 (31 / 10.000 pour les hommes et 12 / 10.000 pour les femmes) pour
I’'Europe des 27 (Source Eurostat). En France, la BPCO concerne 3 a 3,5 millions de personnes,
soit 6 a 8% de la population adulte.

Pour les années 2004 — 2006, les plus forts taux de mortalité liés a la BPCO en France étaient
observés dans le Nord — Pas de Calais, la Bretagne, I’Alsace et la Lorraine comme montré dans
la figure 7 (Fuhrman et al., 2010).

Mortalite Hospitalisations

variation par rapport au taux national

<-20%

[-20% & -10%]
W [-10% & +10%]
M ]+10% & +20%)]
M >+20%

Figure 7: Variations régionales de la mortalité liée a la Broncho-Pneumopathie Chronique
Obstructive (causes multiples) et des hospitalisations liées a des exacerbations de BPCO, adultes
de 45 ans ou plus, France Métropolitaine, 2004-2006, Source : Fuhrman et al., 2010.

La prévalence de la BPCO augmente avec la précocité du diagnostic et le vieillissement de la
population. Pour le patient, elle entraine des incapacités importantes dans les activités de la vie
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qguotidienne ; pour le médecin, une forte consommation de soins ; pour les organismes payeurs,
un co(lt élevé.

C. Impact économique de l1a BPCO

Selon le rapport du site BCC Research (Business Communications Company), un organisme
spécialisé dans les études de marché, le marché global pour I'asthme et la BPCO a été évalué a
34,9 milliards de dollars en 2011 en termes de prescriptions médicales. Ce colt devrait
atteindre les 47,1 milliards de dollars en 2017.

En France, I'étude SCOPE Santé a montré que 66% des colts directs observés chez les patients
atteints de BPCO étaient en rapport avec la maladie ou ses complications, et que, parmi ces
patients, 65,5 a 72,3% bénéficiaient d’'une prise en charge pour affection de longue durée.

En 2001, le colt direct total de la BPCO, tous stades confondus, en France était estimé a 4366€
par patient sur 12 mois soit presque le double de la consommation moyenne de soins en
France. Ce colt augmente avec la sévérité de la maladie en relation avec les dépenses liées aux
hospitalisations et a I'assistance respiratoire (respectivement 2642€ et 1071€ / an / patient au
stade sévere) (Fournier et al., 2005).

En plus des dépenses liées aux soins, la BPCO a un impact économique lourd dans le domaine
professionnel. En effet, parmi les maladies respiratoires et selon le site ELF (European Lung
Fundation), la BPCO est la premiere cause d’absentéisme au travail et représente, dans la
communauté européenne, approximativement 41.300 jours de travail perdus par 100.000
habitants causant une perte de productivité atteignant un total de 28,5 milliards d’euros par an.

La BPCO colte cher a la société, il existe donc un intérét certain a essayer de mieux
comprendre cette pathologie dans le but de mieux la maitriser.

D. Facteurs de risques

1. Facteurs d’origine génétiques

Bien que la BPCO soit connue pour étre une maladie liée au tabagisme, elle n’atteint pas tous
les fumeurs (Lgkke et al.,, 2005 ; Laniado-Laborin et al., 2009) et le développement de la
pathologie n'est pas directement lié au degré de tabagisme. Ceci suppose que des facteurs
génétiques pourraient influencer le développement de la maladie de maniere individuelle.

Actuellement, bien que diverses pistes soient explorées, le seul facteur génétique démontré
comme étant impliqué dans le développement de la BPCO est le déficit en al — antitrypsine
(AAT). L'AAT est une enzyme appartenant a la famille des serpines dont le réle est d’inhiber
I'action de I'élastase produite par les leucocytes. En effet, 'AAT est une anti-protéase
responsable de la défense des tissus et des voies respiratoires sous-glottiques. L’AAT exerce son
role protecteur en inhibant I'élastase produite par les neutrophiles responsables de la digestion
enzymatique tissulaire (Gadek et al., 1981). Dans le poumon, le déficit pour cette enzyme
prédispose alors a I'apparition précoce d’emphyseme (Eriksson S., 1965). La prévalence de ce
déficit génétique est approximativement de 1 pour 2500 dans I’'Europe de I'Ouest (Fregonese et
al., 2008). Les patients BPCO atteints de ce déficit constituent un groupe a part qui ne dépend
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apparemment pas de l'exposition a des substances nocives pour développer la maladie.
Cependant, I'exposition de ces sujets porteurs de mutation pour 'AAT a la fumée de cigarette
accélére de maniére significative I'apparition d’'un emphyséme (Janoff A., 1985).

D'autres polymorphismes de gene ont été identifiés comme pouvant étre impliqués dans le
développement de la BPCO. Notamment, il a été observé une mutation dans le géne codant la
Glutathion S — Transférase (GST), une enzyme impliquée dans la gestion du stress oxydatif
(Cheng et al., 2004) et associée au risque de développer un emphyséeme.

Un polymorphisme du gene codant I'Interleukine (IL-) 10 a également été observé plus
fréguemment chez les patients BPCO et associé a |'altération de la fonction pulmonaire chez
certains sous-groupes de patients atteints de colite ulcéreuse ou souffrant de la maladie de
Crohn (Ekbom et al., 2008).

2. Facteurs d’origine environnementale

a) Fumée de cigarette
Le principal facteur de risque dans le développement de la BPCO est le tabagisme. Le tabagisme
est un terme médical désignant l'intoxication aigué ou chronique provoquée par I'abus du tabac
(Définition du Centre National de Ressources Textuelles et Lexicales) et par extension
s’applique aux consommateurs de tabac en général. Deux types de tabagisme sont a prendre
en considération: le tabagisme actif, caractérisant le fumeur direct de cigarette, et le
tabagisme passif.

Le tabagisme actif consiste en la consommation volontaire de tabac. Le tabac peut étre
consommé de différentes maniéres (chiqué, prisé) mais la plus répandue est celle qui consiste a
le fumer. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, 5.500 milliards de cigarettes sont produites
dans le monde chaque année pour une consommation d'environ 11 milliards de cigarettes
chaque jour. En France, le nombre de cigarettes vendues Iégalement est de 55 milliards par an.
La consommation moyenne est de 15,1 cigarettes par jour pour les hommes et de 12,6 pour les
femmes et concernerait environ 30% de la population (Beck et al., 2010). « Fumer tue », ce
n’est pas nouveau. Le tabac est considéré comme la premiere cause évitable de mortalité en
France et dans le monde. Chaque année, ce sont plus de 60.000 fumeurs qui décedent d'une
pathologie liée a leur tabagisme dans notre pays (Hill C., 2004). En effet, la fumée de tabac
contient plus de 4000 composants ; nombreux sont toxiques (monoxyde de carbone, cadmium,
nicotine,...) et 60 sont des cancérogénes reconnus (benzopyréne, nitrosamines,...) (IARC, 2004).
La fumée de cigarette va provoquer, outre la dépendance, de nombreuses pathologies telles
gue les maladies cardiovasculaires (maladie coronarienne, accident vasculaire cérébral,
anévrisme aortique,...), les cancers (bronchique, du larynx, du pharynx, de la vessie, du col de
I"'utérus, du sein, du pancréas,...), les maladies respiratoires (BPCO, aggravation de I'asthme,...),
les maladies digestives (reflux gastro-cesophagien, ulcére gastroduodénal, aggravation de la
maladie de Crohn,...) ou encore les retards de croissance intra-utérin lors d’une exposition
pendant la grossesse (CEP, 2013).

Le tabagisme passif consiste, quant a lui, en l'inhalation involontaire de la fumée de tabac
présente dans |'air ambiant (Randall et al., 2005). La fumée environnementale est constituée
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principalement par la fumée qui se dégage du bout incandescent de la cigarette entre les
bouffées et de celle qui traverse le papier de cigarette (ces deux sources constituent le courant
secondaire). Elle provient aussi de la fumée du courant primaire inhalée par le fumeur, puis
expirée par ce dernier (courant tertiaire). Elle comporte finalement la fumée qui s'est déposée
sur les poussieres ou les surfaces et qui revient en suspension dans |'air aprés |'extinction de la
cigarette (courant quaternaire). La fumée environnementale (courants secondaire, tertiaire et
quaternaire) pénétre dans I'organisme principalement par inhalation, mais aussi par absorption
orale ou cutanée. La concentration de produits toxiques et cancérogenes est beaucoup plus
élevée dans la fumée environnementale que dans le courant primaire, ce qui explique qu'elle
soit dangereuse malgré sa dilution dans I'air ambiant. En fait, elle est surtout pathogéne dans
les locaux fermés, de petit volume et mal ventilés. Il faut noter que le fumeur actif est lui aussi
affecté par la fumée environnementale puisqu'il est au plus prés de sa source principale
constituée par le bout incandescent de la cigarette. Au cours de cette dernieére décennie, le
tabagisme passif a été étudié en détail en tant que facteur de risque dans le cadre des
pathologies pulmonaires chez les non-fumeurs (Trédaniel et al., 1994 ; Eisner et al., 2005). Les
études démontrent que la BPCO peut aussi toucher les non-fumeurs et que le tabagisme passif
n'y est pas étranger. Le risque de développer une BPCO est de 48% supérieur chez les sujets
exposés au tabagisme passif que chez les personnes non exposées. Globalement parlant, on
peut affirmer que le tabagisme passif constitue un facteur de risque dans la survenue d'une
BPCO chez les non-fumeurs.

Parmi les patients atteints de BPCO, neuf sur dix sont fumeurs ou ex-fumeurs. Les chiffres liés
au risque de développer une BPCO chez les fumeurs varient fortement : de 20% (Lgkke et al.,
2005) a 50% (Laniado-Laborin et al., 2009). Selon ces dernieres sources, jusqu'a 50% des
fumeurs développent a terme une BPCO telle que définie par le rapport du GOLD.

Les effets de la fumée de cigarette dans le développement de la BPCO seront détaillés a la page
suivante.

Cependant, des résultats provenant d’'un nombre croissant d’études publiées, suggerent que
des facteurs de risques autres que le tabagisme sont fortement associés a la BPCO.

b) Exposition aux polluants aériens intérieurs
L'utilisation de combustibles sous forme de biomasse (bois, charbon de bois, matiéres végétales
ou fumier animal) comme principale énergie domestique dans de nombreux pays en voie de
développement est une coutume encore trés répandue. Au niveau mondial, cela représente 3
milliards de personnes exposées aux fumées de tels combustibles (contre 1,01 milliard de
fumeurs) (Lopez et al., 2006). Dans les pays en voie de développement, 50% des déces suite a la
BPCO étaient imputables a [l'utilisation de telles énergies, bien que ces données soient
vraisemblablement sous-évaluées de par un défaut de prise en charge ou de diagnostic. Ces
énergies présentent une efficacité de combustion faible entrainant la production de polluants
tels que des particules de diametre inférieur a 10 um, du monoxyde de carbone, du dioxyde
d’azote, du dioxyde de sulfure ou encore de formaldéhyde et de carcinogenes (Smith KR.,
2002). Pour se faire une idée, la concentration de particules produites est de 300 — 3000 pg/m?>

par jour (et jusqu’a 30.000 pg/m® pendant la cuisson des aliments) alors que les villes les plus
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polluées au monde présentent une concentration inférieure a 300-500 pg/m? (Torres-Duque et
al., 2008).

c) Expositions Professionnelles
En 2003, L’American Thoracic Society a montré qu’environ 15% des cas de BPCO pouvaient étre
attribués a une exposition sur le lieu de travail. Cette maladie toucherait particulierement les
fermiers (poussieres organiques et inorganiques), les mineurs (charbon et minerais), les
garagistes (particules fines de diesel) et les industriels (silices, acier et gaz irritants) (Balmes et
al., 2003).

d) Pollutions extérieures
L’exposition a des polluants aériens a haute concentration, comme dans les grandes villes ou
pres des zones de trafic important, entrainerait une aggravation des symptomes pré-existants
de BPCO (Arbex et al., 2009). Cependant, aucun lien n’a pu étre établi entre ces expositions et
I'apparition de nouveaux cas.

e) Statut socio-économique
Le statut socio-économique modeste peut étre, de maniere indépendante, liée au
développement de la BPCO. En effet, ce développement de la maladie serait alors une
conjonction de divers éléments tels que la malnutrition (avec de faibles apports en
antioxydants) (Romieu et al.,, 2001), une exposition passive a la fumée de cigarette (Eisner et
al., 2005), I'utilisation de biocombustibles et les risques professionnels.

E. Physiopathologie de 1a BPCO

Dans la littérature, le facteur de risque le plus largement étudié et le plus important est
I’exposition chronique a la fumée de cigarette.

Cosio et al. (Cosio et al., 2009) ont proposé un modele en trois étapes permettant d’expliquer le
développement de la BPCO en réponse a la fumée de cigarette.

1. Etape 1 : Réponse initiale A la fumée de cigarette

L’exposition a la fumée de cigarette, de par sa haute teneur en composants toxiques (plus de
2000) et en radicaux libres (10* radicaux libres) par bouffée, va contribuer a I'agression des
cellules épithéliales pulmonaires et des macrophages qui vont alors étre endommagés (Sun et
al., 1995). Toute altération de la barriere épithéliale (exposition a un toxique, pénétration d’une
particule ou d’'un agent pathogéne infectieux viral ou bactérien) est a I'origine d’un « signal
danger ». Des débris cellulaires (DAMP = Damaged Associated Molecular Pattern) provenant
des cellules épithéliales lésées, mais également des constituants de la fumée de cigarette,
représentent des ligands des PRR (Pattern Recognition Receptor), comme les TLR (notamment
TLR4 et TLR2) ou I'IL-1R, induisant des voies de signalisation intracellulaires qui aboutissent a
I'activation de NF-kB et a l'induction de I'expression de génes codant des médiateurs de
I'inflammation. La table 6 présente les différentes molécules capables de se lier et d’activer les
récepteurs de type PRR (Paul-Clark et al., 2009 ; Doz et al., 2008).
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Molécules Récepteurs

Composants de la fumée de cigarette
Endotoxine (lipopolysaccharide) TLR4 et CD14
Nicotine nAChR, TRPA1
Espéces réactives de I'oxygene, Radicaux libres NLRP3
Acroléine TRPA1
Hydrocarbones polycycliques aromatiques AhR

DAMP relargués par les cellules stressées, apoptotiques et nécrosées
ATP P2XR
Acide Urique NLRP3
Molécules S100 TLR9, RAGE
Protéines de choc thermique TLR2, TLR4, CD91, CD24, CD14, CD40
Défensines TLR4, CCR6
Interleukine - 1a Interleukine-1 R
ADN (mitochondrial) TLR9
DAMP relargués par la destruction de la matrice extracellulaire

Acide Hyaluronique TLR2, TLR4, CD44
Fibronectine TLR4, af integrines
Héparane sulfate TLR4
Versican TLR2
Biglycanne TLR2, TLR4, P2XR
N-Acétyl-proline-glycine-proline CXCR1, CXCR2

Table 6: Détection des composants de la fumée de cigarette et DAMP (Damaged Associated
Molecular Pattern) par les PRR (Pattern Recognition Receptors) et autres récepteurs du systéme
immunitaire inné. (TLR=Toll-like receptor. CD=cluster of differentiation. nAChR=nicotinic acetylcholine receptor.
TRPAl=transient receptor potential Al. AhR=aryl hydrocarbon receptor. P2XR=purinergic receptor P2XR.
P2YR=purinergic receptor P2YR. NLRP3=NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3. RAGE=receptor for
advanced glycation end products; FPR1=formyl peptide receptor 1. ECM=extracellular matrix. CXCR=chemokine (c-
x-c motif) receptor). Adapté de Brusselle et al., 2011.

Les cellules épithéliales, mais également les macrophages ainsi activés, libérent alors de
nombreux facteurs chimiotactiques qui vont attirer les cellules inflammatoires dans le poumon
(Barnes PJ., 2009). Parmi ces facteurs se trouvent le CCL2 qui, une fois lié a son récepteur le
CCR2, recrute les monocytes qui se différencieront en macrophages une fois dans le poumon.
Le CXCL1 et CXCL8 agissent, quant a eux, sur le récepteur CXCR2 afin d’attirer les neutrophiles
(Mio et al., 1997). Le recrutement et I'activation des leucocytes au sein du poumon par ces
médiateurs initient la réponse immune innée. Les macrophages et les neutrophiles activés
produisent également des protéases telles que les métallo-protéases matricielles MMP-9 et
MMP-12 ou la « Neutrophiles Elastase » qui participent a la dégradation du parenchyme
pulmonaire (menant a terme a l'emphyséme) (Barnes et al., 2006). L’activation des
neutrophiles et des macrophages conduisent a la libération d’espéeces réactives de I'oxygene
(ROS) qui, conjointement a celles contenues dans la fumée de cigarette, vont poursuivre la
détérioration de I'épithélium et du tissu de connexion, induisant la libération de plus de DAMPs
mais également I'entrée en apoptose des cellules épithéliales et endothéliales.

D’autres cytokines pro-inflammatoires, dont le TNF-a, I'lL-1B (activateur des macrophages) et
I'IL-6 (travaillant de concert avec d’autres cytokines, assurant un lien entre immunité innée et
adaptative), sont également produites en réponse a la fumée de cigarette. Ces cytokines
participent a 'amplification de I'inflammation a travers, notamment, I'activation du facteur de
transcription NF-kB (Aaron et al., 2001 ; Culpitt et al., 2003 ; Bhowmik et al., 2000).
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Les cellules épithéliales produisent également du TGF-B3 impliqué dans le remodelage tissulaire
en favorisant la prolifération des fibroblastes et des cellules musculaires lisses mais aussi dans
les dépdbts de matrice extracellulaire, notamment le collagéne, dans les petites voies aériennes.
Ce processus est responsable en partie de la fibrose de ces derniéres (Takizawa et al., 2001).

Ces données soulignent l'importance du systeme immunitaire inné et des PRR dans le
développement de la BPCO.

2. Etape 2 : Transition immunité innée et adaptative

Si I'inflammation liée a la fumée de cigarette n’est pas contrdlée par le systeme immunitaire
inné, en plus des macrophages et des neutrophiles, d’autres cellules telles que les cellules
dendritiques, cellules présentatrices d’antigene professionnelles, peuvent prendre le relai pour
alerter le systeme immunitaire adaptatif. Les cellules dendritiques (localisées dans I’épithélium
des voies aériennes et la lamina propria) capturent I'antigéne qui a pénétré la barriere
épithéliale. L'antigene est alors scindé en petits peptides et les cellules dendritiques migrent
alors dans les ganglions lymphoides médiastinaux ou dans les formations lymphoides des
muqueuses ou elles présentent les fragments antigéniques aux lymphocytes (Banchereau et al.,
2000). Elles pourront ainsi promouvoir la différentiation des lymphocytes T CD4+ auxiliaires et
la toxicité des lymphocytes T CD8+. La production de CXCL-9, -10 et -11 par les cellules
épithéliales et les macrophages activés entraine |'attraction des lymphocytes T CD4+ auxiliaires
(polarisés Th1 ou Th17) et des CD8+ cytotoxiques dans le poumon, via la reconnaissance de ces
chimiokines par le récepteur CXCR3 présent a la surface des lymphocytes (Grumelli et al,
2004). Cependant, il est important de noter qu’en I'absence de systéme immunitaire adaptatif,
et notamment chez des souris SCID, le systeme immunitaire inné est capable a lui seul de
provoquer l'inflammation et I'emphyséme dus a I'exposition a la fumée de cigarette (Al D’Hulst
etal., 2005).

3. Etape 3 : Réponse Immune Adaptative

Au cours de la BPCO, les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sont les principaux lymphocytes
retrouvés dans les différentes voies aériennes et dans le parenchyme pulmonaire. Ces
lymphocytes vont contribuer a la dégradation du parenchyme pulmonaire via notamment la
sécrétion d’enzymes protéolytiques telles que le granzyme B ou la perforine (Lieberman J.,
2003). L’action de ces enzymes va entrainer une augmentation du nombre de cellules
épithéliales et endothéliales apoptotiques ou nécrotiques, et cette destruction ne pourra pas
étre compensée par la prolifération cellulaire (Calabrese et al, 2005). Le nombre de
lymphocytes T CD8+ est en corrélation avec le degré d’obstruction et d’emphyseme trouvé chez
le patient (Saetta et al, 1998). De plus, des modeles animaux ont montré que, dans le cas d’une
BPCO induite expérimentalement, les lymphocytes T CD8+ étaient également capables de
produire de I'lL-17 (Duan et al., 2011).

Au moins deux types de lymphocytes T CD4+ effecteurs sont retrouvés dans les poumons de
patients BPCO : les lymphocytes polarisés Thl et Th17.

Les lymphocytes polarisés Th1l produisent essentiellement de l'interféron (IFN)-y, stimulant la
production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires et promouvant ainsi I'accumulation
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de cellules inflammatoires au sein du poumon. Une augmentation de I'expression de I'lL-12 et
de I'lL-18 par les macrophages et les cellules dendritiques est probablement a I'origine du
développement des cellules polarisées Thl (Imaoka et al., 2008). De plus, l'interaction entre
certaines chimiokines (CXCL-10 et CXCL-9) sécrétées par les cellules T et leur récepteur (CXCR-
3), retrouvé dans les macrophages, induit I'expression de la MMP-12 par ces derniers,
nourrissant ainsi le cercle vicieux de l'inflammation et de la destruction du parenchyme
pulmonaire (Grumelli et al., 2004).

Les lymphocytes polarisés Th17 sont connus pour leur réle dans I'inflammation et les maladies
auto-immunes. Les cytokines nécessaires pour leur différenciation, leur prolifération et leur
maintenance (IL-6, IL-1B, TGF-B et IL-23) sont des cytokines produites par les cellules
épithéliales et les macrophages au cours de I'exposition a la fumée de cigarette, comme nous
I'avons précisé précédemment. La réponse Th1l7 est caractérisée par la production, entre
autres, d’IL-17A et d’IL-17F. Ces cytokines sont notamment connues pour étre liées a
I'inflammation médiée par les neutrophiles en induisant la libération, par les cellules
épithéliales pulmonaires et les cellules musculaires lisses, de chimio-attractants (CXCL1 et
CXCL8) pour les neutrophiles (Laan et al., 1999). L’IL-17 va aussi induire I'expression de genes
codant les mucines MUCS5A et MUCSB, responsables en partie de I’hypersécrétion de mucus
retrouvée chez les patients BPCO (Fujisawa et al., 2009). De maniére intéressante, I'lL-17 est
également capable d’induire, en plus du recrutement des neutrophiles, la production de MMP-
12 par les macrophages (Shan et al., 2009). De plus, il a été montré récemment que I'lL-17
pouvait aussi induire la contraction des cellules musculaires lisses en se fixant directement sur
son complexe de récepteurs exprimé par ces cellules (Kudo et al., 2012). L’IL-17 pourrait donc
participer a I’hyperréactivité bronchique observée lors de tests a la métacholine (un broncho-
constricteur).

Les lymphocytes Th17 ont un réle important et parfois déterminant dans la mise en place d’une
réponse immune protectrice lors d’infections bactériennes et fongiques. Cependant, ils sont
également responsables des troubles immunitaires rencontrés dans certaines maladies auto-
immunes qui étaient auparavant associées a une réponse de type Th1l excessive (Onishi et al.,
2010).

De plus, la présence de follicules lymphoides matures avec un centre germinatif et des zones
bien individualisées de lymphocytes T et B dans le tissu péribronchiolaire des patients
présentant une BPCO est aussi le témoin d’une réponse immune adaptative. Le nombre de
follicules augmente fortement avec la sévérité de la maladie chez les patients ayant une BPCO
sévere a trés sévére (25 a 30 % chez les patients au stade GOLD lll et IV) (Brusselle et al., 2009).
Les lymphocytes B isolés des follicules des patients ayant une BPCO sont de nature oligoclonale,
ce qui suggere une induction antigéne-spécifique de ces cellules B folliculaires (van der Strate et
al., 2006). La structure des follicules, avec un centre germinatif riche en cellules B et des zones
périphériques riches en lymphocytes T CD4+ (80-90 %) et CD8+, favorise la présentation des
antigenes par les cellules dendritiques lors de leur passage via le canal lymphatique efférent.
Les cellules B et T, a qui le méme antigéne a été présenté, interagissent ensuite entre elles via
leurs récepteurs et les signaux de costimulation pour initier I'expansion clonale des
lymphocytes B avec production d’anticorps (Abbas et al., 2000).
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Ces données sont quelque-peu contradictoires et ne permettent pas de définir précisément la
place des cellules T conventionnelles dans la physiopathologie de la BPCO. Leur réle est
vraisemblablement d'amplifier le processus et de participer dans les atteintes systémiques qui
apparaissent secondairement dans la BPCO.
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Figure 8 : Physiopathologie de la BPCO.

La fumée de cigarette inhalée active les cellules épithéliales et les macrophages qui libérent de nombreux facteurs
chimiotactiques recrutant ainsi les cellules inflammatoires au sein du poumon. Ces facteurs incluent le CCL2 qui
agit sur le CCR2 pour le recrutement des monocytes, le CXCL1 et le CXCL8 qui agissent sur le récepteur CXCR2 afin
de recruter les neutrophiles et les monocytes (qui se différencieront en macrophages une fois dans le poumon) et
le CXCL9, -10 et -11 qui, via le récepteur CXCR3, recrutent les lymphocytes T auxiliaires et cytotoxiques qui
relargueront de I'IFN-y et de I'IL-17 continuant d’amplifier la réponse inflammatoire en stimulant les cellules
épithéliales. Les cellules inflammatoires, avec les macrophages et les cellules épithéliales, libérent des protéases
telles que la MMP-9 ou MMP-12, qui causent la dégradation de I’élastine et I'emphyseme. L’élastase produite par
les neutrophiles induit également une hypersécrétion de mucus. Les cellules épithéliales et les macrophages
sécretent également du TGF-B qui stimule la prolifération des fibroblastes et donc la fibrose des petites voies
aériennes. La production de CCL20 par les cellules épithéliales et les macrophages induit également le recrutement
de cellules dendritiques spécialisées dans la présentation d’antigene et I'activation des lymphocytes T. Adapté de
Barnes PJ., 2009.

4, Autoimmunité et BPCO

L'auto-immunité est le développement d'une réaction du systeme immunitaire contre les
constituants propres de son organisme. Le systéeme immunitaire ne reconnait plus comme
siennes certaines structures de I'organisme, il devient alors capable d'agresser et donc de |éser
ces structures, propres a l'individu. Ces lésions sont a |'origine des effets déléteres puis de la
maladie constituée.
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Dans le cas de la BPCO, l'inflammation chronique présente au sein du poumon va étre
responsable de la modification de la structure de certaines protéines. Cela est notamment du a
la dégradation de I’élastine ou du stress oxydatif omniprésent entrainant la carbonylation des
protéines (Kirkham et al, 2011). Le systeme immunitaire adaptatif identifie ces protéines
modifiées comme des antigénes du Non Soi lorsque celles-ci sont présentées par les cellules
dendritiques. Ces cellules vont alors stimuler et induire le développement des sous-populations
lymphocytaires Thl et Th17 dans le poumon. La présence chronique de chimiokines issues de
ces populations va notamment, et comme nous 'avons précisé précédemment, induire de
maniére plus importante la production de MMP-12 responsable d'une élastolyse incontrolée au
sein du poumon (Grumelli et al., 2004).

F. BPCO : de I'atteinte pulmonaire a I'atteinte systémique

Au cours de la BPCO, certains marqueurs systémiques ont pu étre mis en évidence. En effet, des
margueurs de type inflammatoire, comme le TNF-a, sont retrouvés au niveau du plasma en
concentration plus élevée chez des patients BPCO en comparaison avec des sujets sains.
D’autres médiateurs non spécifiques ont également pu étre observés comme, par exemple, I'IL-
6 qui contribue a augmenter les protéines de la phase aigué (Donaldson et al., 2005). D’autres
cytokines telles que le TNF-a, I'lL-1B, la chimiokine CXCL8 (IL-8) et les adipokines (leptine et
grhéline) jouent un réle potentiel dans les signes de comorbidités. De plus, la sévérité de cette
inflammation systémique augmente avec le temps et les exacerbations de BPCO.
L’augmentation de la CRP (protéine C réactive), du fibrinogéne, de I'apolipoprotéine sérum
amyloide A ou de la protéine D du surfactant sont alors souvent reliées a la sévérité des
exacerbations (Bozinovski et al., 2008).

Une diffusion des médiateurs de l'inflammation pourrait étre la cause de cette atteinte
systémique. La présence de marqueurs spécifiques de l'inflammation pulmonaire dans la
circulation, telle que la protéine D du surfactant (ayant un role dans I'opsonisation des
bactéries) suggere que l'inflammation systémique est la conséquence d’une dissémination de
I'inflammation pulmonaire de la BPCO (Sin et al., 2007).

Cette pathologie pulmonaire et I'état inflammatoire qui y est associé peuvent donc diffuser de
maniére systémique dans le corps et induire des états pathologiques dans d’autres organes ou
tissus (muscle, coeur et intestin).

1. BPCO et dvsfonction musculaire

L'inflammation systémique de la BPCO pourrait contribuer a la dysfonction musculaire. En effet,
I'augmentation sérique d’IL-6 (parfois décrite comme une myokine) observée dans la BPCO est
inversement corrélée a la capacité d’exercice (Yende et al.,, 2006). Il existe une activation du
facteur de transcription NF-kB et de iNOS (inducible Nitric Oxyde Synthase) dans le muscle
squelettique des patients BPCO ayant un faible index de masse corporelle qui pourrait favoriser
I'atrophie musculaire. Enfin, I'excés de production de radicaux libres favorise la protéolyse et
I’'apoptose musculaire (Agusti et al., 2004).
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La fonte musculaire est considérée comme un facteur prédictif de mortalité dans la BPCO,
indépendant de I'altération fonctionnelle ventilatoire (Marquis et al., 2002).

2. BPCO et atteintes cardio-vasculaires

La BPCO s’associe souvent a des affections chroniques cardiovasculaires du fait de leurs
facteurs de risques communs, tel que le tabagisme, et de la présence dans les deux cas d’une
inflammation systémique. En effet, les conditions mécaniques ventilatoires de la BPCO
retentissent sur la fonction cardiague en modifiant les pressions intrathoraciques (Montes et
al., 1996).

De plus, I'inflammation systémique de la BPCO qui peut étre quantifiée par la concentration
sérique de la protéine C réactive, entraine une dysfonction vasculaire et augmente la fréquence
de I'hypertension artérielle pulmonaire au cours des BPCO (Chaouat et al., 2008).

3. BPCO et atteintes intestinales

Une étude de Ekbom et ses collaborateurs en 2008 (Ekbom et al., 2008) a montré chez des
patients souffrant de BPCO, une augmentation du risque de développer des maladies
inflammatoires de l'intestin et, de maniére intéressante, la colite ulcéreuse (qui présente
normalement un pronostic plutot favorable dans une population de fumeurs). De plus, le risque
de développer une maladie de Crohn est également augmenté (encore plus que chez les sujets
fumeurs seuls, la cigarette étant de mauvais pronostic pour cette maladie). Il semblerait que le
statut BPCO des patients accentue la prévalence a la fois de la colite ulcéreuse et de la maladie
de Crohn. Ces risques accrus pourraient étre expliqués par une vulnérabilité inflammatoire
présente chez les individus souffrant de BPCO. De plus, le tabagisme étant censé protéger de la
colite ulcéreuse dans une population générale, les auteurs ont suggéré |'existence de sous-
groupes de patients portant un génotype favorisant I'apparition des deux pathologies (Ekbom
et al., 2008).

4., BPCO et autres pathologies

D’autres atteintes systémiques pourraient étre liées a la BPCO. Il a notamment été montré que
la fréquence de I'ostéoporose ou de I'ostéopénie chez les patients BPCO était importante (de
I'ordre de 50 % dans I'essai TORCH). En marge de facteurs de risques spécifiques, comme I'age,
I'inactivité physique, le tabagisme ou la prise de corticoides, les marqueurs de I'inflammation
systémique, comme le TNF-a, I'IL-1B ou I'IL-6, favorisent la résorption osseuse (Jorgensen et al.,
2008).

Les patients atteints de BPCO vont également, dans environ 20% des cas, présenter une
anémie. On observe aussi un état de dépression plus important et la présence d’un syndréme
métabolique pouvant conduire, a terme, au diabéte chez ces patients (Lam et al., 2010;
Loerbroks et al., 2012).

G. Le stress oxvdatif

Le stress oxydatif est le reflet d’'un déséquilibre entre les manifestations systémiques d’espéces
réactives de I'oxygéne (ROS) et les capacités du systeme biologique a rapidement détoxifier les
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intermédiaires réactifs ou a réparer les dommages causés par ces derniers. Ce déséquilibre
dans le statut « rédox » normal des cellules peut étre a I'origine d’effets toxiques a travers la
production notamment de péroxydes et de radicaux libres qui vont attaquer tous les
composants cellulaires incluant les protéines, les lipides et ’ADN. Il est a noter que les ROS
tiennent également le réle physiologique de messager cellulaire et que le stress oxydatif va
altérer le bon fonctionnement de ce mécanisme de transduction du signal.

1. Le stress Oxvdatif dans la BPCO

La fumée de cigarette expose le poumon a des niveaux extrémes de stress oxydatif. Dans sa
phase gazeuse, la fumée de cigarette contient plus de 10" molécules réactives par bouffée,
incluant des oxydants tels que O,, oxydes nitriques et péroxynitrites. La phase particulaire
contient des radicaux organiques tels que des radicaux semi-quinones, des radicaux hydroxyles
et de I'H,0, (Halliwell et al., 2006). La fumée de cigarette induit une augmentation de la charge
oxydante et provoque des changements irréversibles dans les effets antioxydants protecteurs
au niveau des voies respiratoires (van Der Toorn et al., 2007).

De plus, les oxydants dérivés de la fumée vont endommager les cellules épithéliales
pulmonaires en induisant directement des altérations dans les lipides de membrane, les
protéines, les sucres et I’ADN conduisant a une inflammation chronique (Foronjy et al., 2008).
Cette inflammation chronique est une des caractéristiques de la BPCO montrée notamment par
une augmentation des neutrophiles et des macrophages activés ainsi que de médiateurs
inflammatoires dans les poumons. La combinaison du stress oxydatif et de I'inflammation
chronique va encore amplifier le nombre de radicaux libres dans les voies respiratoires et, a
long terme, favoriser I'expression de geénes pro-inflammatoires, la libération de protéines
inflammatoires et I'inactivation des anti-protéases menant au cercle vicieux d’altérations des
structures pulmonaires (Drost et al., 2005 ; Bhowmik et al., 2000 ; Paredi et al., 2000).

La génération de ROS au sein des poumons a été directement liée a I'oxydation des protéines,
des lipides, des sucres et de ’ADN (Foronjy et al., 2008). La conséquence majeure de ce stress
est certainement la formation de réactifs carbonyles et leur interaction avec des protéines
conduisant a la carbonylation de ces dernieres de maniére non enzymatique (Dalle-Donne et
al., 2006). Le stress oxydatif pourrait étre une des composantes du caractere auto-immun de la
BPCO. En effet, les protéines carbonylées sont hautement immunogénes et sont reconnues par
le systéeme immunitaire inné a travers les PRR. Les cellules de ce systéme vont alors présenter
ces néoantigenes au systeme adaptatif, facilitant ainsi une réponse immunitaire acquise. Il a
notamment été montré un taux élevé d’auto-anticorps contre les protéines du Soi modifiées
par carbonylation dans le sérum de patients BPCO, ce taux augmentant avec la sévérité de la
maladie (Kirkham et al., 2011). Cette modification va entrainer, en plus du processus auto-
immun, une modulation dans la fonction des protéines, induisant des défauts de
fonctionnement cellulaire.

Il a été montré notamment que le stress oxydatif pouvait accroitre I'activité de I'Histone Acétyl
Transférase (HAT) qui permet aux facteurs de transcription d’accéder a I’ADN codant et ainsi
induire I'expression de génes pro-inflammatoires dans les cellules épithéliales pulmonaires
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(Tomita et al., 2003). Les macrophages, ainsi que les neutrophiles, activés aprés exposition a la
fumée de cigarette vont libérer de maniere importante des ROS sous la forme notamment de
radicaux superoxyde et de péroxyde d’hydrogene (Schaberg et al., 1995).

De plus, le stress oxydatif peut entrainer le recrutement des cellules inflammatoires au niveau
du poumon en augmentant la sécrétion de cytokines. Cela facilite la mise en place d'une boucle
de rétrocontrble positive qui perpétue l'inflammation et la destruction tissulaire par une
infiltration excessive des cellules immunitaires (Bowler et al., 2004).

Dans le cas de la BPCO, un défaut dans la clairance muco-ciliaire et une augmentation de la
viscosité du mucus ont été montrés (Siddiqi et al., 2009). En effet, des oxydants tels que les
superoxydes ou I’ H,O, sont capables de réduire la vitesse de battements des cils des cellules
épithéliales trés rapidement (15 minutes apres I'exposition) (Feldman et al., 1994). De plus, les
cytokines pro-inflammatoires et de nombreux ROS sont également capables d’induire
I'expression des genes codant les mucines conduisant a une hypersécrétion de mucus (Fujisawa
et al., 2009). Ces différents éléments vont contribuer a pérenniser l'inflammation.

2. Systeme antioxydant du poumon

Les antioxydants sont des agents qui neutralisent les ROS a un niveau basal et protegent les
macromolécules cellulaires des modifications oxydatives. Un antioxydant classique va réagir
rapidement avec des ROS afin de générer des especes moins réactives. Il existe différents types
d’antioxydants dans le poumon :

- les antioxydants enzymatiques (telles que la SuperOxyde Dismutase : SOD, la catalase,
les Glutathione peroxydases, la glutation S-transférase, la peroxiredoxine, et I'Heme
Oxygenase - 1 : HO-1) (MacNee W., 2005),

- les antioxydants non-enzymatiques comme le glutathion (GSH), I'ascorbate, 'urate,
I'alpha-tocophérol, la bilirubine, le monoxyde de carbone, la ferritine et I'acide lipoique
(MacNee W., 2005),

Certains de ces mécanismes de défense contre le stress oxydatif du poumon sont altérés chez
les fumeurs et chez les patients BPCO, notamment par une inhibition de la glutamyl-cystéine
ligase (une enzyme clé dans la synthése de la GSH, un anti-oxydant important). La GSH n’est
alors plus en mesure de controler ce stress oxydatif (Harju et al., 2002).

Une diminution des genes codant des antioxydants tels que I’'Heme-Oxygénase-1 a aussi été
observée chez des patients BPCO, défaut du a une instabilité de NRF2, le facteur de
transcription associé a ce geéne (Malhotra et al., 2008). Il a également été montré que le TGF-J,
produit par les cellules épithéliales et les macrophages, inhibait la production d’autres enzymes
anti-oxydantes telles que la catalase et de la SuperOxyde Dismutase 2 (SOD2), dans les cellules
musculaires lisses de I'appareil respiratoire (Michaeloudes et al., 2011).

Ainsi, la fumée de cigarette provoque un stress oxydatif dans le poumon qui se pérennise chez
les patients BPCO.
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3. Thérapies antioxyvdantes

Diverses approches ont été envisagées afin de rééquilibrer la balance oxydants/antioxydants
dans le but d’améliorer la fonction pulmonaire et de mieux gérer la BPCO.

Dans cet objectif, la délivrance d’antioxydants par supplémentation diététique semble étre un
des moyens les plus faciles a mettre en ceuvre. Les plus fréquents anti-oxydants sont les
vitamines A, C et E (incluant le B-caroténe) via I'utilisation de comprimés ou en augmentant la
prise alimentaire en fruits et légumes (Hirayama et al., 2009).

L’administration orale de N-AcétylCystéine (NAC) permet d'obtenir une amélioration de la
BPCO avec une augmentation de la tolérance et I'endurance a l'effort (Stav et al., 2009), ainsi
gu’une diminution des épisodes d’exacerbation (Sutherland et al., 2006) et des marqueurs
oxydatifs moins prononcés dans le sang et l'air expiré des patients (Zuin et al.,, 2005).
Cependant, l'utilisation de la NAC n’est pas recommandée par la SPLF en tant que traitement de
la BPCO (Recommandations pour la prise en charge de la BPCO: Autres traitements
médicamenteux, 2003). La NAC est un antioxydant puissant capable d’éliminer de nombreux
ROS tels que les péroxydes, les radicaux hydroxyles... De plus, la NAC va stimuler la synthese de
Glutathion, induire I'activité de la GSH S-Transférase et promouvoir la détoxification hépatique.

Une autre approche possible est la délivrance d’antioxydants directement au niveau de la
muqueuse pulmonaire, notamment la GSH (Bishop et al., 2005). Il a également été envisagé
I"utilisation d’antioxydants indirects via des analogues qui peuvent étre convertis in vivo en
antioxydants efficaces. Par exemple, la N-acystélyne (NAL), qui est en fait de la NAC sous forme
de sel, peut étre nébulisée directement dans le poumon afin d’induire la GSH intracellulaire
dans les macrophages alvéolaires (Gillissen et al., 1997).

Pour le moment, les thérapeutiques testées n'ont pas apporté de bénéfice tres net, bien que de
nouvelles molécules et des modes de traitement seront prochainement testés.
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III. Laréponseimmunitaire Th17

Les lymphocytes T CD4+ auxiliaires sont des médiateurs importants dans le fonctionnement du
systéme immunitaire complet. Ces lymphocytes vont coordonner I'expansion et la régulation
des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, faciliter les réponses des lymphocytes B mémoires,
recruter et moduler de multiples composants du systeme immunitaire inné. L'activation et la
polarisation des lymphocytes T CD4+ naifs avec l'antigene varient en fonction du site
anatomique, du type d’antigene, de |'environnement cytokinique et des molécules de co-
stimulation. Ces variations entrainent la différenciation cellulaire des lymphocytes T auxiliaires
en des effecteurs spécifiques de I'antigéne avec des caractéristiques fonctionnelles distinctes
appelées « état de polarisation ». En 1989, Mosmann et Coffman ont ainsi établi deux types de
polarisation : les polarisations Thl et Th2 (Mosmann et al., 1989) puis d'autres types TH9, Th17,
Th22 ou Treg ont été identifiés. De nombreuses études ont été menées par la suite, permettant
d’établir que les cellules T se différenciaient de maniére indépendante en chaque lignée et que
ces lymphocytes différents présentaient des signatures d’expression génique propres. C'est en
2006 qu’une troisieme lignée de lymphocytes, produisant l'interleukine (IL-) 17 a été proposée
(Dong et al., 2006).

A. Polarisation des cellules Th17

En plus du signal délivré par I'épitope, la différenciation fonctionnelle des cellules T auxiliaires
est initiée par les cellules du systeme immunitaire inné, qui vont fournir les molécules de co-
stimulation nécessaires pour I'activation et la prolifération des cellules T (Damsker et al., 2010).
I @ notamment été montré que les récepteurs aux molécules ICOS (Inducible T cell
COStimulator) et CD28 étaient nécessaires pour la génération des cellules Th17 (de méme que
pour la polarisation Th2 tandis que la polarisation Thl ne nécessitera qu’un seul de ces
facteurs) (Takahashi et al., 2009). Aprés l'interaction de ces molécules avec leurs récepteurs
spécifiques, les lymphocytes T CD4+ passent d’un état « naif » a un état « actif ». L'intervention
des molécules de co-stimulation permet notamment d’empécher les lymphocytes d’entrer dans
un état d’anergie. La polarisation des lymphocytes en différentes sous-populations sera
déterminée par I'environnement cytokinique présent autour de ces derniers. La polarisation
primaire Th17 sera assurée par la présence essentielle de deux cytokines: I'lL-6 et le TGF
(Bettelli et al., 2006). De maniére intéressante, le TGF-P seul induira, quant a lui, la polarisation
des lymphocytes T régulateurs via l'induction de I'expression de FoxP3 (le facteur de
transcription spécifique des lymphocytes T régulateurs naturels (préexistants) et inductibles
(par l'antigene)). Ces lymphocytes T régulateurs ont pour fonction de maintenir une
homéostasie du systeme immunitaire en supprimant les réponses pro-inflammatoires
excessives (en induisant une certaine tolérance) via notamment la limitation de la prolifération
de lymphocytes T effecteurs. Cependant, la présence d’IL-6 en plus du TGFB dans
I’environnement va inhiber I'expression de FoxP3 et orienter les cellules vers la polarisation
Th17 (Bettelli et al., 2006 ; Ghoreschi et al., 2010). Cela démontre une origine commune entre
les lymphocytes polarisés Th17 et les lymphocytes T régulateurs. Le TGFB et I'lL-6 sont
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largement produits par de nombreux types cellulaires tels que les cellules dendritiques et les
cellules épithéliales (Kindt et al., 2008).

Le TGF-B via sa signalisation par TRAF6 (TNF-Receptor Associated Factor 6) et I'lL-6 via sa
signalisation par la voie JAK/STAT3 (Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of
Transcription) vont, dans un premier temps, induire I'expression du facteur de transcription
RORYT qui est spécifique de la polarisation Th17 (Annunziato et al., 2007). Cette expression est
dépendante de STAT3. En parallele, I'engagement du TCR va induire I’expression a la surface
cellulaire du récepteur a I'lL-21 (IL-21R) (Coquet et al., 2008).

La signalisation de I'lL-6 par son récepteur induit I'expression de I'IL-21 qui contrble son
expression de maniéere autocrine en se fixant sur son récepteur présent a la surface des cellules
Th17 (Coquet et al, 2008). Cette cytokine est fortement produite par les cellules Th17 et
participe a la différentiation de ces cellules (Evans et al., 2007). L'IL-21 va également réguler la
fonction des cellules T, des cellules B, des cellules NK et des cellules dendritiques et supprimer
I’expression de Foxp3. De plus, I'lL-21 va permettre d’induire I'expression du récepteur a I'lL-23
(Bettelli et al., 2006). Ces cellules deviennent alors sensibles a I'lL-23 qui, via la signalisation de
la voie JAK/STAT3 va, d’une part, réguler positivement |’expression de son récepteur et, d’autre
part, agir en synergie avec le TGF-B pour induire I'expression de I'lL-17A (plus communément
appelée IL-17) via la liaison directe de STAT3 au promoteur de I'lL-17 (Weaver et al., 2006). L’IL-
23 est une cytokine qui intervient a un stade tardif de la polarisation Th17 et qui est impliquée
dans la maintenance et la prolifération de cette lignée. Elle va également permettre le
recrutement des lymphocytes Th17 au niveau des sites de I'inflammation. En plus de I'induction
de I'expression de I'lL-17, I'lL-23 va également participer a I'expression de I'lL-22 (Stockinger et
al., 2007). Les lymphocytes polarisés Th17 synthétisent également d’autres cytokines telles que

I'IL-17F ou I'lL-22.
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Figure 9 : La polarisation Th17

La reconnaissance des molécules de co-stimulation CD28 et ICOS présentées par les cellules présentatrices
d’antigene ainsi que la reconnaissance de I'antigene par les lymphocytes T naifs induit I'activation de ces derniers.
La présence dans I'environnement proche des cytokines TGF-B et IL-6 vont permettre, via également |'expression
du facteur de transcription RORYT, la polarisation des lymphocytes T activés en lymphocytes Th17. La production
d’IL-21 par les cellules Th17 va permettre, selon un mécanisme de rétrocontrdle positif, d’amplifier la polarisation
Th17. Le maintien de la polarisation Th17 est assuré par la présence dans le milieu de la cytokine IL-23. Une fois
activés et polarisés, les lymphocytes Th17 vont produire un panel de cytokines caractéristiques de la lignée,
incluant I'lL-17A, I'lL-17F et I'lL-22. Adapté de Bi et al., 2012.

Les lymphocytes T polarisés Th17 vont présenter, a leur surface, le récepteur CCR6 qui, via la
chimiokine CCL20, va leur permettre d’étre mobilisés vers les sites d’inflammation (Hirota et al.,

2007).
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La maintenance des lymphocytes polarisés Th17 fait intervenir, avec le TGF-B et I'lL-6, I'lL-23,
I'lL-21 et I'IL-1B qui sont produits lors de l'activation des cellules dendritiques, des
macrophages, des cellules T ou des cellules épithéliales (Bi et al., 2012).

D’autres facteurs de transcription sont impliqués dans la différenciation Th17. Dans un premier
temps, il a été montré que les lymphocytes T issus de souris déficitaires en IRF4 étaient
incapables de se différencier en lymphocytes Th17 (Kriegel et al., 2009). Bien que son réle soit
encore mal défini, IRF4 agirait en complexe avec Batf (B-cell Activating Transcription Factor)
afin de favoriser I'accessibilité a la chromatine lors de la transcription des genes cibles. Un autre
facteur de transcription impliqué est le récepteur AhR (Aryl hydrocarbon Receptor). Il s’agit
d’un récepteur cytosolique avec une activité de facteur de transcription dépendante d’un
ligand (Esser et al., 2009). Lors des états précoces de la polarisation Th17, I'expression de ce
récepteur est fortement augmentée (Veldhoen et al., 2008). Ce récepteur est un médiateur des
toxines environnementales et détecte une variété de petits composants dont notamment des
molécules issues du métabolisme du tryptophane, des dioxines ou encore le TCDD (2,3,7,8-
tetrachlordibenzodioxine) qui est un composant retrouvé dans la fumée de cigarette et dans
certains contaminants industriels (Klotz et al., 2011). Le récepteur AhR, une fois activé, va
pouvoir coopérer avec RORyT afin d’induire fortement I’expression d’IL-17 et d’IL-22.

Des études ont montré que le facteur de transcription HIF-1a (facteur régulé par I'absence
d’oxygéne) était impliqué dans la régulation de la balance entre les lymphocytes Th17 et les
lymphocytes T régulateurs. En effet, HIF-1a va induire le développement des cellules Th17 a
travers l'activation directe du facteur de transcription RORyT avec lequel elle forme un
complexe se fixant sur le promoteur du gene codant I'lL-17. D’autre part, HIF-1a atténue le
développement des lymphocytes T régulateurs en liant directement le facteur de transcription
Foxp3 afin de le cibler vers la dégradation protéosomale (Dang et al., 2011).

En 2009, Du et ses collaborateurs (Du et al., 2009) ont montré que le micro-ARN appelé miR-
326 était capable d’intervenir dans la polarisation Th17, notamment lors de la sclérose en
plague expérimentale. En effet, la quantité de ce miR-326 était fortement augmentée dans les
cellules polarisées Th17. Les micro-ARN sont de petites molécules d’ARN non codant présentant
des séquences conservées. Ces molécules vont réguler de maniere post-transcriptionnelle
I’expression des genes en ciblant les ARN messagers en vue de leur dégradation ou en
réprimant leur traduction. Le micro-ARN miR-326 est notamment capable de se lier et
d’empécher la traduction de ’ARN messager codant ets-1 qui est un inhibiteur connu de la
polarisation Th17.
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Figure 10 : Voies de signalisation engagées lors de la polarisation Th17.

Le TGF-P via sa signalisation par TRAF6 et I'IL-6 via la voie JAK/STAT3 induisent I'expression du facteur de transcription
RORyT. En paralléle, I'engagement du TCR va induire I'expression a la surface cellulaire du récepteur a I'lL-21 (IL-21R).
L'IL-6 induira I'expression de I'lL-21 qui en se fixant sur son récepteur exerce un rétrocontrdle positif et amplifie la
polarisation Th17. L'IL-21 induit également I’expression du récepteur a I'lL-23 (IL-23R). Les cellules sont alors sensibles a
I'IL-23 qui, via la signalisation de la voie JAK/STAT3, va d’une part, réguler positivement I'expression de son récepteur et
d’autre part, agir en synergie avec le TGF- pour induire I'expression de I'IL-17A via la liaison de STAT3 au promoteur de
I'lL-17 et de I'lL-22. Le récepteur CCR6 présent a la surface cellulaire permet le recrutement de ces cellules via I'action de
CCL20. D’autres facteurs de transcription sont impliqués dans la différenciation Th17 tels que IRF4 ou le facteur de
transcription AhR. AhR est un médiateur des toxines environnementales et détecte, par exemple, le TCDD (2,3,7,8-
tetrachlordibenzodioxine) retrouvé dans la fumée de cigarette et dans certains contaminants industriels. Le récepteur
AhR, une fois activé, va pouvoir coopérer avec RORyT afin d’induire fortement I'expression d’IL-17A et d’IL-22. Adapté de
Bietal., 2012.

Les lymphocytes polarisés Th17 jouent un role clé dans la défense de I’h6te contre les micro-
organismes extracellulaires tels que bactéries ou levures (décrit dans la partie lll. C, page 47)
mais sont également impliqués dans les maladies auto-immunes (décrit dans la partie Ill. D
page 48). A travers leur activation et la production des cytokines Th17, elles stimulent la
signalisation pro-inflammatoire qui promeut la mobilisation des neutrophiles et I’expression de
peptides antimicrobiens. De par leur réle dans I'inflammation, les cellules Th17 sont impliquées
dans un vaste réseau de réponses inflammatoires et semblent jouer un role critique dans les
pathologies auto-immunes telles que I'arthrite rhumatoide, les maladies inflammatoires des
intestins, I'asthme, le psoriasis et la BPCO.

Cependant, il est important de savoir que les cellules polarisées Th17 présentent une certaine
plasticité dans leur développement tardif. En effet, elles sont capables de produire a la fois de
I'IL-17 (spécifique de la polarisation Th17) et de I'IFN-y (spécifique a la polarisation Th1). Cela
suggere que les cellules Th17 étaient capables de fonctionner en partie comme des cellules de
type Thl (Korn et al., 2009). De plus, les cellules polarisées Th17, dont la différenciation est
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maintenue par la présence de TGF-B et d’IL-23 peuvent rapidement étre converties en
population sécrétant de I'IFN-y, sans production d’IL-17, lorsque ces cellules sont restimulées
avec de I'lL-12 ou de I'IL-23 en absence de TGF-B (Muranski et al., 2013). La génération de
populations de cellules mémoires a long terme capables de s’auto-renouveler est une des
caractéristiques clé de I'immunité adaptative. Apres la stimulation par I'antigene, a la fois les
lymphocytes T CD4+ et CD8+ subissent une expansion clonale, suivie par la formation de
cellules T auxiliaires et de cellules T mémoires.

La capacité des cellules polarisées Th1l7 a générer des cellules mémoires est une hypothése
actuellement controversée. En effet, dans une étude de 2010, réalisée dans un contexte
infectieux, les lymphocytes Th1l7 ont été caractérisés comme étant des cellules effectrices
présentant une durée de vie restreinte qui avait été attribuée a I’arrét de la sécrétion de I'lL-17
et a une faible expression de CD27 (molécule de co-stimulation importante pour la survie des
cellules T et dont I'expression est diminuée dans les étapes de maturation avancée) en
comparaison avec les cellules polarisées Thl (Pepper et al., 2010).

Cependant, dans un contexte de lutte anti-tumorale ou de développement de maladies auto-
immunes, d’autres chercheurs affirment que les cellules polarisées Th1l7 sont capables
d’exprimer une signature proche de celle des cellules mémoires. Fonctionnellement, ces
caractéristiques leur procurent non seulement une capacité accrue dans le traitement des
tumeurs et dans la destruction du tissu de maniére auto-immune mais également des
propriétés similaires aux cellules souches telles que l'accroissement de la survie, I'auto-
renouvellement, la génération de lignées effectrices et I'intégration au groupe des cellules
mémoires avec une efficacité largement supérieure a celle des cellules polarisées Thl
(Muranski et al., 2011).

B. Cvtokines produites par les lvmphocytes Th17

1. Cytokine IL-17A

Souvent appelée IL-17, I'IL-17A est la premiere cytokine découverte dans la famille de I'lL-17 qui
contient cing autres membres dont I'IL-17F (Rouvier et al., 1993). Bien que les deux se lient au
méme récepteur, I'lL-17A est 10 a 30 fois plus puissante que I'lL-17F. Le mécanisme d’action de
I'IL-17A s’exerce via sa fixation sur un complexe de récepteurs composé de I'lL-17RA et de I'IL-
17RC. La liaison de I'lL-17A a son récepteur va permettre l'induction de voies de signalisation en
aval du récepteur (Toy et al., 2006). Les sous-unités du récepteur vont interagir avec ACT1 (une
protéine adaptatrice) qui va médier le recrutement de TRAF6 et éventuellement TRAF3 (TNF
Receptor-Associated Factor) nécessaires pour I'activation de la voie NF-kB. ACT1 va également
activer la famille des MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase) conduisant a |’activation du
facteur de transcription AP-1 (Activator Protein 1) (Onishi et al., 2010).

L’IL-17A cause également l'activation du facteur de transcription C/EBP (CCAAT/enhancer-
binding protein) qui régule notamment I'expression du géne codant I'lL-6 (Onishi et al., 2010).
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Le récepteur a I'lL-17A est largement exprimé par les cellules du systeme immunitaire
(lymphocytes T et B, macrophages, neutrophiles..) mais également par d’autres types
cellulaires (cellules épithéliales, cellules endothéliales, fibroblastes, cellules stromales
mésenchymateuses et kératinocytes) ce qui confere une activité pléiotropique a I'lL-17A
causant une variété d’effets inflammatoires qui lient systemes immunitaires inné et adaptatif
(Silva et al., 2003). La liaison de I'IL-17A a son récepteur va induire I'expression de nombreuses
molécules par un nombre varié de cellules comme indiqué dans la table 7.

Cellule Cible Produits induits par I'lL-17
Macrophages IL-1, TNF-q, IL-6, CRP, et MMP-9
Cellules Dendritiques CD80, CD86, et CMH de classe Il

IL-6, GM-CSF, chimiokines (IL-8, CCL2, CCL20, CXCL1, CXCL2, et CXCL5), B-

Cellules Epithéliales defensine-2, lipocaline, et mucines (MUC5B and MUC5AC)

Cellules Endothéliales IL-1, IL-6, G-CSF, GM-CSF, iNOS, et MMP
Fibroblastes IL-6, G-CSF, chimiokines (IL-8, CXCL1, CXCL10, CCL2, CCL7, et CCL20), et MMP
Neutrophiles MPO et MMP-9

TNF-a, IL-6, GM-CSF, chimiokines (IL-8, CXCL1), et peptides antimicrobiens (j-

Keratinocytes defensine-2, S100A7, et S100A8, S100A9)

Chondrocytes IL-1, IL-6, iINOS, COX-2, et MMP

Ostéoblastes RANKL, MMP, COX-2, PGE,, et chimiokines (CXCL1, CXCL2, CXCL5, et CCL2)

Table 7 : L'IL-17A induit la production de différents médiateurs par nombreux types cellulaires. Adapté
de Miossec et al., 2008.

Cette capacité de I'lL-17A a induire la production de molécules par divers types cellulaires va
conférer a I'lL-17A de nombreuses actions. Notamment, le recrutement et |'activation des
neutrophiles (G-CSF, CXCL1, CXCL5, CXCL8) (Laan et al., 1999), le recrutement sur les sites
d’inflammation des cellules CCR6+ (CCL20) (Hirota et al., 2007), I'accumulation des monocytes
(CCL2) qui pourront alors se différencier (Awane et al., 1999), I'entretien de la polarisation Th17
(IL-6) (Ogura et al., 2008).

L’IL-17A va également induire la production de médiateurs pro-inflammatoires tels que le NOS
(Nitric Oxyde Synthase) et la COX (Cyclo Oxygénase) (LeGrand et al., 2001), de métallo-
protéases matricielles (MMP-1, -3, -9, -13) impliquées dans le remodelage tissulaire (Prause et
al., 2004) ou de peptides antimicrobiens tels que la B-défensine 2 ou les protéines de la famille
$100 (Liang et al., 2006) ou encore la LCN2 (Lipocalin 2 / 24p3) qui est une protéine de la phase
aigué exerc¢ant sa fonction antimicrobienne en se fixant sur les sidérophores bactériens (Flo et
al., 2004).

L'IL-17A stimule le ligand RANKL (receptor activator of NF — kB ligand) notamment dans les
ostéoblastes ce qui promeut I'ostéoclastogénese et donc la destruction osseuse (Lubberts et al.,
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2003). Elle induit également le facteur BAFF qui va promouvoir la survie, la prolifération et la
différenciation des cellules B en cellules plasmatiques sécrétant des IgG (Doreau et al., 2009).
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Figure 11 : Effets pléiotropiques de I'IL17-A.

L'IL-17A est capable d’agir sur de nombreux types cellulaires qui produisent alors différents facteurs. L’action
de I'IL-17A sur les cellules épithéliales induit la libération de chimioattractants pour les neutrophiles (CXCL1, -5
et -8), pour les cellules arborant le récepteur CCR6 (CCL20), pour les monocytes (CCL2). Les cellules épithéliales
produisent également des peptides antimicrobiens (Lipocaline, B-défensine 2), des molécules impliquées dans
la défense mucosale (MUC5AC, MUC5B) et de I'lL-6 qui permet le maintien de la différenciation des cellules
Th17. La production de Myélopéroxydase (MPQO) et de MMP-9 par les neutrophiles en réponse a I'lL-17A
entraine la destruction tissulaire. Les macrophages produisent de la MMP-9, mais également de I'lL-6 et de I'IL-
1B. L'effet de I'IL-17A sur les cellules dendritiques induit leur activation (augmentation de I'expression de CD80,
CD86 et des molécules du CMH de classe Il). En agissant sur les fibroblastes, ceux-ci produisent de I'lL-6, du
CCL2, du CCL20, des protéases ainsi que du G-CSF, du CXCL1 et du CXCL8 qui induiront la maturation,
I'activation et le recrutement des neutrophiles.

Bien que I'lL-17 soit généralement un faible inducteur de ses genes cibles in vitro, cette
cytokine a un impact majeur in vivo. Il est vraisemblable que les effets synergiques de I'lL-17
avec d'autres médiateurs produits dans le méme temps ont un réle important en dictant ses
activités physiologiques (Onishi et al., 2010). Par exemple, les ARN messagers codant CXCL1,
CXCL2, CXCL5 et IL-6 sont induits faiblement par I'lL-17 et /ou le TNFo et sont sujets a une
dégradation rapide. Cependant, en présence d’IL-17 et de TNFo, la stabilité de ces ARN
messagers est augmentée de maniére significative. Ces actions synergiques sont résumées dans
le tableau 8.
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Cytokines / stimuli ayant une action

. Geénes cibles
synergique avec I'lIL-17

 Cytokines (IL-6, G-CSF, OSM)
Chimiokines (CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL8, CCL2, CCL7)
TNFa Facteurs de transcription (C/EBP,B, 3, 1kB(),
Facteur de remodelage osseux (RANKL, MMP-13)
Peptides antimicrobiens (Lcn2, BDs)
IL-1p IL-6, CXCLS, LIF
CD4o0 IL-6, IL-8, RANTES
Oncostatine M MMP-13
Cytokines (IL-19, -20, -24, G-CSF)
IL-22 Chimiokines (CXCL1)
Peptides antimicrobiens (BDs, S100A7, 8, 9)
Vitamine D3 (1, 25, D3) LL-37 (cathelicidine)
Facteur d’activation des cellules B (BAFF) Twistl
IFNy IL-6, IL-8

Table 8 : Genes ciblés par I'action synergique de I'lL-17 et d’autres molécules. Adapté de Onishi et al.,
2010.

A l'origine, seules les cellules T semblaient produire de I'lL-17A mais maintenant on sait que I'IL-
17A est sécrétée par différents types de cellules innées telles que les macrophages, les cellules
dendritiques, les neutrophiles, les mastocytes, les cellules NK, les cellules NKT et les
lymphocytes Tyd (Korn et al., 2009).

Récemment, un nouveau groupe de cellules immunitaires a été identifié, les cellules
lymphoides innées ou ILCs. Les ILCs sont un groupe de cellules immunitaires qui appartiennent
a la lignée lymphoide mais qui ne répondent pas a un antigéne spécifique (en raison de
I'absence de TCR ou de BCR). Ce groupe de cellules présente différentes fonctions
physiologiques dont certaines sont analogues a celles des lymphocytes T auxiliaires. Les ILCs
présentent la particularité de sécréter tres rapidement des cytokines généralement produites
par le systeme adaptatif (Cua et al., 2010). Ces cellules ont été classées en trois groupes selon
notamment le type de cytokines produites. Le groupe 3 des ILC, constitué des ILCs3 et les LTi
(Lymphoid Tissue inducers), sont des cellules capables de produire entre autres de I'lL-17 et de
I'IL-22. Les ILCs de ce groupe vont exercer un réle bénéfique dans, par exemple, le maintien de
I’'homéostasie intestinale ou dans la résolution des infections fongiques et bactériennes
(Gladiator et al., 2013), elles peuvent également avoir un réle délétére dans les pathologies de
type auto-immunes, telles que le psoriasis ou les maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin.

L'IL-17A joue un roOle important dans la défense de |’hGte, particulierement contre les
pathogeénes extracellulaires attaquant les sites des muqueuses. Cet effet protecteur est assuré
par de nombreux mécanismes qui impliquent I'induction de I'expression de cytokines, de
chimiokines et de peptides antimicrobiens. Elle va notamment induire, comme nous |’avons vu
précédemment, I'expression de facteurs promouvant la maturation et de recrutement des
neutrophiles au niveau du site d’infection. L’IL-17A va également stimuler I’expression de I'IL-6
qui va alors induire les réponses immunitaires lors de la phase aiglie de l'infection mais
également permettre la différenciation de plus de cellules Th17 (amplifiant par la-méme la
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réponse). L'IL-17A va induire I'expression de CCL20 qui va recruter les cellules CCR6+ comme les
cellules Th17 ou les cellules dendritiques. Ce mécanisme implique également l'effet de I'lL-17
sur I'expression des -défensines et des membres de la famille SI00A qui vont alors participer a
I’élimination directe des pathogenes présents (Onishi et al., 2010).

Malgré son role protecteur contre certains pathogénes, I'lL-17A peut présenter un role délétere
chez certains individus contribuant par I3, a la pathogénése et/ou a la maintenance de maladies
auto-immunes ou immuno-inflammatoires. Un role délétere de I'lL-17A a notamment été décrit
dans des pathologies telles que le psoriasis, I'arthrite rhumatoide, les maladies inflammatoires
des intestins et I'lasthme.

2. La cytokine IL-17F

Bien que la fonction de I'lL-17A ait été largement décrite, peu de choses sont actuellement
connues sur la régulation et la fonction de I'lL-17F. Cette cytokine présente 55% d’homologie
avec I'lL-17A. Bien que L'IL-17F et I'lL-17A utilisent le méme complexe de récepteurs pour leur
signalisation, les réponses géniques induites par I'lL-17F sont 10 a 30 fois plus faibles que celles
induites par I'IL-17A. Il existe également un hétérodimeére IL-17A/IL-17F qui induira des
réponses de force intermédiaire (Gaffen et al, 2009). Tout comme I'IL-17A, I'IL-17F induit
I'expression de différentes cytokines, chimiokines et molécules d’adhésion notamment au
niveau des cellules épithéliales pulmonaires humaines et va induire le recrutement de
neutrophiles (Hizawa et al., 2006).

3. La cytokine IL-22

La cytokine IL-22 fait partie de la famille de I'IL-10. Bien que les cellules polarisées Thl
produisent plus d’IL-22 que les cellules polarisées Th2, les cellules polarisées Thl7 sont
clairement la source dominante pour cette cytokine parmi les cellules T (Liang et al., 2006).

Le récepteur a I'lL-22 est un hétérocomplexe constitué d’une sous-unité IL-10R2 et d’une sous-
unité IL-22R1 (Kotenko et al., 2001). Alors que la sous-unité IL-10R2 est exprimée de maniere
ubiquitaire, I'expression de la sous-unité IL-22R1, quant a elle, va plutdt étre restreinte aux
cellules résidentes des tissus et plus spécifiguement les cellules épithéliales (Aggarwal et al.,
2001). De maniére intéressante, I'expression de la sous-unité IL-22R n’a pas été observée au
niveau des cellules immunitaires suggérant que ces derniéres ne sont pas directement sensibles
a I'action de cette cytokine (Wolk et al., 2002).

La production de I'lL-22 va induire des réponses pro-inflammatoires via la production de
cytokines, de chimiokines et de protéines de la phase aiglie par de nombreux types cellulaires
(Wolk et al., 2004). Cette cytokine peut s’avérer protectrice par son rble dans la réparation
tissulaire comme cela a été démontré au cours de I’hépatite.

A travers la production de peptides antimicrobiens (B-défensines, famille de protéines S100 et
Reg3...), I'lL-22 va participer a la défense de I'hote (Wolk et al., 2006).

Cependant, tout comme I'IL-17, cette cytokine peut également présenter un réle délétere dans
certaines pathologies auto-immunes comme le psoriasis, la maladie de Crohn, la colite
ulcéreuse ou la polyarthrite rhumatoide (Ouyang et al., 2008). Dans certains contextes, comme
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I'induction de la fibrose pulmonaire par la bléomycine dans un modele murin, un réle pro-
inflammatoire (voire pathologique) de I'lL-22 a été montré dans l'inflammation respiratoire qui
pourrait étre régulé par I'lL-17A. L'effet délétére observé pourrait étre en fait la conséquence
de I'association de I'lL-22 et de I'lL-17 dans un contexte particulier (Sonnenberg et al., 2010).
Les différents effets délétéres et protecteurs de I'lL-17 et de I'lL-22 sont schématisés dans la
figure 12.

C. Réponses Th17 et Infection

Contrairement a ses effets déléteres dans I'auto-immunité, I'lL-17 joue un ro6le vital en
protégeant I'"h6te contre linfection. Les cellules produisant de I'lL-17 sont nombreuses au
niveau des surfaces des muqueuses telles que les poumons, les intestins et la cavité orale. Ces
cellules Th17 vont exprimer des récepteurs CCR6 qui vont leur permettre d’étre recrutées au
niveau des muqueuses afin d’exercer leur réle protecteur (Yamazaki et al.,, 2008). Des cytokines
inflammatoires induites par I'lL-17, telles que I'IL-6, I'IL-1f3 et le TNFa, vont servir de médiateur
a la réponse défensive de I’'h6te. Ce mécanisme va s’ajouter a |'effet direct du pathogene sur le
systéme immunitaire inné via notamment I'activation des PRR.

De plus, I'lL-6 agit comme un rétrocontréle positif afin d’amplifier la différenciation Th17
(Ogura et al., 2008) et d’activer les réponses de phases aigués et le complément. L’IL-17 va
sécréter des molécules qui induisent la survie et I’'expansion des neutrophiles (G-CSF, GM-CSF)
mais aussi leur recrutement (CXCL1, CXCL2 et CXCL5) (Laan et al., 1999). Les chimiokines, telles
que CXCL9, CXCL10 et CCL20, une fois exprimées présentent une activité chimiotactique pour
les lymphocytes, les cellules dendritiques et d’autres cellules immunitaires vers les surfaces
mucosales.

L’IL-17 va également induire I'expression de molécules ayant une activité antimicrobienne telles
que le CCL20, la défensine B4, MUC5B/AC, S100A7, S100A8 ou encore la lipocaline 2 (Hirota et
al., 2007 ; Liang et al., 2006 ; Fujisawa et al., 1999 ; Flo et al., 2004).

Ainsi, I'effet de I'lL-17 dans la production de molécules a activité antimicrobienne et dans le
recrutement cellulaire va conférer a cette cytokine un role protecteur contre diverses infections
incluant les infections bactériennes intracellulaires et extracellulaires, fongiques et méme
parasitaires. Dans des modeles murins d’infections pulmonaires, I'lL-17A joue un r6le dans la
défense contre des pathogenes bactériens extracellulaires tels que Streptococcus pneumoniae,
K. pneumonia (Ye et al., 2001), et Pseudomonas aeruginosa mais aussi intracellulaires tels que
Chlamydia muridarum et Mpycoplasma pneumonia. En dehors du poumon, I'IL-17A joue
également un role de protection contre les infections au niveau d’autres muqueuses, comme
les infections a Candida albicans dans la cavité orale ou la dissémination de Salmonella dans les
intestins (Tsai et al., 2013).

D. Réponse Th17 et Auto-immunité

- La Polyarthrite Rhumatoide est une maladie dégénérative inflammatoire chronique,

elle est caractérisée par une atteinte articulaire souvent bilatérale et symétrique,

évoluant par poussées vers la déformation et la destruction des articulations atteintes. Il
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a été montré que dans cette maladie, I'lL-17 promeut a la fois I'inflammation chronique
et la destruction de l'os. L'IL-17, en se fixant sur ses récepteurs situés a la surface des
cellules constituant le cartilage, les synoviocytes, les macrophages et les cellules
osseuses, va induire la sécrétion par ces dernieres de TNFa, d’IL-1f3 et d’IL-6 (Shen et al.,
2008). L'IL-17 va également stimuler la production de CXCL8, CXCL1, CXCL2, CCL20, CCL2
et CCL7 conduisant au recrutement de neutrophiles, de macrophages et de lymphocytes
au site d’inflammation ne faisant qu’amplifier celle-ci. L'IL-17 va également participer a
la dégradation du cartilage et de la matrice osseuse, d’une part via la production de
métallo-protéases matricielles (MMP-1, -2, -3, -9 et -13) (Prause et al., 2004) et d’autre
part en induisant la différenciation des ostéoclastes (par la stimulation de RANKL)
(Lubberts et al., 2003).

Le Lupus Erythémateux Systémique est une maladie auto-immune touchant différents

organes et caractérisée par une production d’auto-anticorps. Il s’agit d’'une maladie
associée aux lymphocytes B, cependant, I'lL-17 semblerait également jouer un réle dans
cette pathologie. En effet, I'IL-17 stimule I'expression des génes codant Rgs-13 et Rgs-16
(Regulator of G-Protein signaling) inhibant ainsi les récepteurs couplés aux protéines G
(tel que CXCR4) et rompt le trafic des cellules B dans les nceuds lymphatiques ce qui
semble promouvoir la génération spontanée de centres germinatifs auto-réactifs et par
la-méme une augmentation de la production d’auto-anticorps (Hsu et al., 2008). De
plus, en agissant en synergie avec BAFF (B Cells Activating Factor), I'lL-17 augmenterait
le nombre de cellules produisant des auto-anticorps en protégeant les cellules B de
I’apoptose (Doreau et al., 2009).

Le Psoriasis est une inflammation chronique de la peau caractérisée par une hyperplasie
du derme et une hyperprolifération des kératinocytes. Dans cette pathologie, on peut
également observer une prolifération vasculaire et une infiltration de macrophages, de
neutrophiles et de lymphocytes T. Un polymorphisme du géne codant le récepteur IL-23
a été observé dans la pathologie du psoriasis (Cargill et al, 2007). L’expression
ectopique du récepteur a I'lL-23 et la production d’IL-22 vont avoir un rdle dans le
développement de la pathologie. En agissant en synergie avec I'IL-22, I'lL-17 va
également augmenter |'expression des peptides antimicrobiens retrouvés a la surface
de la peau, une des caractéristiques du psoriasis étant de présenter une plus grande
quantité de ces peptides qu’au niveau d’une peau saine (Liang et al., 2006).

La Sclérose en plaque est caractérisée par des scléroses multiples et est considérée

comme une maladie auto-immune du systeme nerveux central contrélée par les
lymphocytes T. Dans un modele expérimental murin de sclérose en plaque, I'activité
pathogénique des cellules Th17 peut étre controlée par I'lL-10. Cependant, I'lL-23 va
inhiber I'action de I'lL-10 et augmenter I'expression de genes cibles de I'lL-17 tels que le
CXCL10, le CCL2, le CXCL2 et le CCL20 (McGeachy et al., 2007). De maniéere synergique,
I'lL-17 et I'lL-22 vont rompre la barriere hémato-encéphalique et les cellules Th17 vont
alors pouvoir proliférer dans le systéme nerveux central et causer des dommages
neuronaux (Kebir et al., 2007).

48



Introduction : La réponse immunitaire Th17

E. Réponse Th17 et maladie de Crohn

La maladie de Crohn fait partie des maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI).
Cette maladie peut toucher I'ensemble du tractus gastro-intestinal mais se développe
préférentiellement dans le c6lon, dans la partie distale de I'iléon ou au niveau de la zone anale.
La maladie de Crohn est caractérisée par des poussées (phases aigués) alternant avec des
phases de rémission (disparition des signes cliniques de la maladie). Le principal symptome, lors
de la phase aigué, est une douleur abdominale qui s’accentue apres les repas, accompagnée de
diarrhées chroniques. Les patients atteints de Crohn présentent également de la fievre, une
fatigue persistante ou une perte de poids. Cette maladie a été caractérisée comme maladie
auto-immune présentant une prévalence de 322 cas pour 100.000 personnes (Molodecky et al.,
2012).

L’hypothese la plus répandue expliqguant la pathogéneése des MICI est qu’une réponse trop
aggressive du systeme immunitaire adaptatif a 'encontre d’une sous population de bactéries
commensales de I'intestin se développe chez des sujets génétiqguement susceptibles et que des
facteurs environnementaux pourraient accélérer le développement ou la réactivation de la
maladie. Cette hypothése suggere donc une composante multifactorielle dans cette pathologie
(Sartor RB., 2006).

Parmi les différents facteurs de risque se trouvent donc les facteurs d’origine génétique. En
effet, de tres nombreux polymorphismes d’un seul nucléotide (ou SNPs) sur différents genes
ont été décrits comme étant impliqués dans le développement de la maladie de Crohn
(Anekboon et al., 2014; http://www.snpedia.com/index.php/Crohn’s_disease). Ces génes
présentant des polymorphismes jouent principalement un réle dans les réponses immunitaires
innées, la fonction de la barriere mucosale et dans I’élimination des bactéries. Parmi ces génes,
on retrouve notamment CARD15 (également appelé NOD2). Des mutations dans ce gene ont
été observées dans 25 a 35% des patients souffrant de Crohn en Europe (Newman et al., 2005)
et entraineraient une diminution de la clairance par les cellules épithéliales de certains
pathogenes tels que Salmonella (Hisamatsu et al., 2003) probablement du a un défaut dans la
sécrétion de la production des a-défensines (Kobayashi et al., 2005). Ce défaut de CARD15
conduit donc a une altération dans la diminution des réponses immunitaires innées face aux
bactéries, a une inefficacité dans la clairance bactérienne et a une prolifération de bactéries
commensales adhérentes a la muqueuse. D’autres genes pouvant étre impliqués dans le
développement de la maladie de Crohn sont les genes codant des protéines de transport de
cation (SLC22A4 et SLC22A5) (Peltekova et al., 2004), des génes codant des protéines
impliquées dans la maintenance de l'intégrité épithéliale (DLG5) (Stoll et al., 2004) ou encore,
des genes codant des protéines controlant les flux sortants de drogues ou de composants
xénobiotiques depuis les cellules (MDR1) (Brant et al., 2003).

Différents facteurs environnementaux ont également été impliqués dans le développment du
Crohn. Cependant, les mécanismes par lesquels ces facteurs induisent le développement de la
maladie ne sont pas bien définis. Par exemple, le stress est capable d’altérer la perméabilité de
la muqueuse, le flux sanguin dans la muqueuse et I'expression de cytokines et de
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neuropeptides. Les infections et l'utilisation d’anti-inflammatoires non stéroidiens peuvent
induire de maniere transitoire une inflammation aspécifique, rompre la barriere épithéliale et
engendrer ainsi des réponses immunitaires innées (Berg et al., 2002). Un régime alimentaire
riche en aluminium et en fer est capable d’induire une virulence bactérienne et donc une
réponse immunitaire innée importante (Perl et al, 2004). Parmi les facteurs
environnementaux, I'exposition a la fumée de cigarette est peut étre I'un des facteurs de risque
les mieux documentés dans la maladie de Crohn (Somerville et al., 1984).

L'influence du microbiote commensal a également été mis en cause dans le développement de
la maladie de Crohn. En effet, plusieurs études ont montré que la diversité microbienne de
I'intestin était diminuée chez les patients souffrant de MICI (Manichanh et al., 2006). Ces
études ont notamment observé une augmentation de la famille des Enterobacteriaceae et une
diminution de celle des Firmicutes et plus précisément des especes de Clostridium (Frank et al.,
2007). Il a notamment été montré qu’un des membres principaux de la famille des Firmicutes,
Faecalibacterium prausnitzii, identifi€é comme une bactérie commensale a activité anti-
inflammatoire, était présent en nombre réduit chez les patients souffrant de Crohn et que cela
était associé avec un risque plus important de récidive apres résection chirurgicale (Sokol et al.,
2008). En plus de la dysbiose, d’autres parametres suggerent I'implication du microbiote
intestinal dans la pathogénese de la maladie de Crohn notamment, une augmentation de la
virulence de certaines souches de E.Coli (Darfeuille-Michaud et al., 1998), une augmentation de
I'invasion de la muqueuse et de la translocation bactérienne (Liu et al., 1995) ou encore
I’efficacité des traitements antibiotiques et prébiotiques dans la limitation de la pathologie
(Sartor RB. 2004a). La liste n’est pas exhaustive.

La réponse immunitaire chez les patients atteints de Crohn est inadéquate. En effet, chez ces
patients, a la fois les réponses innées et adaptatives sont activées entrainant notamment une
perte de tolérance vis-a-vis des bactéries commensales de l'intestin (Duchmann et al., 1995).

Le nombre de macrophages et de cellules dendritiques activés présents dans la lamina propria
est fortement augmenté chez les patients atteints de Crohn (Sartor et al., 2005). Ces cellules
vont produire de nombreuses cytokines et chimiokines pro-inflammatoires (telles que I'IL-1B, le
TNF, I'IL-6, le CXCLS, I'IL-12, I'lL-18, I'lL-23 et I'IL-27) et augmentent également leur expression
de molécules d’adhésion et de costimulation. Il est a noter que ce sont les monocytes et les
neutrophiles ayant migré vers le lieu de l'inflammation qui produisent principalement les
cytokines pro-inflammatoires. De maniére intéressante, les cytokines impliquées dans les
polarisations Thl (IL-12) et Th17 (IL-23) sont sélectivement augmentées dans la maladie de
Crohn mais pas dans la colite ulcéreuse. En condition physiologique, les macrophages résidents
et les cellules épithéliales présentent de faibles capacités de réponse envers le microbiote
intestinal de par lI'induction d’une tolérance immunitaire lors de I'établissement de la flore
intestinale (Iwasaki et al., 2004). La reconnaissance de motifs bactériens par les TLRs présents a
la surface des cellules va induire, via la voie NF-kB, I'expression de nombreuses molécules telles
que I'IL-1B, le TNF, I'IL-6, le CXCL8, les molécules d’adhésion de type ICAM, les molécules de
costimulation CD40, CD80, CD86 ou encore le facteur d’induction des cellules T, ICOS. En
paralléle, I'activation de cette voie induit également des molécules ayant un réle protecteur
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telles que CARD15, COX-2, - défensines, PPARy mais également son propre inhibiteur, lkBa qui
limitera les réponses inflammatoires (Sartor et al., 2005).

Chez les patients atteints de cette pathologie, le profil cytokinique de type Th1 (IFN-y et IL-12)
est prédominant (Sartor RB., 2004b).

Cependant, dans la maladie de Crohn, les niveaux d’IL-17 sont également élevés indiquant une
réponse de type Th1l7 (Fujino et al., 2003). La production d’IL-17 peut notamment étre
expliquée par une forte présence de cytokines pro-Th17 telles que I'lL-23, I'lL-6 ou le TGF-B
produites par les cellules présentatrices d’antigene. De plus, la colonisation bactérienne peut
induire une augmentation de I'expression de I'lL-23 par les cellules dendritiques présentes au
niveau de l'iléon (Becker et al., 2003).

L'implication de la réponse Thl7 semble donc avoir un rble prédominant dans le
développement de la maladie de Crohn. En effet, les lésions associées a cette maladie sont
marquées par une forte production également d’IL-17F, d’IL-22 et d’IL-26. Des études ont
montré une corrélation entre ces pathologies et des génes associés a la réponse Th17, dont
JAK2, IL12B, STAT3, CCR6 et TYK2 et I'lL-23R. Certains polymorphismes observés dans le géene
codant le récepteur a I'lL-23 (cytokine importante dans le maintien de la lignée Th17) semble
fournir un fort effet protecteur contre le développement de la maladie de Crohn, suggérant
I'importance de cette voie dans la pathologie (Duerr et al, 2006). De plus, I'lL-23R est
surexprimé dans la muqueuse des patients atteints de la maladie de Crohn qui sont alors plus
sensibles a I'lL-23 (Geremia et al., 2011). D’autre part, un défaut en IL-10 (cytokine produite
notamment par les Treg) semble favoriser le développement de la maladie (Murai et al., 2009).

Au cours de cette maladie, le taux de lymphocytes T régulateurs qui normalement favorise un
climat de tolérance au sein de la muqueuse est réduit (Takahashi et al, 2006) pouvant
expliquer un défaut dans le contréle de la réponse immunitaire.

De plus, une augmentation de la perméabilité de la barriére épithéliale puis la rupture de cette
derniere et/ou une modification du microbiote intestinal vont entrainer une plus forte
exposition aux bactéries qui sont présentes dans la lumiere intestinale, I’activation des cellules
du systeme immunitaire et déclencher une réponse immunitaire inappropriée entretenant ainsi
I'inflammation intestinale (Maloy et al., 2011).
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Figure 12 : Protections et pathologies associées a la réponse Th17. Schéma représentatif des génes
cibles de la signalisation IL-17 impliqués dans la réponse antimicrobienne et les pathologies auto-immunes. En
bleu sont représentées les infections muqueuses ou la signalisation IL-17 joue, le plus souvent, un role
bénéfique ; en rose les maladies auto-immunes ou la signalisation est plutét délétere. (BDs : B-défensines,
M® : macrophages, Th : lymphocyte T CD4+ auxiliaire, SLE : lupus érythémateux systémique, RA : poly arthrite
rhumatoide, IBD : maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, EAE : encéphalomyélite auto-immune
expérimentale). Adapté de Onishi et al., 2010.

52



Introduction : La réponse immunitaire Th17

Malgré leur réle bénéfique dans la résolution de certaines infections, les cytokines de la
réponse Thl7, et plus particulierement I'lL-17, ont un rdle trés important dans l'initiation et la
maintenance de maladies inflammatoires et auto-immunes (réle présenté a la page 48).
Cependant, alors que les cellules Th17 favorisent le développement de ce type de pathologies,
d’autres lymphocytes, les lymphocytes T régulateurs, vont, quant a eux, avoir une fonction dans
le contréle de l'auto-immunité et jouent donc un réle vraiment trés important dans la
pathogénese des maladies auto-immunes en maintenant la tolérance du soi et en contrélant
I’expansion et I'activation de cellules T CD4+ auto-réactives.

F. Equilibre Th17 / T régulateurs

1. Les lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs sont une sous population de lymphocytes T CD4+ appelés a
I'origine « cellules suppressives » (Gershon RK., 1975). Ces cellules jouent un réle important
dans la maintenance de la tolérance du soi et dans la modulation de I'’ensemble des réponses
immunes contre les infections et les cellules tumorales. Les cellules T régulatrices sécrétent du
TGF-B et de I'lL-10 et nécessitent spécifiquement le TGF-B et le facteur de transcription Foxp3
pour leur différenciation. Ils inhibent I'auto-immunité, sont responsables de la tolérance envers
les antigeénes du Soi et protégent contre les dommages tissulaires et les maladies infectieuses
(Sakaguchi S., 2004). Apres la clairance des pathogénes, les lymphocytes T régulateurs régulent
négativement les réponses immunitaires bloguant ainsi la survenue des pathologies chroniques
(Sakaguchi et al., 2006). Les lymphocytes T régulateurs sont capables de supprimer
I'inflammation et les réponses immunes via divers mécanismes incluant le contact cellulaire
(molécules inhibitrices de surface telle que la Galectin-1) et la production de cytokines
immunomodulatrices telles que le TGF-f et I'lL-10 (Wan et al., 2008).

Les lymphocytes T régulateurs peuvent étre classés en deux groupes : les cellules T régulatrices
naturelles (nTreg) et les cellules T régulatrices inductibles (iTreg). Ces deux types de
lymphocytes T régulateurs expriment le facteur de transcription Foxp3, caractéristique de cette
lignée. De maniére intéressante, ces deux sous populations nécessitent le TGF-B soit pour leur
induction (iTreg) soit pour leur maintenance (nTreg). Comme nous I’avons vu précédemment, le
TGF- est une cytokine impliquée également dans la polarisation des lymphocytes T Th17.

2. Equilibre de la balance Th17 / T régulateurs

Le contréle dans I'équilibre de la balance Th17 / T régulateurs semble étre critique dans le
développement des maladies inflammatoires et auto-immunes. Les voies de développement de
ces deux populations de lymphocytes T sont intimement liées. En effet, le TGF-$ seul va induire
a la fois le facteur de transcription FoxP3 (Treg) (Bettelli et al., 2006) et le facteur de
transcritption RORYT (Th17) (Zhou et al., 2007) dans les lymphocytes T CD4+ naifs. Suite a
I'induction de ces facteurs de transcription, le TGF-B ne sera capable de poursuivre la
différenciation Th17 qu’en présence de la cytokine pro-inflammatoire IL-6 et de I'lL-21 (qui
amplifie la différenciation Th17). Lorsque ces cytokines sont présentes, |'expression de FoxP3
induite par le TGF-B est réduite et celle de RORyT est stimulée. En effet, I'IL-6 et I'lL-21

induisent RORYT aux dépens de FoxP3 via I'activation de la voie de signalisation de STAT3
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(Bettelli et al., 2006). En absence d’inflammation et donc de cytokines pro-inflammatoires,

le

TGF-B stimule la différenciation des lymphocytes T régulateurs qui maintiennent alors une
tolérance immune. Cela est du a l'inhibition de I'activité de RORYT par FoxP3, limitant donc la

production de I'lL-17 et de I'IL-23 comme décrit dans la figure 13.

Inflammation

Treg
FoxP3 Th17
RORyT
+L-21
TGF-p — FoxP3
RORyT
Tolérance
Treg Thi7

FoxP3

FoxP3 RORyT
:i RORyT

Figure 13 : Balance entre lymphocytes Treg et Th17.

Le TGF-B est capable d’induire I'expression de FoxP3 et de RORyT. En présence de cytokines pro-
inflammatoires comme I'lL-6 ou I'lL-21, I'expression de Foxp3 est réduite et celle de RORyT est augmentée. En
absence d’inflammation, le TGF-B favorise la différenciation des lymphocytes T régulateurs, due a l'inhibition
de RORyT par FoxP3. Adapté de Noack et al., 2014.

Dans de nombreuses maladies auto-immunes, cette balance entre Th1l7 et T régulateurs est
déséquilibrée en faveur des cellules Th17 et favorise donc la poursuite de I'inflammation et du

développement des maladies auto-immunes aux dépens de la tolérance. Ce déséquilibre de la

balance entre Treg et Th17 a notamment été retrouvé dans les scléroses multiples, les MICI,
la polyarthrite rhumatoide,...
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IV. Une molécule régulatrice : I'Interleukine 10

A. La famille de cvtokines de I'IL-10

La famille de cytokines de I'lL-10 est actuellement constituée de neuf membres : I'lL-10, I'lL-19,
I'lL-20, I'IL-24, I'IL-22, I'IL-26, I'IL-28A, I'lIL-28B et I'lIL-29. Ces différentes cytokines présentent
entre 9 et 40% de similarité dans leur identité, ce qui est relativement faible.

Cette famille peut étre séparée en quatre sous-groupes :
- I'IL-10,
- IIL-20 (IL-19, IL-20, IL-24) (Sa et al., 2007),
- I'lL-22 et I'IL-26,
- les Interférons de type Ill, IFN As (IL-28A, IL-28B et I1L-29) (Fox et al., 2009).

La famille de cytokines IL-10 peut étre classée en sous groupes de différentes maniéeres en
fonction de leur structure, de la localisation de leurs génes, de leur utilisation de récepteurs et
des fonctions biologiques qu’elles exercent en aval.

. Répression du systeme
IL-10 Dimere IL-10R1 Leucocytes Leucocytes K .
IL-10R2 immunitaire
IL-19 IL-20R1 o
Cellules myéloides
IL-20R1 / .
IL-20 1932 (] Cellules épithéliales
IL-22R i . .
N — Réponse antibactérienne,
Monomere Cellules myéloides, Cellules . Rk
Lo Lo remodelage tissulaire,
IL-24 (%] (] Cellules épithéliales, épithéliales o
L, cicatrisation
Cellules polarisées Th2
IL-22 12416 IL-22R Cellules T, Cellules NK,
IL-26 a Dimere ? IL-20R1 Cellules NKT, Cellules LTi
IL-28A IL-10R2 Cellules
. Leucocytes, Cellules . 3 »
IL-28B 19q13 Monomeére IL-28R Lo épithéliales, Réponse antivirale
épithéliales
IL-29 Leucocytes ?

Table 9 : La famille de Cytokines IL-10, Adapté de Ouyang et al., 2011.

L'Interleukin-10 a été identifiée en 1989 par I'équipe de Mosmann dans les lymphocytes T
polarisés Th2 (Fiorentino et al., 1989) et a été initialement nommée CSIF pour Cytokine
Synthesis Inhibitory Factor (Facteur inhibiteur de la synthése de cytokines). L'IL-10 est une
cytokine pléiotropique possédant d’importantes fonctions immuno-régulatoires dont I’action
influence les activités de nombreux types cellulaires du systeme immunitaire. Cette cytokine
présente également de puissantes propriétés anti-inflammatoires.

B. Récepteur a I'lL-10 et signalisation

Une fois sécrétée, I'lL-10 va interagir avec son complexe de récepteurs spécifiques composé
d'un hétéro-dimeére composé de I'lL-10R1 (Ho et al., 1993) et de I'IL-10R2 (Liu et al., 1994).
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L'IL-10R1 est un récepteur de haute affinité principalement retrouvé sur les cellules
immunitaires. Son expression est faible, variant généralement entre 100 et 800 molécules par
cellule mais peut étre modulée (Carson et al., 1995 ; Jurlander et al., 1997). Les monocytes et
les macrophages sont les cellules qui présentent la plus forte expression de ce récepteur (Kunz
etal., 2006).

Contrairement a I'lL-10R1, I'lL-10R2 est un récepteur de faible affinité, largement et fortement
exprimé dans la plupart des cellules et des tissus (Wolk et al., 2008). Cela peut notamment
s’expliquer par le fait que I'lL-10R2 appartient a d’autres complexes de récepteurs pour
d’autres ligands tels que I'lL-22 (Xie et al., 2000), I'IL-26 (Sheikh et al., 2004), I'IL-28 et I'IL-29
(Sheppard et al., 2003) (voir table 9). C’est donc I'expression de I'lL-10R1 qui va déterminer
quelles cellules présenteront une sensibilité a I'lL-10.

La signalisation de I'lL-10, schématisée dans la figure 14, commence lors de la liaison de I'lL-10 a
son récepteur. Cette liaison se déroule en deux étapes. L’IL-10 se lie d’abord au récepteur IL-
10R1. Cette interaction IL-10 / IL-10R1 va entrainer un changement de conformation de la
cytokine qui permettra alors la liaison du complexe IL-10 / IL-10R1 avec le récepteur IL-10R2
(Reineke et al., 1999 ; Wolk et al., 2005 ; Yoon et al., 2006).

La liaison de I'lL-10 sur son complexe de récepteurs active les tyrosines kinases de la famille
janus, Jakl (associée a IL-10R1) et Tyk2 (associée a IL-10R2) afin de phosphoryler le domainne
intra-cytoplasmique des récepteurs. Cette phosphorylation induit le recrutement et la
phosphorylation du facteur de transcription STAT3 au niveau de I'IL-10R1 (Finbloom et al,,
1995). Les facteurs STAT3 ainsi phosphorylés forment des homodimeéres et transloquent au
noyau ou ils se fixent sur des éléments de haute affinité appelés SBE (STAT-Binding Element)
situés dans les promoteurs des genes réponse a I'lL-10. L'un de ces genes est le géne codant
I'IL-10 lui-méme, qui est alors positivement régulé par STAT3 (Ito et al., 1999).

Les formes constitutivement actives de STAT3 induisent I'expression de genes codant des
molécules anti-apoptotiques et impliquées dans la progression du cycle cellulaire telles que
BCLXL, les cyclines-D1, -D2, -D3 et —A, Pim-1, c-Myc et p19 (INK4D) (Donnelly et al., 1999).

D’autres voies de signalisation peuvent étre activées par I'lL-10, notamment celles impliquant
PI3K (Phosphoinositide-3 Kinase) et ses substrats en aval p70S6K (p70 S6 kinase) et Akt/PBK
(Protéine Kinase B) (Crawley et al., 1996). L'IL-10 interfere aussi avec la potentielle activation de
la voie de signalisation des p38 MAPKs et bloque l'induction de I’expression des geénes
dépendants de cette voie.

L’IL-10 va notamment induire I'expression de SOCS3 (Suppressor of Cytokines Signalling) via
STAT3 qui contrdle la qualité et la quantité de I'activation des STAT (Piessevaux et al., 2008).

SOCS3 est induit par I'lL-10 et exerce ses effets régulateurs négatifs sur de nombreux genes
codant des cytokines mais inhibe également la signalisation intracellulaire via le ciblage de
certains récepteurs vers la voie de dégradation protéosomale. SOCS3 inhibe également
I’activité Janus Kinase (Jak/STAT) entrainant la fin des effets de I'IL-10 (Ito et al., 1999). L'IL-10
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est donc capable d’autoréguler sa propre expression. Cette induction de SOCS3 confére a I'lL-10
la capacité d’inhiber I'expression de nombreux génes dont le TNF-a et I'IL-1[3.

STAT3 et SOCS3 peuvent étre activés par des stimuli inflammatoires comme le LPS ou le TNF et
de plus, SOCS3 peut étre induit par des mécanismes indépendants de STAT3 (Carow et al,,
2014). De plus, le LPS et I'lL-10 peuvent agir en synergie afin de prolonger la stabilité de 'ARNm
de SOCS3 et donc de créer un stock rapidement activable en I'absence de nouvelle transcription
de génes. Ce stock prolonge I'action négative de SOCS3 (Meisel et al., 1996).

L’IL-10 est également un inducteur puissant de HO-1 (Heme Oxygénase — 1) qui est impliqué
dans de nombreux processus de détoxification cellulaire via notamment le controle du stress
oxydatif (Goven et al., 2009).

A
Translation
Modulation

Cytokine Genes

IL-10 Responsive Genes,

Transcription of BCLXL,

Cyclin-D1, D2, D3, Pim1,
c-Myc & p19{INKAD)

Figure 14 : Voie de signalisation de I'IL-10.

La liaison de I'IL-10 sur son complexe de récepteurs active les tyrosines kinases, Jakl et Tyk2, conduisant au
recrutement et a I'activation par phosphorylation de STAT3. STAT3 phosphorylé forme des homodimeres qui
transloquent au noyau ou ils fixent des éléments de haute affinité appelés SBE situés dans les promoteurs des
génes de réponse a I'IL-10. Les genes induits codent notamment des molécules anti-apoptotiques et
impliquées dans la progression du cycle cellulaire telles que BCLXL, les cyclines-D1, -D2, -D3 et —A, Pim-1, c-
Myc et p19 (INK4D). L’'IL-10 active aussi les voies PI3K et Akt/PBK B. L’IL-10 interfére également avec
I'activation de la voie de signalisation des p38 MAPKs et bloque l'induction de I'expression des genes
dépendants de cette voie. L'IL-10 va notamment induire I'expression de SOCS3 qui exerce alors ses effets
régulateurs négatifs sur de nombreux genes codant des cytokines mais également I'activité Janus Kinase
(Jak/STAT) entrainant la fin des effets de I'IL-10. L’IL-10 est aussi un inducteur puissant de HO-1 qui est
impliqué dans de nombreux processus de détoxification cellulaire via notamment le contréle du stress
oxydatif. Adapté de Qjiagen (http://www.sabiosciences.com/pathway.php?sn=IL-10).
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C. Production et Régulation de I'IL-10

Les principales sources d’IL-10 sont les monocytes, les macrophages et les lymphocytes T
auxiliaires.

De plus, I'lL-10 peut étre produite par un large panel de cellules appartenant au systéme
immunitaire inné et adaptatif comme les cellules dendritiques, les macrophages, les cellules
mastocytaires, les cellules NK, les éosinophiles, les neutrophiles, les lymphocytes T 79, les
lymphocytes T CD4+ et CD8+, les lymphocytes B et les cellules épithéliales (Moore et al., 2001).

Le type de cellules responsables de la présence d’IL-10 dans une situation définie va dépendre
du type de stimulus, du type de tissu affecté et du moment précis du processus immunitaire.

1. Production de I'lIL-10 par les cellules du systéme immunitaire inné

La production de I'lL-10 par les cellules de I'immunité innée est fortement dépendante de
I'activation de certains récepteurs spécifiques appelés PRR qui incluent notamment les
récepteurs TLRs. L'activation du TLR2 induit fortement I'expression de I'IL-10 dans les cellules
présentatrices d’antigéne (Agrawal et al, 2003). D’autres TLRs, cependant, peuvent étre
impliqués dans cette production comme les TLR4, -9 (Higgins et al., 2003), et -3 (qui lui
n’entrainera la production d’IL-10 que dans les macrophages) (Boonstra et al., 2006).

Des signaux dépendants des lectines de type C peuvent aussi étre impliqués dans cette
expression, par exemple DC-Sign (Geijtenbeek et al., 2003) ou la dectin-1 (Rogers et al., 2005).
De plus, I'activation du CD40 va stimuler la production d’IL-10 dans les cellules dendritiques qui
auront été préalablement stimulées via le TLR (Edwards et al., 2002) ou la Dectin-1 (Rogers et
al., 2005).

La production de I'IL-10 suite a la stimulation par le TLR va étre variable en fonction du type
cellulaire. Dans les macrophages, elle va induire une forte production d’IL-10 tandis que dans
les cellules dendritiques myéloides cette production sera faible. Par contre, dans les cellules
dendritiques plasmacytoides, la stimulation via les TLRs n’induira pas de production d’IL-10
(Boonstra et al., 2006).

Les voies de signalisation du TLR impliquées dans la production d’IL-10 incluent MYD88 et TRIF
qui vont permettre l'activation des MAP-Kinases et de NF-kB. La principale MAP-Kinase
impliquée est la kinase ERK et son niveau d’activation est positivement corrélé a la production
d’IL-10 (Chang et al., 2007).

L’activation des neutrophiles en réponse a une stimulation du TLR et de lectines de type C,
notamment lors d’infections pulmonaires a mycobactérie, induit la production d’IL-10 par ces
cellules (Zhang et al., 2009).
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Outre I'activation via les TLRs, les monocytes et les macrophages sécretent de I'IL-10 lors de la
clairance des cellules apoptotiques dans un processus dépendant de CD36 (scavenger receptor)
et des p38 MAPKs (Chung et al., 2007).

Bien que I'lL-10 soit capable d’induire sa propre expression dans les monocytes par la voie de
STATS3, elle est également capable de réguler négativement cette expression via I'induction de
DUSP1 (Dual specificity phosphatase 1) qui régule négativement la phosphorylation des p38
MAPKs et donc réduit la production d’IL-10 (Hammer et al., 2005). De plus, I'IFN-y réduit cette
production dans les macrophages et les cellules dendritiques et I'lL-27 atténue I'expression de
I'IL-10 induit par les TLRs dans les monocytes.

La production de I'IL-10 par les cellules dendritiques matures ou semi-matures permet
d’entretenir un environnement tolérogene permettant ainsi la limitation des réponses
immunitaires (Steinman et al., 2003).

2. Production de I'lL-10 par les cellules du systeme immunitaire adaptatif

Les populations Thl, Th2 et Thl7 sont dépendantes pour leur développement des facteurs
dérivés des cellules dendritiques et des macrophages. Or, I'expression de ces facteurs est
réduite par I'lL-10. Cependant, ces sous populations de lymphocytes peuvent toutes, dans
certaines conditions, produire de I'lL-10 ce qui indique une boucle de rétrocontréle négatif qui
empéche les réponses exacerbées des lymphocytes T effecteurs dans des conditions
d’inflammation.

L’IL-10 peut pratiguement étre produite par toutes les sous populations de cellules T incluant
Thl, Th2, Th17 et Treg mais en fonction des stimuli, les facteurs de transcription impliqués dans
I’expression de I'lL-10 vont varier.

La liste des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de I’expression de I'lL-10 est
vaste reflétant le degré de précision et de complexité que I'expression de cette cytokine
demande. La contribution exacte de ces divers facteurs de transcription est mal connue et ces
derniers peuvent étre soit spécifiques, soit dépendre du type de stimulus qui induit I’expression
de I'lL-10.

Cependant, malgré la variété de facteurs de transcription impliqués dans I'induction de I'IL-10,
un élément commun est retrouvé dans les différentes sous populations de lymphocytes. Il s’agit
des kinases ERK1/2. Dans les lymphocytes T, la force de la signalisation a travers le TCR est
proportionnelle a I’activation de ERK1/2 et donc de I'expression de I'IL-10 (Saraiva et al., 2009).

Un autre facteur peut intervenir dans cette production : le facteur de transcription c-Maf. En
effet, la sécrétion de I'lL-10 est corrélée avec I'expression de c-Maf. c-Maf induit directement
I'expression de I'lL-10 en se fixant a un motif MARE (Maf recognition element) dans le
promoteur de I'lL-10 (Xu et al., 2009).

Les lymphocytes polarisés Thl nécessitent une forte activation et la présence d’IL-12 pour co-
exprimer I'lFNy et I'lL-10 (Chang et al., 2007). Cette co-expression peut étre induite notamment
via la fixation par le récepteur Notch a son ligand (Delta like 4 ou Dll-4). Ce récepteur agit
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notamment en synergie avec I'lL-27 et I'lL-12 afin de potentialiser la production de I'IL-10 dans
les cellules Thl (Rutz et al., 2008). L'expression de I'lL-10 nécessite notamment le facteur de
transcription STAT4 (Saraiva et al., 2009).

L’IL-10 a initialement été identifiée dans les lymphocytes polarisés Th2 (Fiorentino et al., 1989).
L'expression de I'IL-10 par ces cellules est relativement stable et nécessite la voie de
signalisation et les facteurs de transcription impliqués dans la polarisation Th2 tels que I'lL-4,
STAT6 et GATA-3 (Zhu et al., 2004 ; Shoemaker et al., 2006).

Les lymphocytes polarisés Th17 nécessitent, comme nous |I'avons vu précédemment, le TGF-
et I'lL-6 pour leur différenciation. Cependant, ces mémes cytokines sont capables d’induire la
production d’IL-10 dans ces cellules. Par contre, I'lL-23 qui est impliquée dans la maintenance
de la lignée Th17 va, quant a elle, inhiber I’expression de I'lL-10 (McGeachy et al., 2007). L'IL-10
peut également étre produite par I'action combinée de I'lL-27 et de I'lL-6 (Stumhofer et al.,
2007). Alors que I'IL-27 seule, via I'activation de STAT3, est aussi capable d’induire la
production d’IL-10, elle va, par contre, supprimer I'expression de I'lL-17 (Murugaiyan et al.,
2009). Dans la lignée Th17, la liaison du récepteur Notch et de son ligand favorise également
I’expression de I'IL-10 mais a un niveau plus faible que celui observé dans les lymphocytes Th1.
Les lymphocytes Th17 expriment des récepteurs a I'lL-10 et donc I'lL-10 peut agir directement
sur ces cellules (Huber et al., 2011). La production d’IL-10 par les cellules Th17 pourrait affiner
les réponses Th17 pour cibler les pathogénes spécifiques. Le manque de sécrétion d’IL-10 par
les cellules Th17 est associé a des conditions auto-inflammatoires soulignant I'importance de
I'IL-10 dérivée des cellules T effectrices dans la régulation immune (Ng et al., 2013).

L’'expression de I'lIL-10 dans les cellules Th1l, Th2 et Th17 va nécessiter les mémes signaux mis
en jeu dans chacun des programmes de différenciation.

Les lymphocytes T régulateurs se développent dépendamment du TGF-B, de I'acide tout-trans
rétinoique (all-trans retinoid acid) et de la signalisation par le TCR (Littman et al., 2010). Le TGF-
B induit I'expression de Foxp3 et de I'lL-10 alors que I'acide tout-trans rétinoique va favoriser
Foxp3 et inhiber la production d’IL-10 (Maynard et al., 2009). L’'IL-10 participe a la
différenciation des lymphocytes T régulateurs sécrétant de I'lL-10 et assure ainsi un
rétrocontréle positif sur son induction. D’autres cytokines sont également capables d’induire
I’expression de I'lL-10 dans les lymphocytes T régulateurs et, notamment, I'lL-2 (Barthlott et al,,
2005). La sécrétion d’'IL-10 par les lymphocytes T régulateurs Foxp3+ apparait comme
particulierement importante dans la régulation des réponses immunitaires aux interfaces corps
/ environnement.

Les lymphocytes T CD4+ Trl (Foxp3-) sont aussi capables de produire de I'IL-10 (Groux et al.,
1997). Ces cellules sont caractérisées par une faible prolifération, une rapide synthése sélective
de I'lL-10 et une capacité a supprimer la fonction des APC aussi bien que les cellules T
effectrices antigéne spécifiques via un mécanisme dépendant des cytokines. Les cellules T
naives en présence d’'IL-27 va induire le facteur de transcription AhR (Apetoh et al., 2010). Le
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facteur Ahr se lie au facteur c-Maf et en synergie avec celui-ci, active les promoteurs des génes
IL-10 et IL-21 ainsi que la génération de cellules Trl (Gandhi et al., 2010). L’'IL-21 va augmenter
I'expression de c-Maf et induire I'expression de I'lL-10 (Pot et al, 2009). Ces cellules Trl

peuvent aussi se différencier en cellules Th1.

D’autres cellules appartenant au systéeme immunitaire adaptatif sont également capables de
produire de I'lL-10. Par exemple, les lymphocytes T CD8+ (cytotoxiques) expriment de I'IL-10
apres la stimulation du TCR ou linteraction avec le ligand CD40 exprimé par les cellules
dendritiques plasmacytoides activées et cette production d’IL-10 peut étre stimulée par I'lL-21
(Gilliet et al., 2002). La stimulation des cellules B avec les auto-antigénes, les ligands TLR4 et
TLR9 ou la vitamine D3 entraine aussi la production d’IL-10 (Fillatreau et al., 2002 ; Sun et al.,

2005 ; Heine et al., 2008).
La production de I'lL-10 par les cellules immunitaires peut donc étre induite par différents
facteurs. Cependant, les mécanismes définissant la balance entre les rétrocontréles positifs et

négatifs de I'lL-10 sur sa propre production sont encore mal compris.
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Figure 15 : Régulation de I'lIL-10 dans les cellules T.
L'expression de I'lL-10 est controlée par différents facteurs de transcription. STAT3 et Notch sont impliqués

dans la régulation de cette cytokine. L’activation de STAT3 par I'lL-27, seul ou en combinaison avec I'IL-6, ou
par le TGF-B + I'lL-6, favorise la production de I'IL-10. La stimulation de Notch par le DIl-4 induit la production
de I'lL-10 dans les cellules Th1l en synergie avec STAT4. D’autres facteurs tels que c-Maf et GATA3 contrdlent
I'expression de I'IL-10. (DlI-4, Delta-like-4; MAML, Masterlind-like; NICD, Notch intracellular domain; RBP-Jk,

recombining binding protein suppressor of hairless.). Adapté de Ouyang et al., 2011.
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En dehors des cellules du systeme immunitaire, il a été montré que les cellules épithéliales, et
notamment les cellules épithéliales bronchiques, produisent de maniére constitutive de I'lL-10
(Bonfield et al., 1995). Cette production est réduite dans les poumons de patients présentant
une mucoviscidose et infectés de maniére chronique. Dans le poumon normal, cette production
constitutive par les cellules épithéliales bronchiques doit moduler la réponse inflammatoire aux
irritants environnementaux en supprimant l'activité des macrophages, la présentation
d’antigenes et en retardant 'accumulation de neutrophiles (Bonfield et al., 1995).

D. Action de I'lL-10

Les monocytes et macrophages sont les principales cibles des effets inhibiteurs de I'lL-10. L’IL-
10 va influencer trois fonctions importantes des monocytes, des macrophages et des cellules
dendritiques :

- la présentation d’antigéne,
- lalibération de médiateurs immunitaires,

- la phagocytose.

L’'IL-10 inhibe la présentation d’antigene par les monocytes et les macrophages en réduisant
I’expression du CMH de classe Il a la fois de ceux exprimés de maniere constitutive et de ceux
dont I'expression est induite par I'IFN-y (de Waal Malefyt et al, 1991a). L'IL-10 réduit
également I'expression des molécules de co-stimulation (CD86) et d’adhésion (CD54) et inhibe
la synthese, par exemple, de I'lL-12 ou de I'IL-23 bloquant ainsi le développement et la
maintenance des populations Thl et Th17 respectivement. (Willems et al., 1994 ; D'Andrea et
al., 1993 ; Schuetze et al., 2005).

D’un autre c6té, I'lL-10 stimule les fonctions inhibitrices, de tolérance et éboueurs (scavenger)
de ces monocytes et des macrophages.

L'IL-10 va induire la phagocytose des monocytes et des macrophages en augmentant
I’expression de divers récepteurs responsables de I'absorption des micro-organismes mais va
cependant inhiber la destruction de ces micro-organismes (Buchwald et al., 1999 ; Roilides et
al., 1998).

Dit simplement, I'lL-10 va supprimer toutes les fonctions des monocytes et macrophages qui
sont responsables d’un réle positif de ces cellules, a la fois dans I'immunité innée et adaptative.

En effet, les effets immunosuppresseurs de I'lL-10 sur les cellules présentatrices d’antigene sont
responsables de I'inhibition de I'immunité Th1, Th2 et Th17.

L’IL-10 peut cependant réduire elle-méme la différenciation Th1l en générant un déficit en IFN-y
et en entrainant ainsi une « désactivation » des cellules présentatrices d’antigene (Del Prete et
al., 1993).

L’'IL-10 inhibe la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que les TNF-a, I'lIL-18, I'IL-6,
I'IL-8, le G-CSF et le GM-CSF par les monocytes et les macrophages activés par le LPS ou I'IFNy
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(de Waal Malefyt et al., 1991b ; Fiorentino et al., 1991). L’IL-10 va également permettre la
libération de médiateurs anti-inflammatoires tels que I'antagoniste IL-1R et les récepteurs TNF-
o solubles (Jenkins et al., 1994 ; Hart et al., 1996).

IL-10 dérivée des macrophages peut inhiber la différenciation des cellules avoisinantes en
macrophages activés classiques ce qui permet une auto-régulation des populations
macrophagiques (Vicioso et al., 1998).

L'IL-10 influence également d’autres types cellulaires. Sur les neutrophiles, I'lL-10 inhibe la
libération de médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNF-a et I'lL-1f induits par le LPS ou la
phagocytose de bactéries (Rubtsov et al. 2008). L'IL-10 va également inhiber la sécrétion de
chimiokines impliquées dans le recrutement de neutrophiles (Kasama et al., 1994). Dans les
lymphocytes B, I'IL-10 va inhiber I'apoptose, induire leur prolifération et leur différenciation
ainsi que I'expression du CMH de classe Il (Burdin et al., 1997 ; Levy et al., 1994 ; Rousset et al.,
1995). Dans les cellules NK, I'IL-10 stimule I’activité cytotoxique (Carson et al., 1995).

E. Role de I'IL-10 et réponses immunitaires

L'IL-10 est une cytokine a action tardive qui va plutot agir aprés les médiateurs pro-
inflammatoires. De par son réle dans I'immunorégulation, I'lL-10 est importante dans la
résolution d’états inflammatoires causés par diverses maladies et infections.

La dérégulation de la production d’IL-10 a un impact conséquent sur le développement et les
conséquences de certaines pathologies.

En effet, la surproduction de I'lL-10 va entrainer des effets immunosuppresseurs non désirés.
Cette surproduction est délétére notamment dans le cas du lupus érythémateux (Grondal et al.,
1999), des lymphomes associés au virus Epstein Barr (Stewart et al., 1994), des mélanomes
(Yue et al., 1997), lors d’infections (Salhi et al., 2008) et peut causer une paralysie immunitaire
dans certains contextes médicaux (Steinhauser et al., 1999).

Le déficit en IL-10, quant a lui, va causer une activation immunitaire persistante qui est alors
délétére dans la maladie de Crohn (Murai et al., 2009), le psoriasis (Asadullah et al., 1998), la
polyarthrite rhumatoide (Katsikis et al., 1994) et a la suite de transplantations d’organes
(DeBruyne et al., 1998). En absence d’IL-10, on peut observer une meilleure clairance de
certains pathogénes (Brooks et al., 2006). Pour d’autres pathogénes, cette absence conduit au
développement d’une pahologie immune qui sera délétere pour I'hote (Li et al, 1999).
L'absence d’IL-10 n’est donc pas toujours compensée par d’autres mécanismes régulateurs
suggérant que I'IL-10 n’a aucun role redondant dans la limitation des réponses inflammatoires
in vivo.

1. Role de I'IL-10 dans la défense de I'hote

Lors d’une infection, I'lL-10 empéche les dommages tissulaires causés par cette infection et par
I'inflammation qui en découle. Pour cela, elle régule et réprime I'expression de cytokines pro-
inflammatoires pendant la phase de convalescence des infections et donc réduit les dommages
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tissulaires causés par ces cytokines et par les réponses adaptatives exacerbées dans ce
contexte. En effet, la sécrétion de I'lL-10 par les cellules Th1l (activées spécifiquement dans le
contexte des infections virales et bactériennes) représente une boucle d’autorégulation
puissante limitant ainsi I'inflammation excessive et la destruction tissulaire lors des réponses
Thl. L'IL-10 est une cytokine répressive générale et joue un role central dans la résolution de
I'inflammation.

Dans le cadre d’une infection par Toxoplasma Gondii, les cellules Thl produisant de I'lL-10 sont
capables de stimuler les macrophages infectés dans la libération d’oxyde nitrique et la
médiation de la destruction intracellulaire du parasite tout en bloquant la libération de I'lL-12.
L'IL-10 est connue pour inhiber I'activité microbicide mais lorsqu’il y a sécrétion simultanée
d’IFN-y, il y a reprogrammation de nombreuses fonctions suppressives de I'lL-10. Par exemple,
la suppression de I'lL-12 par les lymphocytes Thl IL-10+ va limiter la différenciation Thl
supplémentaire agissant comme un frein dans le développement de I'immunopathologie.
Cependant, les cellules Thl (tout comme les cellules Th1l7) produisant de I'IL-10 ne
représentent pas une population stable de lymphocytes T CD4+. L’expression de I'IL-10 est une
propriété inductible et transitoire de ces cellules, alors que dans les cellules Th2, cette
propriété est stable (Jankovic et al., 2010).

Cependant, 'augmentation de I'expression de I'lL-10 a été associée a de nombreuses infections
virales et bactériennes chroniques. Des pathogenes ont, de maniere évolutive, exploité les
fonctions de I'lL-10 pour réprimer les réponses inflammatoires normales de I’"h6te pendant les
infections et établir des états infectieux chroniques. Quelques virus, dont le virus d’Epstein
Barr, le virus Herpes équin de type 2, le virus Orf et le cytomégalovirus peuvent produire leur
propre version de I'IL-10 (appelée v-IL-10) afin de supprimer directement les réponses immunes
de I'h6te (Moore et al., 2001). De plus, I'induction de I'lL-10 dans les cellules dendritiques et les
macrophages représente un puissant mécanisme d’évasion immune utilisé par de nombreux
pathogenes (Moore et al., 1990).

2. Role de I'IL-10 dans les maladies autoimmunes et inflammatoires

L’IL-10 est associée a de nombreuses maladies autoimmunes et inflammatoires en raison de ses
fonctions anti-inflammatoires.

a) L’IL-10 dans la Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive

Lors d’une inflammation pulmonaire, comme celle que I'on peut retrouver dans la pathologie
de la BPCO, I'lL-10 peut influer sur cette inflammation de différentes manieres. En effet,
comme nous l'avons dit, I'IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire puissante. Elle est capable
d’inhiber la production de cytokines par les monocytes telles que I'lL-6, I'lL-12, I'lL-18 ou le TNF-
a et de limiter la libération par les neutrophiles de cytokines pro-inflammatoires telles que le
TNF-a, I'IL-8 et I'IP-10. De plus, L’IL-10 pourrait mitiger I'inflammation pulmonaire en induisant
I’apoptose des neutrophiles (Cox G., 1996). L'IL-10 agit également en protégeant le poumon du
remodelage tissulaire, en réduisant I'expression de MMP-9 et en augmentant |'expression de
TIMP-1 chez les fumeurs (Lim et al., 2000). Cette production par les monocytes de I'lL-10
retrouvée dans le poumon peut étre induite par I” al-antitrypsine.
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Comme nous I'avons énoncé précédemment, le déficit en al-antitrypsine représente un facteur
de risque génétique pour la BPCO. Les maladies monogénétiques rares, telles que le déficit
pour cette enzyme, sont souvent caractérisées par une variabilité phénotypique marquée et
des polymorphismes dans des genes additionnels qui pourraient contribuer a cette variabilité.
Parmi les genes additionnels pouvant présenter des polymorphismes, le géne codant I'lL-10
présente des SNP qui peuvent étre associés de maniere cohérente et significative a un déficit
en al-antitrypsine chez certains patient BPCO (Demeo et al., 2008).

Ces polymorphismes, détectés notamment dans le promoteur du gene codant [I'IL-10,
entrainent des niveaux de production d’IL-10 altérés. Il a notamment été observé une plus
faible quantité d’IL-10 dans les crachats de patients BPCO en comparaison des sujets non
fumeurs contréle (Takanashi et al., 1999).

L'altération dans la production de cette cytokine conduit, entre autres, a une augmentation de
la MMP-9 qui dégrade le collagene de type IV et a un déséquilibre entre les métalloprotéases et
les inhibiteurs tels que TIMP-1 (Lim et al., 2000).

Donc, des niveaux altérés d’IL-10 dus aux variations polymorphiques dans le géne contribuent a
la BPCO chez les sujets déficients pour I’AAT. Cela entraine un déséquilibre combiné entre
protéases et anti-protéases.

De plus, et de maniere intéressante, il a été montré que ces polymorphismes dans le gene
codant I'lL-10 associés a un déficit en al-antitrypsine pouvaient étre corrélés, chez ces patients,
avec une augmentation du risque de développer une maladie de Crohn ou une colite ulcéreuse
(Ekbom et al., 2008).

b) L’IL-10 dans les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin
La surface de la muqueuse intestinale est exposée a de fortes concentrations d’antigénes
dérivés de I'alimentation et des micro-organismes, conduisant a une stimulation constante du
systéme immunitaire intestinal. Dans la muqueuse intestinale, la famille de cytokine de I'lL-10
exerce des fonctions importantes en régulant les états homéostatiques du systeme immunitaire
et de I'épithélium de la muqueuse ainsi qu’en stimulant les défenses de I’'h6te pendant
I'invasion de nombreux micro-organismes (Braat et al., 2003).

Au cours des MICI, I'lL-10 est considéré comme un géne de susceptibilité a la maladie. Un
nombre de polymorphismes (principalement des SNPs) ont été identifiés dans le promoteur de
I'IL-10 (Franke et al, 2008). Certains de ces SNPs sont associés avec une expression
différentielle de I'lL-10 in vitro.

Lors d’un déficit en IL-10, notamment lors de l'utilisation de souris KO pour cette cytokine, les
animaux développent de maniére spontanée des entérocolites chroniques touchant I'ensemble
du tractus gastro-intestinal (caractérisées par une inflammation de la muqueuse, une
augmentation du taux d’IgA produites par les cellules plasmatiques et une expression du CMH
de classe Il au niveau de I'épithélium du colon alors que les souris WT ne I'expriment pas) et
présentent au niveau de l'intestin une architecture mucosale anormale ainsi qu’une infiltration
importante de nombreuses sous populations de leucocytes (Kihn et al., 1993).
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Dans des conditions normales, I'activation des macrophages est probablement étroitement
controlée par I'lL-10 produite par les lymphocytes T et peut-étre par les cellules épithéliales
intestinales. L'activation est non contrélée chez les IL-10-/- entrainant une augmentation de la
stimulation des cellules Th1, des NK menant a une surproduction d’IFN-y et d’autres cytokines.
L'IFN-y va induire I'expression du CMH de classe Il sur les cellules épithéliales (Kiihn et al.,
1993).

Or, en inhibant directement la production d’IL-12 (cytokine clé dans la polarisation Th1) par les
cellules dendritiques et les macrophages, I'lL-10 est capable de limiter la différenciation Th1l et
ainsi la poursuite de l'inflammation (D'Andrea et al., 1993). De plus, I'lL-10 est également
capable d’inhiber la production d’IL-23 qui est impliquée dans la maintenance de la polarisation
des cellules Th17, lignée qui est fortement présente au cours des maladies inflammatoires de
I'intestin (Schuetze et al., 2005). Dans ce contexte, I'lL-10 est notamment produite par les
cellules Th1l.

Puisque I'lL-10 est un suppresseur puissant de la synthése de cytokines par les macrophages,
les cellules NK et les lymphocytes T, le défaut primaire des souris déficientes en IL-10 pourrait
étre un échec dans le controle des réponses immunitaires normales contre les antigenes
entériques, conduisant a une inflammation chronique via une surproduction continue de
cytokines telles que le TNF-a, I'IL-1, ou I'lIFNy. Dans un second temps, I'expression accrue du
CMH de classe Il au niveau des cellules épithéliales, la présentation d’antigéenes et les lésions
épithéliales menent a une exposition massive des cellules lymphoides dans la muqueuse aux
antigenes de la lumiére et aux composants des parois bactériennes renforcant ainsi le
processus inflammatoire. Ainsi la pathologie des souris déficientes en IL-10 est probablement
due a une production chronique de cytokines (Kihn et al., 1993).

Lorsque les souris déficientes en IL-10 sont hébergées en condition exempte d’organismes
pathogenes spécifiques, on observe moins de symptomes. Ce qui permet de suggérer que la
réponse inflammatoire est stimulée par le microbiote intestinal dont la composition
déterminera la sévérité de la maladie. En effet, I'lL-10 permet, au niveau de la muqueuse
instestinale, de maintenir un environnement tolérogene qui permettra aux cellules
immunitaires d’éliminer spécifiqguement les bactéries pathogénes sans altérer la composition
du microbiote intestinal et son quota de bactéries bénéfiques pour I'organisme et participant a
la défense de I’hote (Kihn et al., 1993).
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V. Le Microbiome

A. Définition

Le terme "microbiome" (du grec micro = petit et bios = vie) a été introduit par Joshua Lederberg
pour intégrer la notion d'une communauté écologique comprenant symbiotes, commensaux et
pathogeénes partageant notre espace corporel, dans le but de reconnaitre leurs fonctions de
déterminants de la santé et de la maladie (Lederberg et al., 2001).

Le microbiome est défini par I'ensemble des microbiotes qui réside chez I'humain ou a sa
surface cutanée. Le microbiote est quant a lui défini par I'ensemble des micro-organismes
résidant dans un site particulier par exemple, au niveau du tractus gastro-intestinal, de la peau
ou des voies respiratoires. Ces micro-organismes sont divers et peuvent étre des bactéries, des
virus ou des champignons. Les micro-organismes les plus étudiés actuellement dans le
microbiome sont les bactéries. Au niveau du corps humain, le nombre de bactéries surpasse le
nombre de cellules par un facteur 10. La plupart de ces bactéries sont retrouvées au niveau du
tractus gastro-intestinal mais les autres sites de colonisation fréquents sont le nez, la bouche et
la peau comme montré dans la figure 16. Malgré leur abondance, le role fonctionnel de ces
bactéries est méconnu dans la plupart des organes humains.

Le concept de microbiome embrasse les notions de communauté microbienne, de biodiversité
microbienne (en nombre d’individus, les microbes sont les organismes les plus nombreux sur
terre), d’écologie microbienne et d’interactions durables et fonctionnelles entre micro-
organismes et avec |'organisme (allant du simple commensalisme jusqu’a la symbiose). Par
extension, le microbiome peut aussi désigner la somme des génomes des micro-organismes
vivant dans ou sur un organisme animal ou végétal (hors état pathologique). Les micro-
organismes du microbiome humain sont généralement non-pathogenes et la cohabitation se
déroule en harmonie et en symbiose avec leur hote.

Le microbiome de I'"homme était tres mal connu mais, depuis 2007, le National Institut for
Health (NIH) aux Etats-Unis a développé le projet «the Human Microbiome Project »
(http://www.hmpdacc.org/) en lien avec d'autres projets notamment européens : le MetaHIT
(qui sera plus spécialisé dans le microbiote intestinal) dont le but est de séquencer les génomes
des micro-organismes vivant normalement chez I'homme a partir d’échantillons divers (bouche,
nez, peau, tractus gastro-intestinal,...).

Les bactéries dominantes du microbiote peuvent étre réparties en 3 phyla bactériens majeurs
(Bacteroidetes, Firmicutes et Actinobacteria) qui sont identifiés chez tous les individus d'ou
ressortent deux grandes catégories d'espéces : celles qui sont présentes chez tous les individus
(noyau central) et celles qui sont propres a chacun d'entre nous et qui représentent l'identité
métagénomique. Au final, le microbiome de chaque individu est unique (Benson et al., 2010) et
peut varier sous certaines conditions telles que I'alimentation ou encore I'environnement. De
plus, chez un individu sain, le microbiote fournit un large panel de fonctions métaboliques dont
I’étre humain n’est pas doté (Gill et al., 2006).
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Le microbiote va avoir un impact important sur certains aspects physiologiques du corps
humain. Le microbiote intestinal va notamment avoir un réle dans la protection contre les
bactéries exogénes pathogenes, dans la nutrition ou dans la maturation et la régulation du
systéme immunitaire.
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Figure 16: Le microbiome humain.

Les techniques de cultures cellulaires et le développement du séquengage a haut débit ont révélé la présence
de variations du microbiome humain entre les différentes zones du corps et pouvant varier d’un étre humain
a l'autre. Cependant, les niveaux de certains phyla montrent une stabilité en fonction des sites anatomiques
spécifiques. De telles différences « site — spécifique » aussi bien que les phénomeénes de conservation
observés entre les hotes humains, fournissent un systeme déterminant I'importance biologique et
pathologique de la composition particuliere du microbiome. Cette figure indique les pourcentages des
différents phyla présents au niveau de certaines zones anatomiques. Adapté de llseung et al., 2012.

B. Microbiome et systeme immunitaire

Le systéme immunitaire est composé d’un réseau complexe de composants innés et adaptatifs
possédant une capacité d’adaptation et de réponse a une grande diversité d'agents d'agression.
Ce réseau agit comme régulateur de 'homéostasie de I’"hGte qui opere de maniere a maintenir
et a restaurer la fonction des tissus a la suite d'agressions environnementales et microbiennes.
Le développement d’armes spécifiques par le systeme immunitaire, plus particulierement la
réponse adaptative, a coincidé avec |'acquisition d’'un microbiote complexe, supportant le
concept gqu’une grande partie de cette « machinerie » a évolué en tant que moyen pour
maintenir une relation symbiotique entre les diverses communautés bactériennes.
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Au moment de la naissance, I'enfant va passer d’un environnement quasi-stérile (faiblement
peuplé en micro-organismes) a un environnement riche en micro-organismes. Le premier
contact va se faire avec la flore vaginale de la meére lors d’'un accouchement par voie basse ou
avec la flore épidermique dans le cas d’'un accouchement par césarienne. Les muqueuses sont
alors rapidement colonisées par certaines des espéces bactériennes issues de son
environnement immédiat. La mise en place progressive du microbiome durant les deux
premieres années de la vie semble suivre un schéma relativement organisé mais néanmoins
spécifique, en terme d’especes, a chaque individu. Cette instauration du microbiote chez
I’enfant, et notamment le microbiote intestinal, a un réle important dans le métabolisme, la
nutrition, la défense contre les pathogénes et les fonctions immunologiques (Lécuyer E., 2012).

Les bactéries intestinales ont un role clé dans la promotion du développement précoce du
systéme immunitaire de la muqueuse intestinale de maniére a instaurer une réponse
appropriée en détruisant les bactéries dangereuses et en établissant une tolérance vis a vis des
bactéries bénéfiques a I'organisme. Différentes hypotheses tendent a expliquer ce phénomene
de tolérance vis-a-vis des bactéries commensales. Il semblerait notamment que les récepteurs
PRR tels que les TLRs aient une expression ou une répartition spécifique a la surface des cellules
(Cario E., 2005). La polarisation de I’épithélium intestinal jouerait un role crucial (Lee et al.,
2006). Par exemple, I'activation du TLR9 situé sur la membrane apicale stimule la tolérance
alors que l'activation de ce méme récepteur au niveau basal entrainerait la stimulation de la
voie NF-kB. La situation des récepteurs permettrait donc d’orienter la réponse aux stimuli
bactériens (Kelly et al., 2005 ; Wells et al., 2010). De plus, il semblerait que les récepteurs PRR
se trouveraient préférentiellement au niveau des cellules épithéliales de la crypte et donc
positionnés de maniere a ne déclencher une réponse que dans le cas d’une violation de la
barriere épithéliale par des bactéries (Duerkop et al., 2009).

D’un autre cOté, I'expression de certains facteurs semble également moduler la réponse aux
bactéries. Par exemple, la phosphatase alcaline intestinale limite le potentiel pro-inflammatoire
du LPS constituant certaines bactéries limitant ainsi la réponse immunitaire innée (Duerkop et
al., 2009).

Les bactéries commensales contribuent également a I’équilibre dans les réponses des
lymphocytes T auxiliaires. La reconnaissance des bactéries via les TLRs active les cellules
dendritiques qui produisent alors un environnement cytokinique propice au développement et
a la maturation des lymphocytes Thl, Th2, Thl7 et T régulateurs, présents alors en
homéostasie dans la sous-muqueuse intestinale (Sommer et al., 2013). L'immunité adaptative
est alors éduquée en cas de défaut de la réponse immunitaire innée. L’environnement
immunitaire rencontré alors dans la muqueuse intestinale est un environnement tolérogene
vis-a-vis des bactéries commensales et une relation homéostatique hote / micro-organismes
commensaux s’établit de maniere durable.

Une part importante des fonctions du systeme immunitaire est dédiée au contrdle de la
relation entre hoéte et micro-organismes commensaux. Ces mécanismes font appel a des
phénomeénes d'éviction et a des processus de régulation (cellules T Régulatrices et IL-10,
notamment) qui sont déterminants pour I'homéostasie de ce systeme.
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La plupart des cellules immunitaires dans le corps résident au niveau des muqueuses colonisées
par les micro-organismes commensaux telles que le tractus gastro-intestinal ou la peau. En
retour, le microbiote va agir de maniere a protéger sa niche écologique en renforgant la
barriere immunitaire et donc son propre confinement. En effet, la principale stratégie
développée par I'h6te afin de maintenir une relation homéostatique est de limiter au maximum
les contacts entre les micro-organismes et la barriere épithéliale (Macpherson et al., 2009).

Le mucus présent au niveau de la muqueuse représente la premiére barriere entre le
microbiote et I'hote. Les cellules épithéliales vont également produire des peptides
antimicrobiens qui joueront un réle important dans la limitation de I’exposition au microbiote
commensal (McGuckin et al., 2011).

Lorsque des micro-organismes "commensaux" parviennent a transloquer a travers la barriere
épithéliale intestinale alors ceux-ci sont rapidement éliminés par les macrophages présents
dans la sous-muqueuse ou capturés par les cellules dendritiques (Kelsall B., 2008). Ces cellules
migreront alors jusqu’aux nceuds lymphatiques présents dans la lamina propria et entraineront
une différenciation de lymphocytes T régulateurs (et particulierement les Treg Foxp3+), de
lymphocytes polarisés Th17 (qui grace a leur production d’IL-17 et d’IL-22 vont agir sur les
cellules épithéliales et donc dialoguer avec les micro-organismes commensaux) et de cellules B
productrices d’IgA (Macpherson et al.,, 2004). Ce systeme, développé par la barriere mucosale,
va limiter I'activation du systeme immunitaire via une régulation spécifique du tissu et donc
éviter le développement d'une inflammation chronique et de diverses pathologies (figure 17).
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Figure 17 : Maintenance de ’homéostasie Hote / microbiote

Le mucus représente la premiere barriere limitant le contact entre le microbiote et le tissu de I'héte
empéchant ainsi la translocation microbienne. Les cellules épithéliales produisent des peptides antimicrobiens
qui joueront également un réle important dans la limitation de I'exposition au microbiote commensal. Lorsque
des bactéries commensales transloquent, celles-ci sont rapidement dégradées par les macrophages résidents
du tissu. Les bactéries commensales ou des antigenes issus de celles-ci, peuvent également étre capturés par
les cellules dendritiques qui migrent alors jusqu’aux noeuds lymphatiques présents dans la lamina propria. La
présentation de ces antigénes par les cellules dendritiques conduira a la différenciation de lymphocytes T
régulateurs, de lymphocytes polarisés Th17 et de cellules B productrices d’IgA. Ce systeme va permettre le
controle de I'activation du systeme immunitaire évitant ainsi le développement d'une inflammation chronique

et de diverses pathologies. Adapté de Belkaid et al., 2014.
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Cette maintenance de I'homéostasie tissulaire est nécessaire pour la survie de I'hote. Ce
processus fondamental dépend d’un ensemble de réponses immunitaires innées et adaptatives
complexes et coordonnées qui sélectionne et calibre les réponses contre le soi, la nourriture
(dans le cas de la muqueuse intestinale), les micro-organismes commensaux et les pathogenes
de la maniére la plus appropriée.

Le microbiote va permettre le maintien des réponses régulatrices via différents moyens tels
que:

- La production de polysaccharide A (PSA) reconnu par le TLR2 exprimé par lymphocytes T
activant et permettant la prolifération des lymphocytes T régulateurs (Mazmanian et al,,
2008),

- La production d’IL-10 par les lymphocytes T régulateurs permettra ainsi de limiter les
réponses Thl et/ou Th17,

- La création par certaines bactéries (comme les espéces de Clostridium) d’un
environnement riche en TGF-B favorable au développement des lymphocytes T
régulateurs (Atarashi et al., 2011),

- La production d’acide rétinoique par les cellules dendritiques stimulées favorise la
différenciation des cellules T régulatrices au dépend des lymphocytes Th17, en inhibant
I’expression de RORyT (Coombes et al., 2007),

- L'action des Acides Gras a chaine courte (issus des fibres non digérées par I'"h6te mais
transformées par les bactéries) permettra la régulation de la taille et de la fonction du
réseau de cellules T régulatrices (Arpaia et al., 2013).

Une part de I'effet protecteur du microbiote dans le contexte de I'inflammation réside en cette
capacité de soutenir ce réseau de régulation. De plus, le microbiote est capable d’agir
directement sur les cellules immunitaires telles que les monocytes inflammatoires (impliqués
dans le controle des pathogénes) ou sur les neutrophiles (limitant leur activation et donc les
dommages tissulaires qui en découlent) (Grainger et al., 2013).

Les muqueuses dans lesquelles sont trouvés les différents microbiotes (telles que la peau, le
tractus gastro-intestinal ou les poumons) sont aussi les principales portes d’entrée des
pathogenes. Cela implique que la premiere rencontre entre le pathogene et le systeme
immunitaire a lieu dans un environnement conditionné et régulé par son microbiote endogene.
Le microbiote va participer au controle de l'infection par ce pathogéene de maniére directe
(compétition, production de toxines, production de peptides antimicrobiens...) ou indirecte
(renforcement de la barriere mucosale, entrainement du systéme immunitaire,...).

Le microbiote est un composant nécessaire pour la réponse effectrice de I'h6te. Méme si
certaines études essaient actuellement d’associer certains microbes a un statut immunologique
unique, le microbiote est un composé complexe et hautement dynamique de microbes qui
expriment tous une grande variété de ligands interagissant avec les récepteurs de
reconnaissance et de métabolites, comme les acides gras a chaines courtes produites suite a la
fermentation des fibres issues de I'alimentation, régulant la fonction de ce systeme. Dans des
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conditions d’homéostasie, a la fois les signaux inflammatoires et régulateurs sont intégrés en
permanence, et la somme de ces signaux conduit a I'établissement d’une inflammation
contrblée compatible avec I'immunité tissulaire.

C. Microbiote Pulmonaire

Pendant tres longtemps, le poumon a été considéré comme un organe stérile principalement
du au fait que les techniques basées sur la culture cellulaire étaient dans l'incapacité de
détecter les micro-organismes présents. Si bien que, lors de la mise en place du projet « the
Human Microbiome Project » par le National Institute of Health, le poumon ne faisait pas partie
des sites de recherches intégrés dans le projet (Proctor et al., 2011). Cependant, le
développement de nouvelles techniques indépendantes de la culture a montré que les
poumons des personnes saines présentaient différentes communautés bactériennes présentes
en faibles quantités et composées de divers types de bactéries.

L’étude du microbiome pulmonaire n’en est donc encore qu’a ses balbutiements et de
nombreuses analyses sont encore nécessaires afin de pouvoir développer une connaissance
approfondie de ce sujet. Cependant, de nombreux travaux ont été réalisés depuis 2011 et grace
au séquencage a haut débit utilisant I’ARN ribosomique 16S afin d’identifier les bactéries, il a pu
étre montré que phylogénétiquement parlant, diverses communautés bactériennes étaient
présentes au niveau du poumon. Selon les techniques d’échantillonnage utilisées (analyse des
lavages broncho-alvéolaires, biopsies de différentes régions du poumon, « brossage » de la
mugueuse...), les résultats difféerent d’une équipe a I'autre. De plus, des études ont également
montré que les communautés bactériennes variaient chez un méme individu en fonction des
régions pulmonaires analysées avec une charge bactérienne plus importante dans I'axe oro-
pharyngé et dans les voies aériennes hautes en comparaison aux voies aériennes basses (Erb-
Downward et al., 2011). La contamination d’une région pulmonaire a l'autre peut donc fausser
les résultats et la plus importante viendrait certainement de I'axe oro-pharyngé. De plus,
I’analyse du microbiome pulmonaire ne peut pas rendre compte d’un microbiome unique pour
I’ensemble de la population. En effet, et comme nous I'avons dit en introduction de ce chapitre,
des facteurs environnementaux peuvent modifier la composition du microbiome et
notamment, la zone géographique, la possession d’animaux de compagnie,... Cependant,
certains phyla sont communément retrouvés tels que les Proteobacteria, les Firmicutes et les
Bacteroidetes. Certains genres sont prédominants dans I'analyse du microbiome pulmonaire,
notamment Pseudomonas, Streptoccoccus, Prevotella, Fusobacteria, Veillonella, Sphingomonas,
Acinetobacter, Megasphaera et Staphylococcus et dans une moindre mesure, certains
pathogenes potentiels tels que Haemophilus et Neisseria. Ces micro-organismes seront
retrouvés principalement dans le mucus. Actuellement, le microbiome pulmonaire serait
représenté par environ 2000 génomes bactériens par cm? (Erb-Downward et al., 2011).
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D. Dvysbiose et pathologies

Le microbiome permet donc I'éducation et le bon fonctionnement du systeme immunitaire
mucosal dont le role est de protéger I’hote des infections et des dommages environnementaux
a la surface des muqueuses. Différents travaux démontrent que la composition du microbiote
intestinal, qui est pour l'instant le microbiote le plus étudié, détermine le bon fonctionnement
du systeme immunitaire. Bien qu’une grande diversité bactérienne soit I'expression d’un
microbiote sain («eubiose»), une modification du microbiote, appelée dysbiose, avec une
diversité plus faible et une prédominance de certaines bactéries, participe a différents états
pathologiques. Les expériences de transfert de microbiote ont permis de démontrer
I'importance de ces mécanismes.

Par exemple, dans le cas des maladies inflammatoires de l'intestin, certains composants
bactériens sont associés au développement de la maladie de Crohn (diminution des bactéries
appartenant au groupe des Clostridiales) (Frank et al., 2007).

Un microbiote intestinal humain de «type obése » a également été décrit avec une
augmentation du ratio Firmicutes/Bacteroidetes. Entre autres, il semblerait que le microbiote
augmente la vascularisation et le flux sanguin de la muqueuse et stimule I'absorption de
nutriments. Le microbiote est également impliqué dans le controle de I'obésité et de I'activité
métabolique en augmentant le dép6t lipidique au niveau des adipocytes (Icaza-Chavez et al.,
2013).

Des analyses en métagénomique ont pu montrer que des patients atteints de diabéte de type 2
présentaient une dysbhiose modérée du microbiote intestinal avec une diminution du nombre
de bactéries productrices de butyrate et une augmentation de quelques pathogénes
opportunistes. |l a également été observé un enrichissement au niveau d’autres fonctions
microbiennes entrainant une résistance au stress oxydatif (Qin et al., 2012).

De par la capacité de certains micro-organismes a modifier la production de
neurotransmetteurs pouvant étre trouvés dans le cerveau, le microbiome pourrait aussi avoir
un role dans la schizophrénie, la dépression, les désordres de type bipolaires et dans d’autres
déséquilibres neurochimiques.

La dysbiose semblerait étre encore a l'origine de nombreuses pathologies, notamment les
pathologies auto-immunes, le syndrome métabolique ou méme certains cancers. Des données
récentes montrent que l'activité anti-tumorale de molécules anti-cancéreuses est altérée du
fait de la présence d'une dysbiose liée aux traitements recus par les patients (Viaud et al.,
2013).

Plusieurs parameétres peuvent étre a |'origine d’'une dysbiose et notamment, |'alimentation
(David et al., 2013), les traitements antibiotiques, le stress, la physiologie de I'hote, les
pathogenes exogenes, les pesticides, les polluants... Parmi les polluants, il a été montré que
I’exposition chronique a la fumée de cigarette pouvait avoir une influence a la fois sur le
microbiote intestinal et sur le microbiote pulmonaire.
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1. Effet de I’exposition a la fumée de cigarette sur le microbiote intestinal

La dysbiose du microbiote intestinal peut conduire a diverses pathologies et notamment aux
MICI incluant la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse. De maniéere intéressante, il a été
montré que le tabagisme présentait un effet protecteur contre le développement des colites
ulcéreuses (Harries et al., 1982) alors qu’au contraire, il était considéré comme un facteur de
risque dans le développement de la maladie de Crohn (Somerville et al., 1984).

Une étude récente a montré que chez les fumeurs (fumeurs sains et fumeurs avec un Crohn) la
proportion de Bacteroides-Prevotella était augmentée par rapport aux groupes non fumeurs
(sains et Crohn). L'augmentation du nombre de Bacteroides pourrait étre a I'origine de colite
induite par les lymphocytes CD4 et augmenterait le nombre de cellules dendritiques activées
produisant de I'lL-12. L'exposition a la fumée de cigarette diminuerait également |'espéce
bactérienne Faecalibacterium prausnitzii qui serait associée, lorsqu’elle est en faible proportion
a un plus fort risque de rechute apres résection chirurgicale du colon (Sokol et al., 2008). En
effet, cette espece présente des caractéristiques immunorégulatrices comme l'inhibition de la
production d’IL-12 ou I'augmentation de la production d’IL-10 (Murugananthan et al., 2012).

Cependant, I'influence directe du tabac sur le microbiote intestinal n’est pas encore établie et
les effets observés pourraient étre en lien avec d’autres comportements associés au tabagisme
tels que I'alimentation (Parkes et al., 2014).

2. Effet de l'exposition a la fumée de cigarette sur le microbiote
pulmonaire

Dans les maladies inflammatoires du poumon telle que la BPCO, les conditions anormales dans

lesquelles se trouvent les voies respiratoires facilitent la colonisation par des bactéries, des
mycobactéries, des particules virales et des champignons inhalés. L'inflammation et le
remodelage associés a la BPCO fournissent un environnement approprié pour la croissance de
ces micro-organismes.

La relation entre le microbiote pulmonaire et le statut BPCO des patients est un sujet
actuellement étudié par différentes équipes. L'étude menée par Erb-Downward et ses
collaborateurs en 2011, sur différents groupes de patients incluant des non fumeurs, des
fumeurs sains et des patients BPCO a différents stades de la pathologie, n"a montré que peu de
différences entre les groupes. Cependant, les échantillons provenant des patients atteints de
BPCO modérée et sévere présentaient une diminution dans la diversité des communautés
bactériennes (Erb-Downward et al., 2011).

Une étude de Pragman et ses collaborateurs en 2012 (Pragman et al., 2012), montre une
diversité plus importante des populations bactériennes chez les patients atteints de BPCO
modérée a sévere, ces résultats étant contradictoires avec I'étude de Erb-Downward (Erb-
Downward et al., 2011).

Une étude de Sze et ses collaborateurs en 2012 (Sze et al., 2012), a montré que le groupe de
fumeurs sains présentait une plus forte quantité d’Actinobacter alors que le groupe BPCO
sévere quant a lui, possédait une quantité plus importante de Firmicutes.
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En 2010, Hilty et ses collaborateurs (Hilty et al., 2010) avaient observé des différences entre des
sujets sains et des sujets asthmatiques ou atteints de BPCO. En effet, leur étude avait montré
une surreprésentation du phylum Proteobacter dans les poumons de patients allergiques et
BPCO alors que le phylum Bacteroidetes était marginalisé. Cependant, ces différences,
observées dans les deux pathologies, ménent a se demander si c’est la modification du
microbiote qui conduit a la maladie ou si c’est I'inflammation pulmonaire chronique présente
dans ces deux pathologies qui modifie le microbiote pulmonaire en créant un environnement
plus propice au développement de certaines bactéries au détriment d’autres.

Les données concernant la composition et la diversité des populations bactériennes composant
le microbiote pulmonaire et les possibles modifications de ce dernier dans le contexte de la
BPCO sont encore en trop faible quantité. De plus, le nombre de sujets inclus dans ces études
nécessiterait d’étre augmenté en intégrant des contréles les plus pertinents possibles (de
méme contexte et origine). La standardisation des méthodes d’analyses semble également étre
nécessaire de maniere a homogénéiser les résultats obtenus.

Il est a noter également que la BPCO est ponctuée d’exacerbations qui sont principalement
dues a des pathogenes tels que Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae et
Moraxella Catarrhalis. Ces organismes peuvent souvent étre trouvés colonisant les voies
respiratoires des patients BPCO entre les épisodes d’exacerbations et, puisque beaucoup de ces
bactéries persistent entre les exacerbations, leur présence pourrait promouvoir une
inflammation chronique au niveau pulmonaire participant ainsi a la pathogénése de la BPCO.

E. Interactions muqueuses intestinale et pulmonaire sous influence
du microbiote

Des études réalisées dans le but de déterminer I'importance du microbiote dans les maladies
pulmonaires allergiques ont montré que [l'utilisation d’antibiotiques afin de perturber le
microbiote intestinal était suffisante pour entrainer le développement d’une réponse
respiratoire allergique, indépendante de I'antigene utilisé ou du fond génétique de I'animal
(Noverr et al., 2004).

Une autre étude, utilisant des souris stériles (Germ-free), a montré que |'absence totale de
microbiome entrainait des réponses immunitaires biaisées et une inflammation due
principalement aux lymphocytes polarisés Th2 (spécialisés dans la réponse allergique). En
absence de microbiome, I'environnement pulmonaire contient des cellules dendritiques et des
macrophages présentant des états d’activation dérégulés. De plus, les souris stériles présentent
moins de macrophages alvéolaires que les souris non stériles, indiquant un réle pour le
microbiome a la fois dans la maturation et le recrutement de certains types de cellules (Herbst
etal, 2011).

D’autres études ont aussi montré I'importance du microbiome dans I'immunité anti-virale ou
encore dans le développement normal des cellules du systéme immunitaire (Hill et al., 2010).
Une dysbiose intestinale provoquée par l'antibiothérapie conduit a une aggravation de la
pathologie pulmonaire due a l'infection par le virus de la grippe (Ichinohe et al., 2011).
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Ces données seraient en faveur du concept « Microbiome comme organe a part entiére », ce
qui suggérerait que la modification d’'un microbiote peut, non seulement altérer la physiologie
de la niche ou il se trouve et moduler le systeme immunitaire de celle-ci, mais également avoir
un impact extra-tissulaire et engendrer des altérations physiologiques dans d’autres organes.
Les mécanismes évoqués font appel a une re- circulation des cellules immunitaires qui n'a pas
encore été démontrée. Une diffusion des micro-organismes prépondérants au cours de la
dysbiose ou de leurs dérivés ne peut pas étre écartée pour le moment. De plus, les traitements
comme les antibiotiques affectent également le microbiote pulmonaire en plus du microbiote
digestif. Cette théorie a engendré un nombre croissant d’études essayant de démontrer divers
axes de pathologies avec pour point commun les microbiotes (axe intestin-cerveau, axe intestin
— poumon,...).
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VI. Objectifs du travail

La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive est une maladie inflammatoire chronique du
poumon se traduisant par une progression lente et peu réversible vers une bronchite chronique
et un emphyseéme. Cette pathologie d'abord pulmonaire affecte également la muqueuse
digestive et le systéme cardiovasculaire. De ce fait, I'exposition a la fumée de cigarette favorise
la survenue de pathologies inflammatoires du tube digestif (la maladie de Crohn) et de
désordres métaboliques (diabéte de type 2).

Le principal facteur de risque impligué dans le développement de la BPCO dans les pays
industrialisés est I'exposition a la fumée de cigarette. En effet, selon la SPLF (Société de
Pneumologie de Langue Francaise), 80% des patients atteints de BPCO sont fumeurs ou anciens
fumeurs.

L’exposition chronique a la fumée de cigarette entraine une forte libération d’espéeces réactives
de l'oxygene et d’autres oxydants au niveau pulmonaire conduisant a un déséquilibre de la
balance oxydants / anti-oxydants (Church et al., 1985).

Ce stress oxydatif causé par la fumée de cigarette est directement incriminé dans la
physiopathologie de la BPCO de part son role dans le recrutement de différents types cellulaires
de I'immunité innée et adaptative ainsi que sur lI'induction de médiateurs inflammatoires
participant ainsi a l'instauration d’une inflammation chronique au sein du poumon. L'IL-17
semble avoir un réle déterminant dans le contréle de l'inflammation et I'altération de la
fonction respiratoire bien que les mécanismes conduisant a la production de cette cytokine ne
soient pas élucidés. Dans le laboratoire, nous avons récemment montré que contrairement a la
mugqueuse respiratoire, I'exposition a la fumée de cigarette n'induit pas dans la muqueuse
digestive d'augmentation d'IL-17, mais plutdét une surexpression de I'lL-10, une cytokine
immuno-régulatrice associée a une perturbation du microbiote digestif.

Ainsi, I'objectif de cette thése était premiérement de préciser le role du stress oxydatif dans le
développement de la réponse IL-17 et secondairement d'identifier I'implication d'un
mécanisme régulateur dans le contréle de la pathologie au travers de la production d'lL-10. Un
défaut de ce mécanisme pourrait expliquer la survenue de la pathologie et le fait que 60 a 70 %
des fumeurs ne développent pas d'atteinte respiratoire.

Dans la premiere partie de ce travail, nous nous sommes intéressés a la capacité du stress
oxydatif a activer le systéme immunitaire inné et a déclencher la production de I'lL-17. Nous
avons ainsi identifié un role essentiel des cellules iNKT, dans le développement de la BPCO. Ces
cellules avaient déja montré une implication dans le controle de l'inflammation des voies
respiratoires notamment dans des modeles allergiques (Akbari et al. 2003) ou de stress oxydatif
induit par 'ozone (Pichavant M. et al., 2008).

Ce premier travail a donné lieu a une publication en co-auteur dans le journal « Mucosal
Immunology » et nous a notamment permis de confirmer un réle pilier de la cytokine IL-17 dans
la physiopathologie de la BPCO.

L'exposition a la fumée de cigarette induit I'expression de I'lL-10 dans la muqueuse colique et
cette cytokine permet d'inhiber la survenue d'une rectocolite hémorragique. Dans la deuxieme
partie de ce travail, nous nous sommes donc interrogés sur le role qu'exerce I'lL-10 dans le
cadre des atteintes pulmonaires et intestinales induites par une exposition chronique a la
fumée de cigarette. Nous avons, dans un premier temps, identifié les sources cellulaires d’IL-10
dans le cadre d’une exposition a la fumée de cigarette puis, dans un second temps, nous avons
voulu étudier le role de cette cytokine dans les atteintes fonctionnelles en précisant le réle du
microbiote dans ce contexte.

Ce second travail a donné lieu a la préparation d’un article qui sera trés rapidement soumis.

78



Résultats : Partie 1

VII. Résultats

A. Partie 1: L’activation des cellules iNKT induite par le stress
oxydatif est impliquée dans la pathogéneése de la BPCO

Oxidative stress-mediated iNKT cell activation is involved in COPD pathogenesis.
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1. ABSTRACT

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a major clinical challenge mostly due to
cigarette smoke exposure. Invariant Natural Killer T (iNKT) cells are potent immunoregulatory
cells that have a crucial role in inflammation. In the current study, we investigate the role of
iNKT cells in COPD pathogenesis. The frequency of activated NKT cells was found to be
increased in peripheral blood of COPD patients relative to controls. In mice chronically exposed
to cigarette smoke, activated iNKT cells accumulated in the lungs and strongly contributed to
the pathogenesis. The detrimental role of iNKT cells was confirmed in an acute model of
oxidative stress, an effect that depended on interleukin (IL)-17. Cigarette smoke extracts
directly activated mouse and human dendritic cells (DC) and airway epithelial cells (AECs) to
trigger interferon (IFN)-y and/or IL-17 production by iNKT cells, an effect ablated by the anti-
oxidant N-acetylcystein. In mice, this treatment abrogates iNKT cells accumulation in the lung
and abolished the development of COPD. Together, activation of iNKT cells by oxidative stress
in DC and AECs cells participates in the development of experimental COPD, a finding that
might be exploited at a therapeutic level.

Word count: 187 words.

Key words: inflammation, innate cells, antigen presenting cells, anti-oxidant.
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2. INTRODUCTION
Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is characterized by not reversible airflow
limitation (1). This disease affects more than 200 million people and is a leading cause of
morbidity and mortality worldwide (2). Cigarette smoke (CS) exposure is the most important
risk factor for COPD (3).
Exposure to CS induces a strong burden of reactive oxygen species (ROS) in the lung leading to
imbalance between oxidants and antioxidants (4). An important part of this oxidative stress is
related to lipid peroxidation, a phenomenon that can be mimicked by administration of cumen
hydroperoxide (CHP) (5). CS-induced oxidative stress is involved in COPD development through
its role in airway inflammation. Long term exposure to CS leads to the recruitment of
macrophages, neutrophils and CD8" T cells (6) which amplify the oxidative stress in the lungs
(7). Previous findings have provided evidences that cells of the innate immune system,
including NK cells, are sufficient to induce inflammation and emphysema after chronic CS
exposure (8). Invariant Natural Killer T (iNKT) cells comprise a subset of lymphocytes that
express features of classical NK and T cells, including restricted TCR consisting of an invariant
VaJa-chain (Va24-Jal8 in humans and Va14-Jal8 in mice) combined with a more polyclonal Vj-
chain (Vb11 in humans, Vb8.2, 7 and 2 in mice). iNKT cells recognize (glyco)lipid Ag presented
by the non polymorphic MHC class I-like protein, CD1d, widely expressed by macrophages,
dendritic cells (DC), airway epithelial cells (AEC) and B cells (9). Recognition of CD1d-presented
lipids by iNKT cells is highly conserved among different mammalian species, suggesting that
iNKT cells play a pivotal role in immunity (9, 10). Activation of iNKT cells results in an innate-like
immune response characterized by an important production of cytokines (IFN-y, IL-4 and IL-17)
(9, 11), and cytotoxic proteins ( granzyme B and perforin) (12, 13). This rapid response endows
iNKT cells with the capacity to critically amplify innate and adaptive immunity. Several studies
have defined the impact of iNKT cell activation on the development of diseases, including
infectious diseases and asthma (14-16).
Others and we have shown that /iNKT are involved in the control of airway inflammation and
hyperreactivity in mice, in models of allergic reaction (17, 18), and after exposure to oxidant
pollutants such as ozone (19). Kim et al. also showed that iNKT cells are implicated in an
experimental model of chronic lung disease induced by Sendai virus infection, with pathology
that resembles asthma and COPD (20). Of interest is the recent observation that patients
developing COPD have an increased number of iNKT cells in the blood and the lungs (20-23). In
the current study, we investigated the potential role of /NKT cells in a model of chronic
exposure to CS mimicking COPD symptoms, and in an acute model of lipid peroxidation using
CHP as the trigger. We demonstrated that exposure of mice to CS and to CHP induced changes
in lung functions that requires the presence of iNKT cells. These effects were dependant on
oxidative stress since addition of the anti-oxidant N-acetylcystein (NAC) prevents the activation
of iNKT cells and the deleterious effects of CS. We showed that CS-induced oxidative stress in
AEC and DC was responsible for iNKT cell activation both in humans and mice. Targeting iNKT
cells may represent an effective therapeutic approach to control COPD in humans.
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3. MATERIALS AND METHODS

Patients with COPD

Peripheral blood and induced or spontaneous sputum were collected in stable COPD patients (n
= 28) and in non smoker healthy controls (n =7) (CPP 2008-A00690-55) in order to evaluate the
phenotype of INKT cell and DC as well as cytokine concentrations.

Cigarette Smoke Exposure

Mice were exposed to CS generated from 5 cigarettes per day, 5 days a week, and up to 12
weeks (Emka, Scireq, Montréal, QC, Canada). The negative-control group was exposed to
ambient air. N-acetylCystein (NAC; Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) was
administrated in the drinking water (300 ng/mouse/day), from the beginning of the CS
exposure till the day of killing.

Cumen hydroperoxide exposure

Mice were intranasally administrated either with 50ul PBS or 75ug/50ul cumen hydroperoxyde
(CHP; Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) on days 0, 2 and 4. Mice were killed on day
5 to assess their lung function and inflammation. In adoptive transfer experiments, sorted WT
iNKT cells were injected intravenously into Ja18”" mice one day before the first exposure to
CHP.

Measurement of lung function

Lung function was assessed by invasive measurement, as previously described (40). Aerosolized
methacholine (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) was administered in increasing
concentrations (from 2.5 to 160 mg/ml of methacholine). We computed airway resistance,
dynamic compliance and lung elastance by fitting flow, volume and pressure to an equation of
motion (Flexivent System, Scireq).

NKT purification, expansion and adoptive transfer in mice

iNKT cells were sorted using a FACSAria (BD Biosciences, Le pont de Claix, France), from the
livers of naive animals, on the basis of PBS57 -loaded CD1d tetramer and TCRp staining. Freshly
sorted iINKT cells were expanded ex vivo and maintained in culture for 1 month in RPMI 1640
with 10% FCS (Invitrogen, Paisley, UK) containing 30 ng/ml IL-15 (Peprotech, Neuilly sur Seine,
France). For adoptive transfer experiments, Ja18™" recipient mice were inoculated
intravenously either with 1x10° purified WT or 1177 iNKT cells or with the same volume of
medium alone 24h before exposure to CHP. iNKT cell purity after sorting was >98%.

Pulmonary APC cell sorting

Pulmonary APC were sorted using a FACSAria on the basis of F4/80, CD11c and CD11b
expression. Alveolar macrophages, CD11b  and CD11b* DC were sorted. Cell purity after sorting
was >98%. Post-sort analysis was performed to evaluate the expression of CD103 on DC
subsets. As expected, CD11b™ DC subset was CD103" (97% purity) and CD11b" DC subset was
CD103 (98% purity) (Supplementary Figure 1).
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Cytokine quantification

The concentration of human IL-4, IL-17, IFN-y and TNF-a (R&D systems, Lille, France) in
coculture supernatants were determined by ELISA. Mouse IL-2, IL-4, IL-17 and IFN-y
concentrations were measured in supernatants of coculture by ELISA (R&D systems).

Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) analysis
Quantitative RT-PCR was performed to quantify mRNA of interest (supplementary Table 1).
Results were expressed as mean + SEM of the relative gene expression calculated for each

experiment in folds (2*“") using B-actin as a reference, and compared with controls (air).

Statistical analysis

Results are expressed as the mean * SEM. The statistical significance of differences between
experimental groups was calculated by a one-way analysis of variance with a Bonferroni post
test or an unpaired Student t test (GraphPad, San Diego, CA). The possibility to use these
parametric tests was assessed by checking if the population is Gaussian and the variance is
equal (Bartlett’s test). Results with a p value <0.05 were considered significant.
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4., RESULTS
Activated NKT cells in peripheral blood of COPD patients

We first aimed to determine the frequency of (i)NKT cells in COPD patients (supplementary
Table 2). Compared with healthy controls, proportions of CD56" CD3" NKT cells, and to a lesser
extent CD56" CD3” NK cells, were enhanced in COPD patients. This was associated with an
enhanced expression of the activating marker CD69. Compared with healthy donors, COPD
patients also exhibited a higher frequency of iNKT cells, identified as CD3" PBS57-loaded CD1d
tetramer” cells (Figure 1a). Increased percentages of circulating DC, and higher expression of
CD86 on DC were observed in COPD patients (Figure 1b). Pulmonary inflammation was
confirmed by higher levels of CXCL-8 and TNF-a. in their sputum, and increased production of IL-
22 and IFN-y by PBMC (supplementary Figure 2). These data suggest that (/) NKT cells could be
involved in COPD pathology.
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Figure 1. Characterization of cytokines and immune cells in human fluids of control donors and COPD
patients.

A, Percentages of CD3 CD56° NK, CD3" CD56" NKT-like and CD3* PBS57 loaded-CD1d tetramer’ iNKT cells, and
CD11c" HLA-DR" myeloid DC were evaluated in the peripheral blood of 7 healthy controls (white bars) and 28
COPD patients (black bars). The AMFI of the activation markers CD69 relative to isotype controls was analyzed
on NK, and NKT-like cells. B, Percentages of CD11c’ HLA-DR" myeloid DC were evaluated in blood of healthy
controls (white bars) and COPD patients (black bars). The AMFI of the activation markers CD86 relative to
isotype controls was analyzed on DC. Gates were respectively drawn according to isotype controls, or
unloaded CD1d tetramer. Data represent the mean + SEM. * p < 0.05.
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CS exposure triggers the accumulation and the activation of iNKT cells in the lungs

Repeated exposure of C57BL/6 mice to CS induced an inflammatory lung reaction, mimicking
COPD, as previously described (8). This was characterized by neutrophil, NK cell and
macrophage recruitment (+30-50%) and/or activation after chronic exposure to CS, compared
to mice exposed to ambient air (Fig. 3C, Fig. 5A). The frequency and number of pulmonary iNKT
cells was enhanced after CS exposure (Fig. 2A); these parameters then returned to basal levels
at week 2 post-exposure to again increase at weeks 4, 8 and 12. An increased expression of the
activation marker CD69 on iNKT cells persisted all along the experiment (Fig. 2B and not
shown). Analysis of CD5" NK1.1" cells confirmed these data (supplemental Fig. 3A and B, and
not shown). In contrast, the proportion, the number and the activation status of iNKT cells
remained unchanged in the spleen of CS-exposed mice (supplemental Fig. 3C-E).
PMA/ionomycin stimulation of lung cells resulted in a higher frequency of IL-17" and IFN-y iNKT
cells at 1 week post CS-exposure (Fig. 2C) and later (not shown). Stimulation of pulmonary cells
from CS-exposed mice with the prototypical iNKT cell activator aGalCer resulted in a higher
production of IL-17 at 1 and 12 weeks post-CS exposure. In contrast, a significant enhancement
of IFN-y production was observed only at 12 weeks post-exposure (Fig. 2D). No difference in IL-
4 levels was observed (not shown). Collectively, CS exposure leads to an increased recruitment
or a local expansion of activated iNKT cells in the lungs.
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Figure 2. CS exposure enhances the number of pulmonary iNKT cells and triggers their activation.

A, Mice were exposed to CS 5 days a week for a period of 1, 2, 4, 8 and 12 weeks. The frequency (upper panel)
and number (lower panel) of iNKT cells (CD45" TCRa" PBS57-loaded CD1d tetramer” cells) in lung tissues were
determined. Data are representative of one experiment out of three time courses performed (mean + SEM). B,
Mice were sacrificed after 12 weeks of CS exposure and the expression level of CD69 on lung iNKT cells was
determined. C, Lung mononuclear cells from mice exposed to CS for 1 week were restimulated with
PMA/ionomycin for 3 hours. Gated iNKT cells were analyzed for intra-cellular IFN-y and IL-17 production.
Gates were set based on the relative isotype control. Representative dot plots are shown (n=3). D, Lung cells
from mice exposed to CS for 1, 4 or 12 weeks were treated with aGalCer (100ng/ml) or not (NS, non
stimulated) for 48 hrs. The concentrations of IL-17 and IFN-y were analyzed by ELISA in the supernatants.
Values represent the mean £ SEM (n =5).* p < 0.05, ** p < 0.01.

86



Résultats : Partie 1

iNKT cells are required in CS-induced airway inflammation and lung alterations

Exposure of WT mice to CS resulted in a severe increase in lung resistance (Fig. 3A).
Remarkably, both CS-exposed cdid” mice, which lack iNKT and variant NKT cells, as well as
Ja18" mice, which are only devoid of iNKT cells, showed no changes in their lung resistance
(Fig. 3A), dynamic compliance and airway elastance (supplemental Fig. 4A). CS exposure
induced a significant weight loss (¥15%) in WT mice, but not in (/)NKT cell deficient mice
(supplemental Fig. 4B). Histological analysis revealed a decreased pathology in (i)NKT cell
deficient animals (Fig. 3B). WT mice exposed to CS, but not Cd1d” and Ja18”" mice, had
enlarged alveolar spaces (emphysema) and airway remodelling associated to a mild
inflammatory infiltrate. Measurements of airspace cord length were also performed to evaluate
lung injuries. This was significantly increased in CS-exposed WT mice (49.7 um + 2.1 compared
to 32.1 um £ 1.1 in air-exposed mice, p< 0,001), but not in CS-exposed Ja18” mice (40.6 pm *
1.7). There is no statistical difference in airspace cord length between air- and CS-exposed
Cd1d”" as well as Ja18”  mice (p=NS). CS exposure resulted in the infiltration of neutrophils and
NK cells in the BAL (not shown) and in the lungs of WT mice (Fig 3C), as previously described
(25). No significant recruitment of neutrophils and NK cells was observed after CS exposure in
Cd1d” and Jo18” mice (Fig. 3C and not shown). CS exposure induced higher levels of /l-17 and
II-1b mRNA, but this increased expression was not observed in Jal8”" mice (Fig. 3D and
supplemental Fig. 4C). Pulmonary Ifn-g expression was not modulated in NKT-deficient mice
exposed to CS (not shown). mRNA levels of Mmpl12, a key mediator in smoke induced
emphysema (26), were markedly induced by CS exposure in WT animals, but not in Ja18” mice
(Fig. 3E). Altogether, this indicated that CS-induced alterations of lung function, inflammation
and emphysema strongly relied on iNKT cells.
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Figure 3. iNKT cells are essential to promote COPD features in mice.

A, Analysis of lung function decline induced by CS in iNKT-cell deficient mice. Age-matched WT, Jo18” and
CD1d” mice were exposed to CS, 5 days a week, over a period of 12 weeks. Changes in airway resistance were
measured on anesthetized, tracheotomized, intubated, and mechanically ventilated mice, in response to
increasing doses of methacholine. Results are expressed as the mean + the SEM. Results are representative of
three independent experiments. .* p < 0.05, ** p < 0.01 (WT mice vs iNKT-cell deficient mice). B, Histological
analysis of lung sections from mice exposed to CS. Lungs were harvested 12 weeks post-air or CS exposure and
histopathological analysis was performed on lung sections. Representative hematoxylin and eosin-stained
tissue sections (magnification x 200) are shown. Note that CS exposure induced lung infiltration and
destruction of alveolar walls in WT mice, whereas lung structure was not changed in (/)NKT cell deficient mice.
C, Absolute numbers of CD45" CD11c F4/80 CD11b" Ly6C" neutrophils and CD45" TCRa’ NK1.1" NK cells were
analyzed among lung mononuclear cells of mice exposed to CS for 12 weeks. Values represent the mean *
SEM (n=5). D and E, The lungs were collected 12 weeks post-exposure, /I-17 (D) and Mmp-12 (E) mRNA copy
numbers were determined by quantitative RT-PCR. Data are normalized to expression of Gapdh and are
expressed as fold increased over average gene expression in air-exposed WT mice or Jo18” mice, respectively
(n=5). * p<0.05, ** p <0.01.
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iNKT cells mediate lung damage induced by acute exposure to CHP

To confirm the role of iINKT cells in lung damage induced by oxidant stress, we developed a
more acute model based on CHP treatment, a compound that specifically triggers lipid
peroxidation (5). Exposure to CHP led to an enhanced frequency and number of pulmonary
iNKT cells (Fig. 4A and B). CD69 expression was increased on iNKT cells (Fig. 4C). Exposure to
CHP increased airway resistance (Fig. 4D), and neutrophil recruitment into the lungs (Fig. 4E).
No changes in NK cells were observed (Fig. 4E). In sharp contrast, CHP-treated JA187 mice
displayed no change in their lung functions, and airway inflammation (Fig. 4D and E). Adoptive
transfer of WT iNKT cells into JB187 mice prior to CHP exposure resulted in a significant
enhancement of airway resistance reaching levels observed in CHP-exposed WT animals,
whereas negative fraction depleted in iNKT cells (not shown) and 1I-177 iNKT cells failed to do
so (Fig. 4D). Thus, IL-17 expressing iNKT cells play a pivotal role in CHP-associated alterations of
lung function.
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Figure 4. iNKT cells play a deleterious function in lung alteration induced by acute exposure to CHP.
A and B, WT mice were intranasally exposed 3 times to CHP (75ug/mouse), and 24h after the last challenge,
lung tissues were harvested and processed. The frequency (panel A) and number (panel B) of iNKT cells in lung
tissues were determined. Data are representative of one experiment out of three performed (mean + SEM, n =
4), ** p < 0.01. C, Expression of CD69 by lung iNKT cells after CHP exposure. D, Age-matched WT or Jo18”
mice, either reconstituted or not with WT or 11177 INKT cells (1x 10° WT iNKT cells/mouse, i.v. injection) were
exposed to CHP. 24h after the last challenge, changes in airway resistance were measured in response to
increasing doses of methacholine. Results are expressed as the mean + the SEM (n =4) and are representative
of three independent experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01. E, Absolute numbers of CD45" CD11c F4/80°
CD11b" Ly6C" neutrophils and CD45" TCRP” NK1.1" NK cells were analyzed among lung mononuclear cells of
mice exposed to CHP. Values represent the mean + SEM (n=4), ** p < 0.01.
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CSE-stressed APC stimulate iNKT cells

DC and macrophages play a key role in iNKT cells activation (10, 14). CS exposure induced a
pulmonary inflammation, depicted by an increased number of total lung cells (supplemental
Fig. 5A), which peaked at 2 weeks post-treatment and slowly decreased. Whilst the number of
alveolar macrophages (AM) shows the same pattern, the number of respiratory DC was
enhanced from 2 to 12 weeks post exposure (Fig. 5A). CS induced an up-regulation of CD40 and
MHC class Il (I-A) on AM and DC, a phenomenon also observed in Ja18” mice (Fig. 5B and
supplemental Fig. 5C). CD1d expression was enhanced on AM and DC, although not significantly
for the latter (Fig. 5C).

To investigate the potential ability of AM and DC to trigger iNKT cell activation, we sorted AM
and the two predominant lung DC subsets, namely CD11b* CD103" DC (referred to as CD11b")
and CD11b  CD103" DC (here referred to as CD103") (supplemental Fig. 1) at 2 and 10 weeks
post CS-exposure. Of interest, cell-sorted CD11b" DC, but not CD103" DC, nor AM, expressed
higher levels of /I-12p40 and Cdid transcripts (Fig. 5D), two crucial factors for iNKT cell
activation (14). The expression of /[-23p19 was unchanged in these cells (not shown), whereas it
was increased in the total lungs (supplemental Fig. 6A). The transcript level of Ugcg and to a
lesser extend St3gal5, both enzymes initiating biosynthesis of glycolipids activators of iNKT
cells (27), was enhanced in CD11b" DC, but not in CD103" DC or AM (Fig. 5D). St3gal5
expression was increased in the lungs of CS-exposed animals (supplemental Fig. 6B).

To assess the possibility that CS directly drives DC to stimulate /iNKT cells, BM-DC were exposed
to CS extracts (CSE) in vitro and next co-cultured with sorted primary iNKT cells. Compared to
unstimulated BM-DC, CSE-treated BM-DC triggered IL-17 and IFN-y production by iNKT cells
(Fig. 5E) although at a lower level compared to a-GalCer (not shown). Among structural
pulmonary cells, AEC are numerous and are directly in contact with aero-pollutants. We
therefore investigated the possibility that AEC might be important in /iNKT cell activation.
Primary mouse AEC exposed to a-GalCer induced in a CD1d-dependant manner the production
of IL-2 by DN32 /NKT hybridoma and mainly IL-4 by sorted splenic iNKT cells (supplemental Fig.
7). In addition mouse AEC exposed to CSE had the potential to induce IFN-y, but not IL-17,
production by iNKT cells (Fig. 5F and not shown). These data showed that CS exposure in mice
primed DC and AEC, to activate iNKT cells.
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Figure 5. Respiratory APCs isolated from CS-exposed mice activate iNKT cells.

A, Twelve weeks after CS exposure, the number of alveolar macrophages (AM) (CD45" CD11c’ F4/80%) and DC
(CD45" CD11c’ F4/80) in the lung compartment were determined. Data are representative of one experiment
out of three performed (mean * SEM, n = 6). B, Activation status of lung DC and AM. Representative
histograms of CD40 and I-A on AM and DC are shown. MFI are represented on the dot plots. C, Expression of
CD1d on AM and DC. Data are representative of one experiment out of three performed (mean + SEM, n = 6).
* p < 0.05, ** p < 0.01. D, Pulmonary AM, CD11b* DC and CD103" DC were sorted from air- or CS-exposed mice
(2 or 10 weeks post-treatment), RNA samples were prepared and /L-12p40, CD1d, glucosylceramide synthase
Ugcg and GM3 synthase St3gal5 mRNA expression were measured by quantitative RT-PCR. Data are
normalized to expression of Gapdh and are expressed as fold increased over average gene expression in air-
exposed mice. Each group is a pool of cells from ten mice and is representative of three independent
experiments. E, BM-DC were differenciated and exposed or not to CSE overnight before coculture with sorted
iNKT cells. IL-17 and IFN-y levels were measured by ELISA in the coculture supernatants 48h later. Data
represent the mean # SEM of three independent experiments performed in triplicate. * p < 0.05.
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Human CSE-stressed DC and AEC stimulate iNKT cells

We next aimed to validate these results using human cells. Both DC and AEC were exposed to
CS and cocultured with iNKT cell lines. CSE-treated DC induced IFN-y and IL-17 release by iNKT
cells (Fig. 6A right). In contrast, CSE-treated AEC only induced IFN-y production (Fig. 6A left).

Exposure to CSE enhanced mRNA expression of UGCG and ST3GAL5, and of the oxidation
markers, NADPH Deshydrogenase Quinone-1 (NQO-1) and heme-Oxygenase-1 (HO-1) (Fig. 6B
and supplemental Fig. 8) with a different time course in both DC and AEC. To test the
implication of oxidative stress in /NKT cell activation, APC were pre-treated with the anti-
oxidant N-AcetylCystein (NAC). NAC-pretreatment of CSE-exposed DC and AEC strongly
diminished iNKT cell activation (Fig. 6C). This was associated with a strong decrease in levels of
HO-1 and UGCG in APC (Fig. 6D and supplemental Fig. 8). These data show that human DC and
AEC exposed to CS-induced oxidative stress trigger iNKT cell activation.
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Figure 6. Human iNKT cells are activated by CS-exposed huDC and huAEC.

A, Human monocyte-derived DC (left column) or lung epithelial cells (right column) were exposed, or not, to
CSE for 24 hours. After washes, cells were co-cultured with primary CD3" 6B11" iNKT cells. IL-17 and IFN-y
were measured by ELISA. Data represent the mean # SEM of three independent experiments performed in
triplicate. * p < 0.05, ** p < 0.01. B, DC and AEC were collected 4 and 24h after CSE exposure, RNA extracts
were prepared, and St3gal5 synthase mRNA copy numbers were measured by quantitative RT-PCR. Data are
normalized to expression of f-actin and are expressed as fold increased over average gene expression in air-
exposed cells. €, DC and AEC were pretreated with NAC (0.5 mM) for one hour prior CSE-exposure for 24h.
After washes, cells were cocultured with primary iNKT cells. IL-17 and IFN-y were measured by ELISA. Data
represent the mean # SEM of three independent experiments performed in triplicate. * p < 0.05, ** p < 0.01.
D, DC and AEC were treated with NAC for one hour, and then exposed to CSE for 24h. RNA extracts were
prepared, and HO-1 and Ugcg mRNA copy numbers were measured by quantitative RT-PCR. Data are
normalized to expression of S-actin and are expressed as fold increased over average gene expression in air-
exposed cells. * p < 0.05, ** p < 0.01.
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NAC prevents CS-induced decline in lung functions and iNKT cell activation

To establish a link between oxidative stress, iNKT cell activation and decreased lung functions,
mice were treated with NAC during the course of chronic CS exposure. NAC treatment limited
the alteration of lung function (Fig. 7A and supplemental Fig. 8). CS-exposed animals treated
with NAC displayed less airway remodelling, as depicted by a reduced alveolar enlargement
(Fig. 7B). NAC treatment significantly reduced the airspace cord length (from 49.7 um £ 2.1 in
CS exposed mice to 37.2 um = 1.2 in CS exposed NAC treated mice, p < 0,001). This was
associated with a reduced expression of Mmp12 in the lung (data not shown). Administration of
NAC reduced the weight loss due to CS exposure (Fig. 7C). NAC treatment also prevented the
accumulation and the increased expression of CD69 on pulmonary iNKT cells (Fig. 7D). In
response to aGalCer, the level of IL-17 in supernatants from lung cells was reduced by 75% in
the CS-exposed group receiving NAC, whereas no changes were observed for IFN-y and IL-4 (Fig.
7E). Of note, upon CD3 Ab restimulation, NAC decreased both IFN-y and IL-17 release in lung
cells (Fig. 7E). These data showed that the anti-oxidant NAC prevents the mobilization and the
activation of /NKT cells in CS-exposed mice, an effect that is associated with improved lung
function and decreased pathogenesis.
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Figure 7. NAC prevents the recruitment/activation of iNKT cells and reduced COPD features induced by CS

exposure.
WT mice treated or not with NAC in the drinking water were exposed to CS and compared to air mice. A,
Changes in airway resistance were measured after 12 weeks in response to increasing doses of methacholine.
* p <0.05, ** p < 0.01. B, Representative hematoxylin and eosin-stained lung sections (magnification x 200)
are shown. C, Weight loss percentages of CS- and NAC+CS- exposed mice compared to air mice are shown. * p
< 0.05. D, The number of iNKT cells and the expression of CD69 on iNKT cells are depicted. Data represent the
mean + SEM of three independent experiments performed in triplicate. * p < 0.05. E, Lung cell suspensions
from mice exposed to CS, with or without NAC treatment, were cultured for 48h in presence of anti-CD3 Abs
or B-GalCer. Cytokine levels were analyzed in supernatants by ELISA. Data represent the mean + SEM of three
independent experiments performed in triplicate. * p < 0.05, ** p < 0.01.
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5. DISCUSSION

Oxidative stress induced by CS is part of the mainstay of COPD physiopathology. This study for
the first time demonstrates that iNKT cells are detrimental in experimental COPD, a
phenomenon that can be reversed by abrogating oxidative stress in vivo. We also report that
lung damage induced by acute exposure to CHP, another oxidative stress inducer, is dependent
on iNKT cells. Finally, we report that DC and AEC are important sensors of oxidative stress
mediated by CS and that downstream pathways triggered in these cells lead to /NKT cell
activation.

CS contains a myriad of oxidant compounds inducing the production of deleterious ROS causing
airway inflammation and loss of lung functions (7, 28, 29). Our COPD model showed an
accumulation of /iNKT cells in the lungs as early as 1 week post CS-exposure. These data are in
line with recent studies showing the presence of iNKT cells in the BAL and induced sputum of
COPD patients and in blood as shown in the present study (20-23). In contrast, Chi et al. and
Vijayanand et al. showed that the frequencies of peripheral blood and alveolar CD3* 6B11" iNKT
cells are significantly lower in patients with stable COPD, a finding that might be explained by
the less stringent method used to identify NKT cells (30, 31). The present study highlights the
need for a more complete assessment of the innate immune response. To establish a role for
NKT cells in COPD, we analyzed NKT cells in the mouse model in combination with human
patients. As reported here, iNKT cells displayed an activated phenotype (CD69), both in the
blood of COPD patients and during the course of chronic exposure to CS in mice. Furthermore,
whenever the time point, iNKT cells from CS-exposed mice produced enhanced levels of
cytokines (mainly IL-17) upon stimulation. These results collectively indicate that iNKT cells are
recruited, or locally expand, in the lungs and express an activated phenotype (Th17 bias) early
during COPD.

The potential role of iNKT cells in COPD was next investigated. The absence of /iNKT cells (Cdld'/'
and Jal18”" mice) abolished most of the features of COPD pathogenesis. The absence of iNKT
cells reduced IL-17 production and neutrophil recruitment, the latter being important in the
physiopathology of COPD (32, 33). In parallel, iNKT cell-deficient animals were protected
against lung damage caused by acute CHP exposure, a phenotype restored by adoptive transfer
of IL-17 competent iNKT cells. Since the lack of iNKT cells only reduced IL-17 in the lungs of
COPD mice and neutralizing anti-IL-17 antibodies inhibit the development of COPD (33), iNKT
cell-derived IL-17, rather than IFN-y, might be instrumental in experimental COPD. We
hypothesize that iNKT cell-derived IL-17 may participate in the recruitment of neutrophils and
in the generation of deleterious proteases, including MMP12. Moreover, iNKT cells act as
upstream activators of NK cells, other innate cells recently described to play part in COPD (34).
Pulmonary NKT cells play also an essential role in mediating hypoxic acute lung injury (35). Our
previous findings have revealed the deleterious role of iNKT cells in lung functions after ozone
exposure, another oxidant (19), a phenomenon due to Th2-type cytokine production, whereas
during COPD (and after CHP treatment, not shown) /NKT cells produced IFN-y and IL-17. We
postulate that, according to the type of oxidative stress, different subpopulations and/or
pathways can be selected and/or induced in iNKT cells to impair lung functions. A better
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understanding of the mechanisms by which iNKT cells exert their detrimental effects during
COPD is required in the future.

We next sought to decipher the mechanisms of CS-dependent activation of iNKT cells. iNKT cells
can be stimulated by the mobilization of their TCR and/or by cytokines produced by stressed
APC, particularly IL-1B, IL-12 and IL-23 (9, 27). Analysis of lung APC subsets from COPD mice
indicated that CD11b" DC strongly matured and expressed markers associated with iNKT cell
activation, including CD1d, IL-1p and IL-12. Modulation of expression of some
glycosyltransferases involved in lipid metabolism in APC is associated with iNKT cell activation
through the presentation of self glycolipids by CD1d (27, 36, 37). Of interest, the mRNA level of
Ugcg, a key enzyme implicated in the generation of endogenous iNKT cell ligands, was strongly
induced in CD11b" DC during COPD. Importantly, the capacity of CSE-exposed DCs to activate
iNKT cells was confirmed in vitro, both in the mouse and human systems.Whilst DC are critical
activators of iNKT cells, other lung cells such as AEC can express CD1d (38), although their
potential capacity to activate iNKT cells has not yet been examined. We herein showed that
both mouse and human AEC sense CSE to trigger iNKT cell activation. Whilst DC induced both
IFN-y and IL-17 release, CSE-treated AEC only induced IFN-y production. The mechanisms
responsible for iINKT cell activation in response to CSE-exposed sentinel cells are still unknown
and worth of future investigations. Our preliminary data using transwells and neutralizing anti-
CD1d Abs suggest a major role for both membrane-bound molecules and a complementary
participation of soluble factors in iNKT cell activation. The differential expression of activating
factors by CSE-stressed DC vs AEC might explain the different profile of cytokines released by
iNKT cells. Whatever the mechanisms, our data clearly show a direct link between oxidative
stress and /NKT cell stimulation since NAC treatment ablated the capacity of CSE-treated DC
and AEC to activate /NKT cells. Since NF-kB activation is a hallmark of CS-induced oxidative
stress in APC (39), it is possible that NF-kB —mediated expression of cytokines, CD1d and/or
glycosyltransferases is involved in iNKT cell activation.

In vivo preventive NAC-treatment reversed COPD symptoms. This protective effect was
associated with a reduced accumulation and activation of /NKT cells, demonstrating the
intricate between oxidative stress, iNKT cells and COPD. These data might explain some of the
beneficial effects of anti-oxidant treatment in COPD patients (29). Indeed NAC affects different
signaling pathways, such as NF-kB and MAPK in APC (40), that could in turn alter iNKT cell
cytokine production, and lead to decrease COPD symptoms,

Altogether, our data identified of a new pathogenic mechanism leading to COPD. Elucidating
the mechanisms by which oxidative stress activates iNKT cells will be important for the
understanding of COPD physiopathology. Direct targeting of APC may provide a potent
therapeutic strategy for specifically dampening iNKT cell activation and controlling lung damage
due to COPD.
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Supplemental Figure 1- Gating strategy for pulmonary APC sorting in murine lung. Large cells were selected
based on the FSC/SSC dot plot. Alveolar macrophages (AM) and dendritic cell (DC) were identified as CD11c"
F4/80" cells and CD11c" F4/80 cells respectively. Pulmonary DC were next separated into 2 subsets: CD11b*
CD103 and CD11b CD103" DC. DC phenotype was checked after cell sorting (lower panel).
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Supplemental Figure 2. Characterization of cytokines in human fluids of control donors and COPD patients.

A, Lung inflammation in COPD patients compared to controls. CXCL-8 and TNF-a levels were evaluated by ELISA in
sputum of control donors (white bars) and COPD patients (black bars). Data represent the mean + SEM of 7
controls and 28 COPD patients. * p < 0.05, ** p < 0.01. B, Production of IL-22 and IFN-y was evaluated by ELISA in
blood mononuclear cells from controls and COPD patients, after 24 hour culture. Data represent the mean # SEM.

*p<0.05, ** p<0.01.
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Supplemental Figure 3- CS exposure enhances the number of activated NKT cells in the lungs, but not in the
spleen in mice. A and B, The frequency and the expression level of CD69 on CD45" CD5" NK1.1" NKT-like cells in
lung tissues were determined 12 wk post CS-exposure. Data are representative of one experiment out of three
performed. C and D, The frequency and the number of splenic NKT cells was determined in a kinetic manner. Data
are expressed as mean * SEM. E, The expression level of CD69 on splenic NKT cells is shown (12 wk post CS-
exposure).

103



Résultats

: Partie 1

Supplemental Figure 4
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Supplemental Figure 4- iNKT cells are essential to promote COPD features in mice.

A, Analysis of lung function decline induced by CS in (i)NKT-cell deficient mice. Age-matched WT, Ja18” and cD1d”
mice were exposed to CS, 5 days a week, over a period of 12 weeks. Changes in dynamic compliance and airway
elastance were measured on mechanically ventilated mice, in response to increasing doses of methacholine (week
12 post-CS exposure). Data are expressed as mean + SEM. Results are representative of three independent
experiments. **, p < 0.01; *, p < 0.05 (WT mice vs iNKT-cell deficient mice). B, Percentage of weight loss after 12
weeks of CS exposure compared to the air groups in WT, Ja18” and CD1d”'mice. Data are expressed as mean %
SEM (n= 7-10 per group). C, Lungs were collected 12 weeks post-exposure to CS, IL-1b mRNA expression were
determined by quantitative RT-PCR. Data are normalized to expression of GAPDH and are expressed as fold
increased over average gene expression in air-exposed WT mice or Ja18” mice, respectively (n=5). * p <0.05, ** p

<0.01.
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Supplemental Figure 5- Priming of respiratory APC in CS-exposed mice.

A, Total lung cell numbers were evaluated in WT mice after CS exposure (black bars) and control mice (white bars).
Data are representative of one experiment out of three performed (mean + SEM, n = 6). B, Expression of I-A on
CD45" CD11c’ F4/80" alveolar macrophages (AM) and CD45" CD11c" F4/80 Dendritic cell (DC) in the lung of WT
mice was determined in WT mice after CS exposure (black bars) and control mice (white bars). Data are
representative of one experiment out of three performed (mean * SEM, n = 6). C, Representative histograms of
CD40 and I-A expression on pulmonary AM and DC from Ja18” mice after 12 wk CS-exposure are shown. MFI are
represented on the dot plots. * p <0.05, ** p <0.01.
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Supplemental Figure 6- //-23p19 and St3gal5 mRNA levels in total lungs. Mice were exposed or not to CS for 12
weeks. Lung tissues were collected. /I-23p19 and St3gal5 mRNA expression were determined by quantitative RT-
PCR. Data are normalized to expression of GAPDH and are expressed as fold increased over average gene
expression in air-exposed WT mice (n=10). * p < 0.05.
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Supplemental Figure 7
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Supplemental Figure 7- Mouse airway epithelial cells (AEC) in vitro activate iNKT cells. Mouse AEC were exposed
to a-GalCer (100 ng/ml) overnight and, after extensive washing, were co-cultutred with DN32 iNKT hybridoma
(panel A) or sorted iNKT cells (panel B) for 48 hours. IL-2, and IL-4 and IFN-y were respectively measured by ELISA
in coculture supernatants. Data represent the mean + SEM of three independent experiments performed in
triplicate. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Supplemental Figure 8- CSE triggers oxidative stress in human APC. Human DC and human AEC were exposed to
CSE. mRNA were prepared at different time-points. NAD(P)H dehydrogenase quinone -1 (NQO-1) and heme-
oxygenase -1 (HO-1) mRNA copy numbers were determined by quantitative RT-PCR. Data are normalized to
expression of B-actin and are expressed as fold increased over average gene expression in unstimulated cells. Data
represent one out of three independent experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01.
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Supplemental Figure 9
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Supplemental Figure 9- Oxidative stress is involved in changes of lung function.

Mice were exposed to CS, 5 days a week, over a period of 12 weeks. Some mice received the treatment with the
anti-oxidant NAC in their drinking water all along the CS exposure. Changes in dynamic compliance and airway
elastance were measured on mechanically ventilated mice, in response to increasing doses of methacholine (week
12 post-CS exposure). Data are expressed as mean + SEM. Results are representative of three independent
experiments (n=5 mice per group). * p < 0.05, ** p < 0.01.
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Supplemental Table 1: Primer sequences for qRT-PCR

Target Primer Sequence

Forward 5’- CTGGAACGGTGAAGGTGACA
Human b-Actin

Reverse 5‘- AAGGGACTTCCTGTAACA ATGCA

Forward 5’- ATGGCCTCCCTGTACCACATC
Human HO-1

Reverse 5’- TGTTGCGCTCAATCTCCTCCT

Forward 5’- GCG AAG ACG GCT ATG GCT CT
Human ST3GALS

Reverse 5’- TCC GGA ATC CAA AAG GCG

Forward 5'- TGGAGGGAATGGCCGTCTT
Human UGCG

Reverse 5 - TTGCCTTCTTGTTGAGGTGTAAT

Forward 5’- GTTCACCCACTAATAGGGAACGTGA
Mouse GAPDH

Reverse 5’- GGATTCTGACTTAGAGGCGTTGAGT

Forward 5'- AAGCCGAGAATGCTGAGTTCA
Mouse HMOX1

Reverse 5'- GCCGTGTAGATATGGTACAAGGA

Forward 5’-GACCCTGCCCATTGAACTGGC
Mouse IL-12p40

Reverse 5’-CAACGTTGCATCCTAGGATCG

Forward 5'-CACCAGCGGGACATATGAA
Mouse IL-23

Reverse 5'- CCTTGTGGGTCACAACCAT

Forward 5’- CTG CCG TAT GTA GCC GAC AGA
Mouse UGCG

Reverse 5’- AAA CAA GAC ATCCCCGTCACAC

Forward 5’- GCG AAG ACG GCT ATG GCT CT
Mouse ST3GALS

Reverse 5’- TCC GGA ATC CAA AAG GCG

Supplemental Table 2: Characteristics of COPD patients

Smoking Blood Inhaled FEV1 % BODE
Nb Sexe Age ) BMI ] PO2 ]
cessation | pressure steroids pred index
0.9 60.5 0.47 53 26.71 0.63 54.16 74.1 3
28
+0.07 | £2.27 +0.11 +541 +1.15 +0.11 +525 | +2.88| +£0.58

COPD patients included subjects with a BODE index between 2 and 4, and are matched for age and sex with

controls. BMI, Body Mass Index, FEV1% pred, predicted amount as a percentage of the forced expiratory lung

volume in one second; PO2, partial pressure of oxygen.

108



Résultats : Partie 1

Supplemental Material and Methods

Reagents and Abs

a-GalCer was from Axxora Life Sciences (Coger S.A., Paris, France). mAbs against mouse CD3 (APC-conjugated),
CD5 (FITC-conjugated), NK1.1 (PerCp-Cy5.5—conjugated), TCR-B (V450-conjugated), CD25 (APC-conjugated), CD69
(Alexa700-conjugated), CD11b (V450—conjugated), Ly-6G (APC-Cy7-conjugated), CD8 (V500-conjugated), CD4 (APC-
conjugated), CD103 (PE-conjugated), CD11c (APC-conjugated), CD45 (Q-dot605-conjugated), F4/80 (PerCP-Cy5.5-
conjugated), CD86 (PE-conjugated), CD40 (PE-conjugated), I-Ab (FITC-conjugated), IFN-g (PE-conjugated), IL-17
(APC-conjugated), CD11c (PE-Cy7-conjugated), F4/80 (PerCP-Cy5.5-conjugated), CD11b (V450-conjugated) and
CD103 (PE-conjugated) and isotype controls were purchased from Biolegend (Le Pont de Claix, France). mAb
against human CD were also used including anti-Lin-1 (FITC-conjugated), CD3, -HLA-DR (V450-conjugated), -CD4, -
CD11c (Alexa-700 conjugated), CD8, CD14 (V500 conjugated), -CD25, -CD86 (APC-conjugated), -CD56, -CD123
(PerCP-Cy5.5 conjugated), CD69 (PE-Cy7 conjugated) and CD45 (APC-H7 conjugated) as well as the isotype controls
(BD Biosciences). PE-conjugated PBS57-loaded human and mouse CD1d tetramers were from the NIH Tetramer
Facility (Atlanta, GA). 3R4F research cigarettes were purchased from University of Kentucky. Cumen
hydroperoxyde, N-acetylCystein were purchased from Sigma Aldrich.

Mice

Six- to eight-week-old male wild-type (WT) C57BL/6 (H-2Db) mice were purchased from Janvier (Le Genest-St-Isle,
France). Ja18” mice and CD1d”™ mice were a gift from Dr. M. Taniguchi (RIKEN Institute, Yokohama, Japan) and
Dr. L. Van Kaer (Vanderbilt University, Nashville, TN), respectively. IL-177 mice were a kind gift from Dr. B. Ryffel
(Orléans, France). All animal work conformed to the guidelines of Animal Care and Use Committee from Nord Pas-
De-Calais (agreement no. AF 16/20090).

Assessment of airway inflammation and remodeling

Mice were sacrificed for sampling the lung lumen by bronchoalveolar lavage (BAL). Total cell numbers per BAL was
determined. A morphology-based differential cell count was conducted on cytospin preparations, after staining
with Diff-Quik solution (Sigma). For histopathology, lungs were fixed by inflation and immersion in Immuno-
HistoFix and embedded in Immuno-HistoWax. To evaluate airway inflammation, lung slices (4-um sections) were
done for H&E staining.

Pulmonary cells from air or COPD mice were prepared as previously described (19) and were analyzed by flow
cytometry. To analyze iNKT cell cytokine profile, pulmonary cell suspensions were incubated with phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA; 20 ng/ml) and ionomycin (500 ng/ml) for 3 h. Cells were stained with PE-conjugated
PBS57 -loaded CD1d tetramer and FITC-conjugated TCRpB, and then fixed, permeabilized, and incubated with PE-
conjugated mAb against IFN-y and APC-conjugated mAb against IL-17, or control rat IgG1 mAb in permeabilization
buffer. Cells were acquired and analyzed on a Fortessa (Becton Dickinson, Rungis, France) cytometer, and using the
FlowlJo software respectively.

Cytokine production was analyzed in total lung cells. For this, 5x10° lung cells were seeded on 96-well plates and
then stimulated with aGalCer (100 ng/ml) and coated anti-CD3 Ab. Forty-eight hours later, supernatants were
collected and analyzed for IFN-y, IL-4, and IL-17 concentration by ELISA (R&D Systems).

BM-DC
Bone marrow-derived DC (BM-DC) were prepared as previously described (24).

Mouse primary airway epithelial cells (mAEC)

A catheter was carefully introduced into the trachea and BAL was performed by injection of 1ml PBS. 1ml
dissociation buffer (1.4mg/ml pronase and 0.1mg/ml DNAse (Boehringer Mannheim, UK)) was then injected and
lungs were incubated for 20 min. After lung tissue grinding, cells were plated in DMEM-F12 5% FCS in 6-well plate
forl hour at 37°C, to eliminate macrophages. Non adherent cells, i.e. murine airway epithelial cells (mAEC), were
transferred onto a plate coated with matrigel (BD biosciences) and cultivated in Human Airway Epithelial cells
complete culture medium (Promo-cell, Heidelberg, Germany) until confluence. mAEC were controlled as pan-
cytokeratin® vimentine cells.
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Human cells

iNKT cells were purified from peripheral blood by positive selection over a MACS column using PE-conjugated 6B11
Ab and anti-PE microbeads. The purity of this population was confirmed using the PBS57-loaded CD1d tetramer
(>98%). Cells were expanded in presence of autologous monocytes and maintained in culture for 1 month in RPMI
1640 with 10% FCS (Invitrogen, Paisley, UK) containing 30 ng/ml of IL-15 (Peprotech).

Blood monocytes were purified by positive selection (Miltenyi Biotec GmBH, Bergisch Gladbach, Germany), and
differentiated into DC as previously described. Immature DC were stimulated or not with CS extracts, or a-GalCer
(10ng/ml).

The human bronchial epithelial cell line 16-HBE (a generous gift of Dr D Gruenert, San Diego) was cultured as
previously described.

Coculture APC-iNKT

APC were cultured for 24 hours with CSE or aGalCer as a positive control. iNKT cells were directly added onto the
APC, or on the upper compartment of a transwell, for additional 48 hours. Supernatants were collected 48 hours
later. In some experiments, APC were pretreated with NAC (0.5 mM) for one hour prior CSE-exposure.

Patients with COPD

Peripheral blood and induced or spontaneous sputum were collected in stable COPD patients (n = 28) and in non
smoker healthy controls (n =7) (CPP 2008-A00690-55, HypoCOPD Study). COPD patients included subjects with a
BODE index between 2 and 4 and are matched for age and sex with controls (Supplemental Table 1). Plasma and
sputum fluids were prepared as previously described. Blood mononuclear cells were collected by gradient
centrifugation. The phenotype of NK/NKT cells was evaluated by flow cytometry based on CD3 and CD56 or
expression whereas iNKT cells were identified as PBS57-loaded CD1d tetramer®, CD3" cells. Among APC, mDC were
isolated as Lin1", CD11c’, HLA-DR" whereas pDC were lin1’, CD123", HLA-DR".
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B. Partie 2 : L'inflammation de la muqueuse induite par I'exposition
a la fumée de cigarette est controlée par l'interaction entre I'IL-10, I'IL-

17 et le microbiote intestinal

Smoking-induced mucosal inflammation is negatively regulated by the interplay between IL-

10, IL-17 and the gut microbiota.
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1. Abstract
Cigarette smoking remains the major environmental risk factor for Crohn’s disease and Chronic
Obstructive Pulmonary disease although the relationship between lung and intestinal lesions is
not established. Due to its major role in the control of inflammation, we hypothesize that IL-10
may control the equilibrium between cigarette smoking, microbiota and mucosal immune
response in order to limit the development of intestinal and respiratory diseases. Herein, we
demonstrated that cigarette smoke enhanced IL-10 production. IL10 deficiency exacerbated
tobacco smoking induced Th17-type intestinal and lung inflammation. Both IL10 deficiency and
cigarette smoke altered the composition of the fecal microbiota but not in a similar way.
Vancomycin, but not colistin, prophylaxis restricted II-17 production (particularly in lung NKT
cells), the inflammation in the ileum and reversed smoking-induced lung function decline.
Collectively, we identified a tobacco smoking / IL-10 interaction that controls Th17-like
inflammatory response to Gram positive bacteria. We propose that interplay of commensals
and pathogenic microbiota finely tunes the impact of cigarette smoking on Crohn’s disease and

COPD and may represent a promising therapeutic approach.
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2. Introduction

Numerous clinical studies identified cigarette smoking as the most important avoidable
environmental risk factor for several common human illnesses with increased socio-economic
problems, including chronic inflammatory bowel and lung diseases. Notably, there is an
evidence of an increased risk of Crohn’s disease (CD) among patients with Chronic Obstructive
Pulmonary Disease (COPD) (1), that will be the third most common cause of death worldwide
by 2020. Disease progression and the need for surgery are markedly reduced with smoking
cessation (2-4). Noteworthy, smoking results in profound changes on the composition of the
intestinal microbiota (5). Conversely, prominent alterations of bacterial communities within the
upper respiratory tract are observed among cigarette smokers and COPD patients (6). However,
it remains elusive how the gut microbiota may promote tobacco smoking-related disease

progression, since not all smokers will develop COPD and CD.

A meta-analysis of genome-wide association studies confirmed a key role of several CD-
predisposing genes in the pathogenesis of COPD (7), such as the interleukin-10 (11-10). 11-10 is a
T-helper cell (Th) type 2 cytokine with broad anti-inflammatory properties. Notably, II-10 is
known to suppress Th17 activity (8, 9) that is associated with poor prognosis in COPD and CD
(10, 11). In humans, single-nucleotide polymorphisms have been linked to a further decline lung
function in individuals genetically at risk for COPD caused by a severe al-antitrypsin deficiency
(12). Rare mendelian 1110 and 1110 receptor mutations are causing neonatal-onset IBD (13).
Likewise, 1-10 deficiency is characterized by an altered composition of the gut microbiota (14)
and results in spontaneous development of CD-like inflammatory lesions in mice (15).
Altogether, this suggests that IL-10 may control the equilibrium between cigarette smoking,
microbiota and mucosal immune responses in order to limit the development of intestinal and
respiratory diseases. Herein, we report that 1I-10 had a protective role during cigarette smoking

on Th17-like diseases in the intestine and the lung through its impact on gut microbiota.
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Material and Methods

Mice

Nine - to eleven-week-old wild-type (WT) Balb/c mice were purchased from Janvier (Le Genest-St-Isle, France).

All animal work conformed to the guidelines of Animal Care and Use Committee from Nord Pas-De-Calais
(agreement no. AF 16/20090).

ITIB Mice (Interleukin-Ten Ires Bla x2) were a gift from Dr Icham Bouabe, University of Cambridge, UK.

Reagents

Antibodies against mouse CD11c (PE-Cy7 conjugated), CD11b (APC conjugated), NKp46 (Alexa Fluor 700
conjugated), CD11b, -TCRb (V450 conjugated) and CD45 (V500 conjugated) were purchased from BD Biosciences.
(Le Pont de Claix, France).

Antibodies against mouse F4/80 (PE conjugated), CD86 (Alexa Fluor 700 conjugated), Ly6C, -CD45 (BV570
conjugated), IFNg (Alexa Fluor 488 conjugated), IL17 (Alexa Fluor 647 conjugated) and TCRb (PE-Cy7 conjugated) as
well as the isotype controls were purchased from BioLegend (Le Pont de Claix, France).

Intracellular staining of cytokines was performed using BD Cytofix/Cytoperm Plus including Golgi Plug (BD
Biosciences) according to manufacturer’s instructions.

Phorbol Myristate Acetate (PMA) and lonomycine were purchased from Sigma.

For ITIB Mice experiments, CCF4-AM (Coumarin-cephalosporin-fluorescein (4)-acetoxymethyl) and probenicid
were purchased from Invitrogen (Saint Aubin, France) and used according manufacturer instructions.

3RA4F research cigarettes were purchased from the University of Kentucky.

Cigarette Smoke Exposure and mice treatment

Mice were exposed to Cigarette Smoke (CS) from 5 cigarettes per day, 5 days a week during 4 days, 2 weeks, 4
weeks or 8 weeks (Emka, Scireq, Canada). The negative-control group named “Air” was exposed to ambient air.

For the experiment of IL17 neutralization, anti-IL17A antibody (a gift from Catherine Uyttenhove, Orléans, France)
was injected intra-peritoneally weekly (100ug/mouse/week) from the fifth week of CS exposure till the day of
sacrifice.

For the experiment of antibiotherapy, Vancomycine and Colimycine (Mylan) were administrated in the drinking
water (2,5 mg/mouse/day), from the beginning of the CS exposure till the day of sacrifice.

Measurement of lung function

Lung function was assessed by invasive measurement as previously described (17)

Aerolized methacholine (Sigma) was administrated in increasing concentrations (from 20 to 160 mg/mL of
methacholine). We computed airway resistance, dynamic compliance and lung elastance by fitting flow, volume
and pressure to an equation of motion (Flexivent System, Scireq).

Cytokine guantification.
The concentration of murine IL-10 (Pharmingen, Le pont de Claix, France), IL-1 B (R&D systems, Lille, France), IL-17
and IFN-y (eBiosciences, Paris, France) in supernatants were determined by ELISA.

Gene Expression
Quantitative RT-PCR was performed to quantify mRNA of interest, using High Capacity cDNA Reverse Transcription

Kit and Power SYBR Green PCR Master Mix according to manufacturer’s instruction (Applied bioSystems).
Results were expressed as mean +/- SEM of the relative gene expression calculated for each experiment in folds (2°
AACt . .

) using GAPDH as a reference and compared to controls (Air).

Target Primer Sequence
GAPDH Forward 5’-TGC CCA GAA CAT CAT CCC TG -3’
Reverse 5’- TCA CAT CCA CGA CGG ACA CA -3’
Reverse 5’- GGT AGC TAT GGT ACT CCA -3’
IL-18 Forward 5’- TGA AGG GCT GCT TCC AAA CCT TTG ACC -3’
Reverse 5- TGT CCA TTG AGG TGG AGA GCT TTC AGC -3’
IL-10 Forward 5’- CAT TTG AAT TCC CTG GGT GAG A-3’
Reverse 5-TGC TCC ACT GCCTTG CTCTT -3’

In intestinal tissues, qRT-PCR analysis was performed as previously described (18).
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Flow Cytometry
Pulmonary cells were incubated with PMA (20 ng/ml) / lonomycine (500 ng/ml) / Golgi Plug (according to

manufacturer instructions) for 4 hours. Then, cells were stained for extracellular and then fixed, permeabilized,
and incubated with FITC-conjugated mAb against IFN-y and APC-conjugated mAb against IL-17, or control rat IgG1
mAb in permeabilization buffer. Cells were acquired and analyzed on a BD LSRFortessa™ (Becton Dickinson,
Rungis, France) cytometer, and using the FlowJo software respectively.)

Histopathological analysis.

Paraffin-embedded 5-um sections of formalin-fixed colon specimens were stained with H&E. The slides were
blindly examined by two investigators with an AxioPlan2 microscope (Zeiss) using the score scale: 0 no
inflammation, no epithelial hyperplasia, goblet cells are present; 1 small number of infiltrating cells, epithelial cells
hyperplasia is minimal ; 2 important infiltrating cells, epithelial cells hyperplasia is obvious but not marked, mild
loss of goblet cells; 3 pronounced infiltrating cells, marked epithelial hyperplasia, moderate loss of goblet cells and
architecture distortion; 4 crypt abscesses, ulcers, transmural inflammation.

d-PCR analysis and high throughput sequencing analysis

Fecal samples were collected and stored frozen before DNA extraction for g-PCR analysis. Faecal samples were
homogenised in 200 ul TL buffer (tissue lysis buffer (200 mM HEPES, pH 7.5, 1 M KCI, 100 mM MgCl,, 1 mM EDTA,
0.2% NaNs3)) and 25 ul proteinase K was added before incubating at 55°C for 2h (Peqglab, Erlangen, Germany).
Mechanical force was applied to maximise bacterial cell wall lysis. The 16S rRNA gene coding region spanning
variable region V1-V4 was amplified using the broad-range forward primer 8F 5 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’
and 805R 5' GGA CTA CCA GGG TAT CTA AT 3'. Amplification reactions were performed in a total volume of 50 pl
containing 1x PCR buffer, 15mM MgCl, (both Qiagen, Hilden, Germany), 0.2uM of each primer (Carl Roth,
Karlsruhe, Germany), 0.2 uM of each dNTPs (Qiagen), 1 U DNA Taq polymerase (Qiagen) and 100ng of sample
DNA. Absolute numbers of Bacteria, Clostridiales, Lactobacillaceae, Enterobacteriaceae, Firmicutes, Bacteroides
were determined by g-PCR analysis on a Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies) from serial dilutions of
plasmid constructs with a reference 16S rDNA sequence. A total of 1,000 high-quality reads was generated from
each of the biological replicates. 16S rRNA gene sequences with at least 97% similarity were clustered into species
level OTUs using average neighbor algorithm. Phylogenetic affiliation of each OTU was governed by using RDP
taxonomy and template file. Phylogenetic-based (fast UniFrac) beta diversity was on phylogenetic tree generated
by using FastTree version 2.0. Nonabundance-based UniFrac matrices were calculated. PAST software was used for
data visualization and for performing abundance-based PCoA, CCA, and SIMPER analysis on the bacterial genera
observed in pyrosequencing data. Divergence-based phylogenetic diversity was calculated by phylo.diversity
command implemented in mothur.

Statistical analysis.

Results are expressed as the meants.e.m. The statistical significance of differences between experimental groups
was calculated by a one-way analysis of variance with a Bonferroni post test or an unpaired Student t-test
(GraphPad, San Diego, CA). The possibility to use these parametric tests was assessed by checking if the population
is Gaussian and the variance is equal (Bartlett’s test). Results with a P-value <0.05 were considered significant.
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3. Results and discussion

As we previously shown in the colon (19), cigarette smoking enhanced 11-10 mRNA and protein
expression at both transcript and protein levels in the lung of WT mice when compared to
controls (Figure 1). As expected, 1I-10 was first expressed by alveolar macrophages (after 4 days
of CS exposure) and over time by NK cells (Figure 1B, C). To assess the potential role of 11-10 on
disease risk consecutive to tobacco smoking, WT and Il-10-deficient (l110-/-) mice were
chronically exposed for 2 months to cigarette smoke (11). As expected, Invasive measurement
of lung function revealed that cigarette smoking enhanced lung resistance in wild-type mice
when compared to control animals (Figure 2A). Consistently, dynamic compliance and airway
elastance were found reduced in response to cigarette smoking in WT animals (Supplementary
Figure 2A, B). In contrast to controls, /I-10-/- mice exhibited a spontaneous decline of lung
function that was not further enhanced by cigarette smoking exposure at the macroscopic level
(Figure 2A and Supplementary Figure 2A, B). The immune response to tobacco smoking of //-10-
/-mice was characterized by an enhanced II-17 secretion by lung cells (Figure 2B). Accordingly,
cigarette exposure triggered an enhanced influx of activated T and NKT cells in 110" mice,
among which most of them were found to secrete either IL-17 and/or IFN-gamma (Figure 2D,
E). The development of Th17 cells requires polarizing factors such as IL-1p and IL-23. Smoking
exposed control mice exhibited enhanced secretion of IL-1p that was found exacerbated in 1I-10
deficient mice (Figure 2C). This inflammatory reaction was associated with a mild increase in
neutrophil number and in the expression of MMP12 (Supplementary Figure 2C) in the lung from
CS-exposed IL-10-/- mice, two factors related with COPD development. Clearly, the
overproduction of IL-17 in IL-10 deficient mice is responsible of the pathological evidences since
the use of neutralizing anti-IL-17 Abs in these mice abrogates lung function decline
(Supplementary Figure 4A) but also reduces inflammatory markers such as IL-1B and IFN-y
expression and neutrophils recruitment (Supplementary Figure 4B, C, D). Altogether, these data
indicated that tobacco-induced generation of lung pathogenic NKT17 cells (T helper 17 (pTH17))
is negatively regulated by IL-10.
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Figure 1 Cigarette Smoke (CS) Exposure induces IL-10 expression in lungs.

C57BI/6 WT mice were exposed to 5 cigarettes per day, 5 days a week, during 12 weeks. After exposure, mice were
sacrificed and IL-10 expression was determined in two different manners comparing Air — (in white) and CS- (in
Black) exposed mice. (A) The lungs were collected and il-10 mRNA copy numbers were determined by quantitative
RT—PCR. Data are normalized to expression of Gapdh and are expressed as fold increased over average gene
expression in air-exposed mice (n=8). (B) Lung mononuclear cells from mice exposed to CS for 12 weeks cells were
treated with a-CD3 (5ug/mL) or not (NS = non stimulated) for 48 hours. The concentration of IL-10 was assessed by
ELISA in the supernatants. The values represent mean + SEM (n=5). (C) ITIB (Interleukin-Ten Ires Bla x2) mice were
exposed to Air or to CS for 4 days, 2 weeks and 8 weeks. Lung mononuclear cells were treated with CCF4-AM
substract. B-Lactamase producing cells were analysed using flow cytometry. On the left panel, dot-plots
represented B-Lactamase production in total CD45+ cells, CD45+ CD11c+ F4/80+ macrophages and CD45+ TCRB-
NK1.1+ NK cells. Gates were set based on the relative WT control. Representative dot plots for each time point are
shown (n=6). On the right panel, histograms of B-Lactamase-producing CD45+ cells, macrophages and NK cells

(n=3-12). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 2 : IL-10 deficient mice present a spontaneous lung function decline associated to an increased
inflammation and IL-17 production after CS exposure.

Wild-type (WT) and IL-10-/- mice were exposed to CS, 5 days a week, over a period of 8 weeks. (A) Changes in
airway resistance were measured as previously described (Pichavant et al, Muc Immunol 2014). Results are
expressed as the mean + SEM. Results are representative of four independent experiments and compared to Air-
exposed WT mice. (OWT Air, ®WT CS, AIL10-/-Air, AIL10-/- CS) (B) (C) Spontaneous production of IL-17 and IL-
1B were assessed by ELISA in the supernatants of lung mononuclear cells cultivated for 48 hours. The values
represent mean + SEM (n=5). (D) (E) Intracellular staining of IL-17 and IFN-g was performed on absolute numbers
CD45+ TCRP+ NKp46- T lymphocytes (D) and CD45+ TCRB+ NKp46+ NKT cells (E) and were evaluated by flow
cytometry. Gates were set based on the relative isotype control. The values represent mean + SEM and are
representative of four independent experiments (n=5). * p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001.
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In parallel, intestinal function and pathology were estimated first by measurement of
weight loss and clinical signs of morbidity. While no disease signs were observed in smoking
control mice, an enhanced body-weight loss (Figure 3A and Supplemental Figure 3A, B;
supplemental material available online with this article) and an accelerated development of
rectal prolapses were observed in cigarette smoking-exposed 1110-/- mice (Supplemental Figure
3C). Consistently, cigarette smoking markedly reduced colon length in 1110-/- mice when
compared to that in similarly treated control animals (Supplemental Figure 3D). In line with
previous findings, histological score (Figure 3B, C and Supplemental Figure 3E,F) and crypt
lengths (Figure 3D) were found enhanced in [110-/- mice when compared to that in similarly
treated animals. As reported in the lung, the cigarette smoking-induced inflammation in 1110-/-
mice was characterized by an enhanced expression of several genes involved in the Th1/Th17
immune response, such as Il17A, Ifng and Reg3b (Figure 3E and Supplementary Figure 3G).
Altogether, these data indicated for the first time, a key protective role of 1I-10 on the intestinal

and respiratory response to tobacco smoking.
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Figure 3 : CS exposure increase inflammation due to IL-10 deficiency

Wild-type (WT) and IL-10-/- mice were exposed to CS, 5 days a week, over a period of 4 weeks. (A) Changes in body
weight. Results are representative of two independent experiments and compared to Air-exposed WT mice. (OWT
Air, ®WT CS, AIL10-/-Air, AIL10-/- CS) (B) Representative H&E staining of paraffin-embedded longitudinal
sections from colons of WT and IL10-/- mice Scale bar: 100 um. (C) Cell infiltration, epithelial hyperplasia and
goblet cells destruction were assessed by two blinded observers (on a scale of 0-4) (D) Crypt lenght were
measured on H&E staining section. (E) Colon tissues were collected and il-17A, ifn-y and reg-lll f mRNA copy
numbers were determined by quantitative RT-PCR. Data are normalized to expression of B-Actin and are
expressed as fold increased over average gene expression in air-exposed untreated mice.
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Given the key role of the Thl7-induced c-type lectin Reg3p against Gram positive
bacteria (16), we supposed that an overwhelming expansion of Gram negative bacteria may
correlate with disease severity of 1110-/- mice in response to tobacco smoking. A culture-
independent gPCR analysis on specific bacterial 16S rRNA genes was performed to quantify the
abundance of major components of the fecal-associated microbiota from control and mutant
mice. In line with our previous findings, cigarette smoking in 1110-/- and WT mice enhance the
clostridiales and the firmicutes as well as the bacteroides. Furthermore, enterobacteriaceae
were enhanced in Air IL10-/- mice but not in CS IL-10-/- mice (figure 4). In contrast
Lactobacillaceae were diminished in Air IL10-/- mice whereas they are similar to WT mice in CS
IL-10-/- mice. This agrees with previous studies reporting a reduced richness of the fecal
microbiota from 1110-/- mice that is characterized by a higher abundance of Proteobacteria and
Escherichia coli (14). Conversely, a higher proportion of Proteobacteria and bacteroidetes was
reported in smokers (5). Overall, our results suggest that the unrestrained Th17 inflammatory
response in II-10 deficient mice may contribute to lung function decline and to a colitogenic

microbiota that is dominated by Proteobacteria.
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Figure 4 : qPCR analysis of the intestinal microbiota of WT and IL107" mice

Fecal samples were collected and DNA was extracted for g-PCR analysis. Absolute numbers of Bacteria,
Clostridiales, Lactobacillaceae, Enterobacteriaceae, Firmicutes, were determined by g-PCR analysis from serial
dilutions of plasmid constructs with a reference 16S rDNA sequence
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High troughput 16S rRNA sequencing showed that cigarette smoke exposure did not
significantly affect the composition of major phyla found in the fecal microbiota of WT and IL-
107" mice (figure 5A). When we narrow-downed the study of the microbiota to the family level,
we observed that cigarette smoke exposure increased the percentage of Gracilibacteraceae
(figure 5D) without inducing any changes in Deferribacteraceae, Desulfovibrionaceae and
Enterobacteriaceae (figures 5B and C) in WT mice. Exposure to CS also decreased the frequency

of lactobacillaceae.

However, IL-107" mice exposed to cigarette smoke showed higher percentages in
Deferribacteraceae (figure 5B) and in Desulfovibrionaceae (figure 5C) but not in
Enterobacteriaceae (figures 5B). These data confirm that the Enterobacteriaceae family is not

implicated in the development of the intestinal pathology in IL-107" mice.

Interestingly, the increased proportion of Gracilibacteraceae in response to cigarette smoke
observed in WT mice (figure 5D) was not found in IL-107" mice suggesting that this family of

bacteria could have a role during the development of the intestinal pathology.
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Figure 5 : High Through Put 16S rRNA sequencing analysis of the intestinal microbiota of WT and IL107" mice
Wild-type (WT) and IL-10-/- mice were exposed to CS, 5 days a week, over a period of 8 weeks. High Throughput
16S rRNA sequencing was performed on feces collected from these mice, n=3-5. (A) Pie charts represent the major
phyla detected in the different samples in percent. (B,C and D) Box plots report the percentages of the families of
bacteria with major modulation in their abundance: Deferribacteraceae from the Deferribacteres phylum (B),
Desulfovibrionaceae and Enterobacteriaceae from the Proteobacteria phylum (C), Gracilibacteraceae,
Clostridiaceae and Lactobacillaceae from the Firmicutes phylum (D). * p<0.05.
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To further understand the role of the microbiota on smoking-induced inflammation,
mice were treated with either vancomycin or colistin. Lung function decline was found similar
between mice treated or not with colistin (datas not shown), suggesting that Gram negative
bacteria may not influence disease outcome in the lung. In contrast, depletion of Gram positive
bacteria by vancomycin improved airway resistance, dynamic compliance and elastance (Figure
6A and Supplementary Figure 5). In addition, Th17-like respiratory inflammation induced by
tobacco smoking was blunted by vancomycin treatment (Figure 6B). The proportion of lung
IL17- and IFN-y-secreting NKT cells was found reduced upon vancomycin treatment (Figure 6C).
In contrast, vancomycin treatment failed to modulate IL-17 and IFN-y secretion by CD4+ T cells
(Figure 6D). In the intestine, IL-17 and IFN-y expression in the ileon was reduced after
treatment with vancomycin; a result associated with a lower expression of Reg3f. The same
trend was observed in the ceacum and the colon whereas no difference was detected in the
colon (Figure 6E). In addition, weight loss due to cigarette smoking was abolished after
treatment with vancomycin. Likewise, a reduced Th17-like inflammatory response in mice
treated with vancomycin coincided with a clearance of Clostridium- and the firmicutes-related
commensals as well as the bacteroides (Figure 6F). As expected, E. coli and Lactobacilles were

found enriched in vancomycin-treated mice when compared to that in controls (Figure 6F).

Figure 6: Depletion of Gram+ bacteria alleviates lung function decline in inflammation in CS — exposed mice
Wild-type (WT) mice were exposed to CS, 5 days a week, over a period of 8 weeks. Concomitantly mice were
treated with vancomycine (0,5g/L) in the drinking water to deplete Gram+ bacteria. (A) Changes in airway
resistance were measured as previously described (17). Results are expressed as the mean + SEM. Results are
representative of two independent experiments and compared to Air-exposed WT mice.(OAir, [ Air + vanco, @
CS, M CS + Vanco) (B) Spontaneous production of IL-17 and IL-1B were assessed by ELISA in the supernatants of
lung mononuclear cells cultivated for 48 hours. The values represent mean + SEM (n=5). (C-D) Intracellular staining
of IL-17 and IFN-g was performed on CD45+ TCRB+ NKp46+ NKT cells and CD45+ TCRB+ NKp46- T lymphocytes.
Gates were set based on the relative isotype control. The values represent mean + SEM and are representative of
two independent experiments (n=5). (E) Caecum, ileon and colon tissues were collected and il-17A, ifn-y and reg-ll|
B mMRNA copy numbers were determined by quantitative RT-PCR. Data are normalized to expression of B-Actin and
are expressed as fold increase over average gene expression in ileon of air-exposed untreated mice. (F) Fecal
samples were collected and DNA was extracted for g-PCR analysis. Absolute numbers of Bacteria, Clostridiales,
Lactobacillaceae, Enterobacteriaceae, Firmicutes, Bacteroides were determined by g-PCR analysis from serial
dilutions of plasmid constructs with a reference 16S rDNA sequence. * p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001.
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As expected, the high throughput sequencing revealed that vancomycin treatment
depleted the Gram+ compartment of bacteria (including Bacteroidetes) (figure 7A). This
allowed the expansion of Gram - bacteria, notably included in the Proteobacteria phylum
(figure 7A), such as the Desulfovibrionaceae and Enterobacteriaceae families (figure 7C).
However, vancomycin treatment induced the development of some resistant bacteria, in
particular in the Firmicutes phyla (figure 7A) such as Clostridiaceae and Lactobacillaceae
families (figure 7D) and this effect is potentialized by cigarette smoke exposure except for the
Clostridiaceae family. Gracilibacteraceae frequency was increased after treatment with

vancomycin whereas CS exposure antagonized this effect.
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Figure 7 : Effects of vancomycine treatment on intestinal microbiota in CS-exposed mice

Wild-type (WT) mice were exposed to CS, 5 days a week, over a period of 8 weeks. Concomitantly mice were
treated with vancomycine (0,5g/L) in the drinking water to deplete Gram+ bacteria. High Throughput 16S rRNA
sequencing was performed on feces collected from these mice, n=3-5. (A) Pie charts represent the percentages of
major phyla detected in the different samples in percent. (B,C and D) Box plots report the percentages of the
bacteria families with major modulation in their abundance: Deferribacteraceae from the Deferribacteres phylum
(B), Desulfovibrionaceae and Enterobacteriaceae from the Proteobacteria phylum (C), Gracilibacteraceae,
Clostridiaceae and Lactobacillaceae from the Firmicutes phylum (D). * p<0.05.

128



Résultats : Partie 2

Since IL-10 is induced in the intestine by E. coli, we might propose that enterobacteriaceae and
Lactobacillaceae inhibit the production of IL-17, particularly in the context of treatment with
vancomycin. In addition, nonculturable Clostridia-related species are involved in the
coordinated maturation of T cell responses and may promote a Th1l7 response if IL-10
production was deficient despite of the contradictory results obtained from gPCR and high
throughput sequencing. In addition, the inverted profile of both Gracilibacteraceae and
Lactobacillaceae after CS exposure and after vancomycin treatment strongly suggest their
implication in the reported effects of the microbiota on the disease. In this context,
Gracilibacteraceae (potentially in association with nonculturable Clostridia-related species)
might favor the Th17 response whereas Lactobacillaceae (potentially in association with
enterobacteriaceae) might have a regulatory property potentially through the production of IL-
10. Altogether, the microbiota could be implicated in the development of the pathologies
studied here, but more datas need to be collected in order to support the previous results

exposed.

In summary, cigarette smoking-related dysbiosis associated to a defect in IL-10 response
strongly promote the development of lung and intestinal diseases including COPD and Crohn
disease. Therapeutic approach aiming to restore the homeostasis between gut microbiota and

mucosal immune response might be efficient to limit the consequences of cigarette smoking.
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5. Supplementary Datas
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Supplementary data Figure 1

Cell Recruitment in ITIB Mice exposed to CS. ITIB mice were exposed to Air or to CS for 4 days, 2 weeks and 8
weeks. Lung mononuclear cells were treated with CCF4-AM substract. B-Lactamase producing cells were analysed
using flow cytometry. Percentages of CD45+ cells, CD45+ CD11c+ F4/80+ macrophages and CD45+ TCRB- NK1.1+

NK cells recruitment were assessed (n=3-12). *p<0.05, **p<0.01.
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Supplementary data Figure 2

Analysis of lung function decline induced by CS in IL-10 deficient mice. WT and IL-10-/- mice were exposed to CS, 5
days a week, over a period of 8 weeks. Changes in dynamic compliance (A) and airway elastance (B) were
measured on mechanically ventilated mice, in response to increasing doses of metacholine. Data are expressed as
mean + SEM. Results are representative of four independent experiments, and compared to Air-exposed WT mice.
(C) Lung tissues were collected and mmp12 mRNA copy numbers were determined by quantitative RT-PCR. Datas
are normalized to the expression of Gapdh and are expressed as fold increased over average gene expression in
air-exposed mice **p<0.01, ***p<0.001.
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Supplementary data Figure 3 :

Impact of long term exposure to cigarette smoke. Wild-type (WT) and IL-10-/- mice were exposed to CS, 5 days a
week, over a period of 8 weeks. (A) Changes in body weight .Results are representative of three independent
experiments. (B) Disease Activity Index (C) Prolapsus apparition under smoke exposure in IL10-/- mice (D) Colon
length (cm) (D) Representative H&E staining of paraffin-embedded longitudinal sections from colons of Wt and
IL10-/- mice Scale bar: 100 um. (E) Cell infiltration, epithelial hyperplasia and goblet cells destruction as assessed
by two blinded observers (on a scale of 0-4) (F) Colon tissues were collected and il-17A, ifn-y and reg-Ill  mRNA
copy numbers were determined by quantitative RT-PCR. Data are normalized to expression of B-Actin and are
expressed as fold increased over average gene expression in air-exposed untreated mice. *p<0.05, **p<0.01
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Supplementary data Figure 4

Blocking anti-IL-17 Abs limit lung function decline and inflammation due to CS-exposure in IL-10 deficient mice.
IL-10-/- mice were exposed to CS, 5 days a week, over a period of 8 weeks. From week 4 to week 8, some mice
were weekly injected with 100ug of blocking anti-IL-17 Abs intra-peritoneally. (A) Changes in airway resistance,
dynamic compliance and airway elastance were evaluated as previously described (17). Results are expressed as
the mean = SEM. (AAir, < Air + anti-IL-17 Abs, A CS, € CS + anti-IL-17 Abs) (B) Lung tissues were collected and
il-18 mRNA copy numbers were determined by quantitative RT-PCR. Data are normalized to expression of Gapdh
and are expressed as fold increased over average gene expression in air-exposed untreated mice. (C) The
concentration of IFN-y was assessed by ELISA in the supernatants from lung suspensions cultivated for 48 hours.
The values represent mean + SEM. (D) Absolute number of CD45+ CD11c- CD11bhigh Ly6Ghigh neutrophils was

determined in lung tissues by flow cytometry. Data are expressed as mean + SEM. **p<0.01, ***p<0.001.
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Supplementary data Figure 5

Wild-type (WT) mice were exposed to CS, 5 days a week, over a period of 8 weeks. Concomitantly mice were
treated with vancomycine (0,5g/L) in the drinking water to deplete Gram+ bacteria. Changes in dynamic
compliance and airway elastance were measured on mechanically ventilated mice, in response to increasing
doses of metacholine. Data are expressed as mean * SEM. Results are representative of two independent
experiments, and compared to Air-exposed WT mice. **p<0.01, ***p<0.001.
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VIII. Discussion et Perspectives

La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) représente, au sein des pays
industrialisés et plus particulierement dans notre région, un important probleme de santé
publique, a la fois d’un point de vue sociétal, médical et économique.

Il s’agit d’'une maladie inflammatoire chronique du poumon se traduisant par une obstruction
progressive des bronches, partiellement ou non réversible, incluant bronchite chronique,
hypersécrétion de mucus et emphyseme.

Le premier facteur de risque impliqué dans le développement de cette maladie est I'exposition
a la fumée de cigarette qui induit un stress oxydatif au sein du poumon responsable en partie
du développement de la BPCO.

La fumée de cigarette expose le poumon a des niveaux extrémes de stress oxydatif. Dans sa
phase gazeuse, la fumée de cigarette contient plus de 10™* molécules oxydantes réactives par
bouffée. La fumée de cigarette induit une augmentation de la charge oxydante et provoque des
changements irréversibles dans les systéemes antioxydants protecteurs au niveau des voies
respiratoires. Ce stress oxydatif associé a la fumée de cigarette va provoquer au sein du
poumon une inflammation importante et un déclin de la fonction pulmonaire. (Kirkham et al.,
2011 ; Kinnula 2005 ; Rahman et al., 2006a ; Rahman et al., 2006b). Au cours de ce travail, nous
avons montré que ce stress oxydatif entrainait via son action sur les cellules présentatrices
d’antigenes, l'activation des cellules /INKT qui jouaient alors un ro6le délétere dans la
physiopathologie de la BPCO.

D’autre part, nous avons également constaté que la fumée de cigarette induisait la production
de [lInterleukine 10 qui présente un role important dans le controle des réponses
inflammatoires induites au cours de la pathologie.

A. Role des cellules iNKT dans le développement de 1a BPCO

Dans notre modele d’exposition chronique a la fumée de cigarette, nous avons pu observer que
les cellules iNKT étaient rapidement recrutées au sein du poumon (dés la premiere semaine
d’exposition) puis apres la deuxieme semaine, leur fréquence augmentait avec le temps
d’exposition. Cette diminution que nous observons a deux semaines d’exposition, pourrait étre
expliquée par une internalisation de leur TCR invariant suite a l'activation de ces cellules
comme décrit par Wilson et al. (Wilson et al., 2003), rendant leur identification impossible. De
plus, ces cellules iNKT activées, caractérisées par I'augmentation de I'expression du CD69,
produisent de fortes concentrations d’IL-17 et d’IFN-y apres exposition a la fumée de cigarette.
Ce recrutement et cette activation suggerent que les cellules iNKT ont un réle important dans le
développement précoce de la BPCO

De maniere a étudier le role de ces cellules dans la physiopathologie de la BPCO, nous avons
utilisé des souris déficientes pour la molécule CD1d (notée CDld'/') ou pour le segment Jal18 du
TCR (notée Joc18’/’). Les souris CD1d”" sont caractérisées par lI'absence de cellules NKT
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restreintes au CD1d (NKT variants et invariants) (Hong et al., 1999) tandis que les souris Jo18"
qguant a elles seront complétement dépourvues de cellules iNKT (Cui et al., 1997).

Le déficit en iNKT diminue considérablement les signes pathologiques de la BPCO. En effet, a la
fois dans les souris CD1d”" et dans les souris Ja18’/’, la résistance pulmonaire en réponse a la
métacholine aprés exposition a la fumée de cigarette est équivalente a celle observée chez les
souris WT air. Cela souligne que les cellules iNKT sont essentielles au développement de cette
pathologie chez la souris. Dans ces analyses, nous avons pu constater que comparativement
aux souris WT exposées a la fumée de cigarette les souris déficientes en iNKT ne présentent pas
d’élargissement des espaces alvéolaires ni de remodelage pulmonaire associé a des infiltrats
inflammatoires. Ces observations sont a mettre en paralléle avec le fait que nous ne retrouvons
pas dans les souris déficientes en iNKT d’augmentation du nombre de neutrophiles qui jouent
un role clé dans I'apparition de ces Iésions (Alcorn et al., 2010).

Cette diminution du nombre de neutrophiles peut étre associée a une réduction dans la
production d’IL-17 qui est une cytokine connue pour induire le recrutement des neutrophiles
via la production de chimiokines telles que le CXCL-1, -5 ou -8 par les cellules épithéliales ou les
fibroblastes (Laan et al., 1999). De plus, les niveaux d’ARN messagers codant la MMP-12 sont
bien plus élevés dans les souris WT exposées a la fumée de cigarette que dans les souris
déficientes en NKT. La MMP-12 est une métallo-protéase matricielle dont I'action a été mise en
cause dans la destruction du parenchyme pulmonaire au cours de la BPCO (Hunninghake et al.,
2009). De maniere intéressante, I'IL-17 est également capable d’induire, en plus du
recrutement des neutrophiles, la production de MMP-12 par les macrophages (Shan et al.,,
2009). La production d’IL-17 par les cellules iNKT semble donc jouer un réle primordial dans le
développement de la BPCO. En effet, lors d’expériences impliquant un stress oxydatif aigli en
utilisant I’hydropéroxyde de cumene, les souris déficientes en NKT ne présentent pas de déclin
dans leur fonction respiratoire. De plus, dans les souris Ja18’/’, le transfert adoptif de cellules
iNKT issues de souris WT permet de restaurer la réponse observée dans les souris sauvages.
Cela n’est pas le cas lorsque ces souris sont reconstituées avec des iNKT incapables de produire
de I'lL-17 (issues de souris iI—17/'), démontrant le réle clé de I'lL-17 dans I'atteinte de la fonction
pulmonaire. D’autres études effectuées au préalable avaient montré que les cellules iNKT
présentaient un role délétére dans les dommages pulmonaires notamment causés par I’hypoxie
dans un modele utilisant I’exposition a 'ozone, un autre type d’oxydant. Dans ce contexte, les
cellules iNKT présentaient plutot un profil de sécrétion de cytokines de type Th2 contrairement
a notre modele de BPCO ou les cytokines produites sont plutét de type Th17 (Pichavant et al,,
2008). En fonction du type de stress oxydatif imposé au poumon, les cellules iNKT seraient donc
capables de mettre en ceuvre différents types de réponses. Les cellules iNKT présentent donc
un réle délétére dans le développement de la BPCO et ce, de par leur production d’IL-17. Cette
caractéristique en fait une cible intéressante pour d’éventuelles thérapeutiques. L'utilisation
d’anticorps bloquant anti-IL-17 dans le but de limiter la physiopathologie de la BPCO est une
piste qui est déja explorée (Shen et al., 2011). L'utilisation d’un anticorps neutralisant anti-IL-17
dans cette étude conduit a I'observation d’une diminution du nombre de neutrophiles dans les
lavages broncho-alvéolaires ainsi que d’une réduction de I'expression de MUC5AC, une mucine
dont I'expression est induite dans la BPCO. Cet effet inhibiteur conduit a une diminution de
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I'inflammation causée par les neutrophiles dans les poumons. Une autre piste a envisager
pourrait étre l'inhibition de l'activation des cellules iNKT. Les cellules iNKT sont capables
d’entrer dans un état d’anergie suite a une seconde stimulation avec I'a-GalactosylCeramide, le
puissant activateur spécifique de ces cellules. Cet état d’anergie est un état de « non-réponse »
des cellules iNKT qui alors ne présentent pas d’internalisation de leur TCR, ni de production de
cytokines, ni de transactivation des cellules dendritiques (Parekh et al., 2005). L'utilisation de
molécules, telles que des agonistes comparables a I'a-GalactosylCeramide, pouvant conduire
ces cellules iINKT dans un état d’anergie pourrait permettre de limiter leur effet délétere dans le
cadre de la BPCO. Une proposition de ce type de thérapeutique fait actuellement I'objet d’un
brevet déposé par le laboratoire (Pichavant et al.,, 2013). Par ailleurs, I'lL-10 semble également
capable de limiter la production d’IL-17 en réponse a la fumée de cigarette et notamment par
les cellules iNKT. La capacité de I'lL-10 a limiter la réponse IL-17 a également été évoquée dans
I'effet de la fumée de cigarette sur le développement d’une colite expérimentale. Dans ce
contexte, nous avons pu observer un afflux de cellules NKT dans le colon mais ces cellules
étaient dans l'incapacité de produire de I'lL-17 probablement du fait de la production massive
d’IL-10. Cette balance permet de controler l'inflammation dans la muqueuse ciblée
(Montbarbon et al., 2013).

B. Mécanismes d’activation des cellules iNKT en réponse a la fumée

de cigarette.

Apres avoir défini le role délétere des cellules iNKT productrices d’IL-17 dans la BPCO, nous
avons tenté d’identifier les mécanismes d’activation de ces cellules mis en jeu lors de
I'exposition a la fumée de cigarette. Les cellules iNKT sont capables d’étre activées et de
répondre tres rapidement a la stimulation. Actuellement, trois mécanismes d’activation des
cellules iNKT ont été décrits. Les cellules iNKT peuvent étre activées classiquement a travers la
reconnaissance par leur TCR d’un antigéne glycolipidique (exogéne ou endogene) présenté via
la molécule CD1d, une molécule atypique appartenant a la famille des CMH de classe | (Burdin
et al., 1998). Un autre mécanisme d’activation implique a la fois la reconnaissance par le TCR et
I'action de cytokines. Ce type d’activation est notamment rencontré lors de la réponse a
certaines bactéries. Ces dernieres, probablement via la stimulation des récepteurs TLR,
induisent la néo-synthése d’antigenes lipidiques par les cellules présentatrices d’antigene qui
seront présentés par la molécule CD1d qui concomitamment avec I'action de cytokines telles
que I'lL-12, I'IL-1B, I'lL-23 ou encore les interférons de type | vont permettre d’activer les
cellules /INKT (Paget et al., 2007 ; Kronenberg M., 2005). Enfin, dans certains contextes, les
cellules /iNKT sont capables d’étre activées par des cytokines seules dont notamment I'lL-12
(Brigl et al., 2011). L'activation des cellules iNKT nécessite donc la présence de cellules
présentatrices d’antigénes. Nous nous sommes donc intéressés aux différentes populations de
cellules présentatrices d’antigéne présentes au sein du poumon et notamment les
macrophages alvéolaires et deux sous-populations de cellules dendritiques, les cellules
CD11b+CD103- et les cellules CD11b-CD103+ qui toutes expriment le CD1d. Ces deux types
cellulaires se trouvent étre recrutés (bien que les macrophages alvéolaires soient déja
fortement présents en base dans le poumon) et activés, avec une augmentation de I'expression
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de la molécule CD40 et du CMH de classe Il, en réponse a la fumée de cigarette. Des études
avaient déja montré que les macrophages alvéolaires étaient capables d’activer les cellules
iNKT par voie cytokinique, et notamment via la sécrétion d’IL-13 (Kim et al., 2008). Cependant,
en allant plus en avant dans I'analyse transcriptomique de ces cellules, nous nous sommes
rendu compte que seule la sous-population de cellules dendritiques CD11b+ présentait une
augmentation dans I'expression a la fois de I'lL-12 et de la molécule CD1d. En effet,
contrairement aux cellules dendritiques CD103+ qui sont plutét résidentes, les DC CD11b+ vont
étre recrutées depuis le compartiment vasculaire sur les sites d’inflammation et seraient alors
spécifiguement activées et effectrices dans ce type de contexte (Condon et al., 2011). Dans
notre modele, les DC CD11b+ expriment fortement des marqueurs en relation avec |’activation
des cellules iNKT et notamment I'IlL12p40 et le CD1d en comparaison aux autres types
cellulaires analysés. Cependant, il serait intéressant de déterminer quels signaux sont vraiment
nécessaires pour l'activation des cellules iNKT. Pour étudier ce mécanisme dans le cadre du
stress oxydatif, nous pourrions essayer d’isoler chaque voie afin de déterminer si I'activation
des cellules iNKT est dépendante de la stimulation du TCR, des cytokines ou des deux types de
signaux. Le role des cytokines peut étre analysé a I'aide d’anticorps neutralisants ou de souris
déficientes. Pour étudier le réle de la signalisation via le TCR, nous pourrions utiliser le modele
court de stress oxydatif en administrant I’hydropéroxyde de cumeéene a des souris WT irradiées,
dont le compartiment médullaire a été reconstitué avec de la moelle osseuse issue de souris
CD1d”" suivi d’un transfert adoptif de cellules iINKT WT. Ce protocole ne permettrait cependant
pas de bloquer les interactions entre les cellules de structure exprimant également le CD1d et
qui peuvent potentiellement intervenir dans I'activation des cellules iNKT par la fumée de
cigarette. Un autre moyen d’étudier de maniere individuelle la voie du TCR versus la voie des
cytokines serait I'utilisation d’anticorps neutralisants anti-CD1d qui nous a permis de montrer in
vitro, une inhibition partielle de I'activation des cellules /iNKT par la fumée de cigarette
(données non publiées). L'intérét de la voie d’activation par le TCR est renforcé par la
modulation de certaines glycosyltransférases impliquées dans le métabolisme des lipides des
cellules présentatrices d’antigene et capable d’entrainer I'activation des cellules /iNKT via la
présentation de glycolipides endogenes (Paget et al., 2007 ; Hercend et al., 1984 ; Schumann et
al., 2007). Dans notre modele, nous avons constaté que les DC CD11b+ exprimaient fortement
les genes codant les enzymes UGCG (Céramide GlucosylTransférases) et St3Gal5 (ST3 Beta-
Galactoside Alpha-2,3-Sialyltransferase 5 ou ganglioside GM3 synthase), suggérant une
implication de la voie de métabolisme des glycosphingolipides dans les DC CD11b+ dans
I'activation des cellules iINKT en réponse a la fumée de cigarette. En observant la cinétique
d’expression de la molécule CD1d et de I'lL-12p40 dans les DC CD11b+, nous pouvons constater
gue le pic d’expression du CD1d se trouve au début de I'exposition alors que celui de I'lL-12p40
se trouve a dix semaines d’exposition a la fumée de cigarette. L’activation primaire des cellules
iNKT pourrait donc étre induite via la reconnaissance du CD1d par leur TCR invariant puis serait
entretenue dans un second temps par la sécrétion d’IL-12p40 par les DC CD11b+. La mise en
place d’une cinétique plus détaillée pourrait peut étre nous permettre de mieux caractériser le
mode d’activation des cellules iNKT au cours de I'exposition. De plus, des résultats préliminaires
obtenus in vitro et utilisant des techniques de culture sur inserts et des anticorps neutralisants
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anti-CD1d montrent que la signalisation via le TCR est primordiale et est accompagnée d’une
participation complémentaire de facteurs solubles, probablement des cytokines (données non
montrées). L'utilisation de DC issues de souris déficientes pour I'lL-1b, I'IL-6 et I'IL-23p19 ainsi
gue la caractérisation physico-chimique du lipide généré apres activation par la fumée de
cigarette permettront d'élucider le role de ces différents éléments.

Bien que les cellules issues du compartiment myéloide soient trés importantes dans |’activation
des cellules iNKT, il ne faut pas négliger les cellules de structure du compartiment pulmonaire
dans cette possible activation. En effet, les cellules épithéliales représentent le plus grand
nombre de cellules dans le poumon et leur contact étroit avec les polluants aériens leur confere
une place de choix dans la surveillance. Ces cellules expriment également le CD1d et peuvent
donc potentiellement activer les cellules iINKT. Dans notre étude, I'activation in vitro de cellules
épithéliales a la fois humaines et murines par des extraits de fumée de cigarette nous montre
que celles-ci sont capables d’activer en retour les cellules /NKT qui produiront alors
essentiellement de I'IFN-y alors que dans ce méme modele les DC humaines (dérivées de
monocytes du sang total) et murines (issues de la moelle osseuse) induisent plutot une
sécrétion d’IFN-y et d’IL-17. Cette différence dans I'expression des cytokines des iNKT en
réponse a une activation des cellules présentatrices d’antigene par la fumée de cigarette
pourrait étre expliquée par I'environnement cytokinique. Nous avons observé une
augmentation de I'expression de I'lL-12p40 dans les DC CD11b+, sous unité qui, en dimere avec
I'lL-12p35, forme la cytokine pro-Thl IL-12 (Kobayashi et al., 1989). Or I'lL-12 est capable de
stimuler l'activation des cellules iNKT sécretant de I'IFN-y. Cependant, I'lL-12p40 peut
également former un hétérodimere avec I'lL-23p19 formant ainsi la cytokine pro-Th17 IL-23
(Oppmann et al., 2000 ; Ilwakura et al., 2006). Bien que les DC CD11lb+ ne montrent pas
d’augmentation dans I’expression de I'IL-23p19, celle-ci est augmentée dans I'étude du
poumon entier suggérant que d’autres types cellulaires induiraient la production d’IL-17 par les
iNKT via la sécrétion d’IL-23.

L'axe IL-23/IL-17 représente une cible thérapeutique intéressante dans le but de limiter
I'inflammation chronique, dépendante de I'lL-17, observée dans la BPCO. Actuellement, des
agents biologiques bloquant I'lL-23 et I'lL-17 sont en cours de développement, notamment, le
Ustekinumab, un anticorps monoclonal ciblant la sous unité 1L.-12p40 de I'lL-23, a montré une
certaine efficacité dans la résolution de I'inflammation chez des patients atteints de psoriasis,
pathologie impliquant également I'axe IL-23/IL-17 (Toussirot E., 2012) et a regu une
autorisation de mise sur le marché.

C. Implication et controle du stress oxvdatif dans la BPCO

L'implication des cellules présentatrices d’antigene dans I'activation des iNKT conduit a
s’interroger sur le mode d’activation de ces cellules par la fumée de cigarette. L’exposition a la
fumée de cigarette expose le poumon a des niveaux extrémes de stress oxydatif. En réponse a
ce stress, le poumon met en place des systemes de défense anti-oxydant dans le but
d’équilibrer la balance oxydants/antioxydants (Rahman et al., 2006a). Parmi ces défenses, nous
pouvons retrouver différentes enzymes dont I'Héme-Oxygénase 1 (HO-1) et la NADPH
déshydrogénase Quinone-1 (NQO-1). HO-1 est une des principales défenses anti-oxydante du
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poumon, elle catalyse la dégradation de I’héme afin de produire du monoxyde de carbone
(possédant des propriétés anti-inflammatoires), de la biliverdine qui sera convertie en bilirubine
(un puissant anti-oxydant) et en fer libre qui se liera a la ferritine (molécule anti-oxydante)
(Goven et al., 2009) et NQO-1 est une réductase qui, en plus de détoxifier les quinones
réactives, présente une activité anti-oxydante (Siegel et al., 2004).

Dans nos modeles cellulaires, I'exposition de cellules épithéliales pulmonaires et dendritiques
humaines aux extraits de fumée de cigarette induit bien in vitro I'expression de HO-1 et de
NQO1 dans une cinétique pouvant varier d’un type cellulaire a I'autre. Afin de tester le réle du
stress oxydatif sur I'activation des cellules iNKT, nous avons pré-traité nos cellules
présentatrices d’antigene avec un anti-oxydant, la N-AcétylCystéine (NAC). Ce traitement induit
une réduction dans [I'expression des enzymes anti-oxydantes citées précédemment
(démontrant une inhibition du stress oxydatif dans ces cellules) mais est également capable de
réduire l'activation des cellules iINKT qui se traduit par une sécrétion d’IFN-y réduite. Ces
résultats montrent que le stress oxydatif agit sur les cellules présentatrices d’antigénes
induisant par ce biais I'activation des cellules iNKT. La maniere dont le stress oxydatif agit sur
les cellules présentatrices d’antigéne afin d’induire I'activation des cellules iNKT n’a pas été
élucidée dans ce travail mais plusieurs hypotheses pourraient étre évoquées. En présence d’un
stress oxydatif, le métabolisme des lipides, et notamment du cholestérol et des céramides
peuvent étre altérés (Cutler et al., 2004) et I'augmentation dans la production de glycolipides
endogénes pourrait induire I'activation des cellules iINKT. Dans notre modele cellulaire, nous
avons constaté notamment que I'utilisation de la NAC au préalable de I'exposition a la fumée
de cigarette entraine une diminution de I'expression des enzymes impliquées dans le
métabolisme des lipides (UGCG et ST3 GALS5). De plus, le stress oxydatif induit par la fumée de
cigarette est capable d’activer la voie de signalisation de NF-kB (Morgan et al., 2010) qui
pourrait alors induire I'expression de cytokines ou de molécules impliquées dans |'activation
des cellules iNKT. D’un autre coOté, la présence du stress oxydatif peut également conduire a la
carbonylation des lipides (Kirkham et al., 2011) qui deviennent alors fortement immunogénes.
Une fois internalisés par les cellules présentatrices d’antigene, ces lipides modifiés pourraient
étre présentés par le CD1d aux cellules iNKT dans le but de les activer. La péroxydation des
lipides par le stress oxydatif peut conduire a une désorganistaion de la membrane cellulaire et a
I'apoptose (Ciencewicki et al., 2008). Or, les cellules iNKT peuvent étre activées suite a la
reconnaissance par la molécule TIM-1 présente a leur surface cellulaire, de la phosphatidyl
sérine exposée a la surface des cellules apoptotiques (DeKruyff et al., 2010, Lee et al., 2010).
Bien que le stress oxydatif puisse conduire a la mort cellulaire par apoptose ou nécrose des
cellules épithéliales alvéolaires par exemple (Aoshiba et al., 2003), il a été montré que pour
d'autres types cellulaires, tels que les neutrophiles, cette apoptose était inhibée par le stress
oxydatif permettant a ces dernieres de continuer a exercer leur réle dans le processus
inflammatoire de la BPCO (Brown et al., 2009). L'implication de cette voie d’activation par
I’apoptose est donc peu probable.

L'utilisation de maniere préventive de la NAC in vivo inverse les symptomes de la BPCO
observés chez les souris seulement exposées a la fumée de cigarette. L'effet de cet anti-oxydant
conduit a une forte limitation du déclin de la fonction respiratoire et a une réduction de la
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destruction du parenchyme pulmonaire. De plus, le recrutement de cellules iNKT activées au
sein du poumon est diminué ainsi que leur production d’IL-17. Ces données permettent donc
de confirmer le lien existant entre le stress oxydatif, le recrutement et I'activation des cellules
iNKT et la BPCO.

En plus de I'activation des cellules, le stress oxydatif intervient dans I'altération de différents
composants du poumon comme la contraction des cellules musculaires lisses, la stimulation de
la sécrétion de mucus, I'augmentation de la perméabilité et la diminution de I'adhérence des
cellules épithéliales alvéolaires, la synthese et la fragmentation de I'élastine et du collagene ou
dans l'inactivation de certaines antiprotéases (Dekhuijzen et al., 2006). L'utilisation de thérapies
anti-oxydantes présente donc un intérét certain dans la BPCO indépendamment de son
implication dans I'activation des cellules iNKT.

Différentes études rétrospectives ont montré que l'utilisation de la NAC comme traitement
anti-oxydant jouait un réle bénéfique dans la BPCO et diminuait notamment les exacerbations
(Dekhuijzen et al., 2006). Cependant, en plus de ses propriétés anti-oxydantes, la NAC possede
une activité mucolytique néfaste notamment pour les patients présentant une hypersécrétion
de mucus et ne doit pas étre utilisée selon les recommandations de la SPLF (Recommandations
pour la prise en charge de la BPCO : Autres traitements médicamenteux, 2003).

D’autres traitements visant les systemes anti-oxydants pourraient étre explorés. Par exemple,
I’exposition au stress oxydatif va induire I'expression d'anti-oxydants sous le controle de la voie
de Nrf2 (facteur de transcription clé dans la réponse anti-oxydante). Il a été montré une
inhibition des mécanismes de protection anti-oxydant, en particulier de Nrf2, au cours de la
BPCO alors que le stress oxydatif persiste (Malhotra et al., 2008). Dans nos travaux (non
montrés), nous avons alors supposé que la répression de Nrf2 potentialiserait I'activation des
NKT alors que celle de Keapl (le répresseur de Nrf2) devrait avoir un effet opposé. Afin
d’étudier l'implication de cette voie, nous avons utilisé des ARN interférents (siRNA) pour
inhiber in vitro I'expression de NRF2 dans des cellules épithéliales pulmonaires ou des DC.
L’addition de siRNA spécifiques de Nrf2 permet de bloquer I'expression d'une enzyme anti-
oxydante, HO-1 induite par la fumée de cigarette. De plus, la répression de Nrf2 va entrainer
une légere augmentation de I'expression de 'UGCG et de la GM3 synthase, enzymes
impliquées dans la synthese des glycosphingolipides capables d’activer les cellules NKT via le
CD1d.
Dans le but d'activer la voie NRF2, nous avons utilisé le sulforaphane, un composé
organosulfuré présentant des propriétés anticancéreuses, antidiabétiques et antimicrobiennes
dans des modeéles expérimentaux (Fahey et al, 1999). Nous avons alors constaté une
augmentation de I'expression de HO-1 et de Nrf2 en présence de fumée de cigarette.
Cependant, I'addition de ce composé ne modulait pas significativement |'effet de la fumée de
cigarette sur les cellules épithéliales pulmonaires. De plus, lors de nos expériences in vivo,
I"utilisation de sulforaphane n’a pas montré d’effets bénéfiques sur le déclin de la fonction
pulmonaire et entralnait chez nos souris une hypersécrétion de mucus dans le tractus
pulmonaire.
D’autres voies de recherche pourraient étre explorées telles que celle de ['activation
mitochondriale et des désordres métaboliques associés a la BPCO. Des traitements visant a
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promouvoir la glycolyse induite par la respiration mitochondriale et a empécher I'induction de
la B-oxydation des acides gras, pourraient améliorer le statut redox des cellules exposées a la
fumée de cigarette et limiter le développement de la réponse IL-17 (Agarwal et al., 2014).

En conclusion de ce premier travail, nos travaux ont permis d’identifier de nouveaux
mécanismes pathogéniques pouvant conduire a la BPCO.

L’exposition chronique a la fumée de cigarette conduit, chez des patients BPCO séveres selon la
classification de GOLD, a la perte partielle de certains mécanismes anti-oxydants. En effet,
Malhotra et ses collaborateurs, en 2008, avaient observé un défaut de production de HO-1 chez
ces patients. Ce défaut était expliqué par la perte d’'une molécule stabilisatrice de NRF2, le
facteur de transcription clé dans la réponse au stress oxydatif (Malhotra et al, 2008).
Cependant, d’autres voies d’induction de HO-1 sont connues et notamment celle impliquant
I'IL-10 (Ricchetti et al., 2004). Des travaux effectués au laboratoire ont montré que I'expression
de I'lL-10 était induite au niveau de I'intestin en réponse a la fumée de cigarette (Montbarbon
et al., 2013). Nous nous sommes donc interrogés sur le role que pouvait exercer I'lL-10 dans le
cadre d’une exposition chronique a la fumée de cigarette au niveau pulmonaire.

D. Role de I'[L-10 dans la BPCO induite par la fumée de cigarette.

Dans notre modele d’exposition chronique a la fumée de cigarette, tout comme dans les
travaux de Lim et al. (Lim et al, 2000), nous avons pu observer une augmentation de
I’expression de I'IL-10 dans le poumon a la fois au niveau transcriptomique et protéique en
réponse a la fumée de cigarette. De plus, la production d’IL-10 est dépendante du stress
oxydatif puisque les souris recevant un traitement préventif a la NAC et exposées a la fumée de
cigarette montrent une réduction de cette expression en comparaison aux souris non traitées
(données non publiées). Cela pourrait indiquer le lien entre la production d'lIL-10 et la réaction
inflammatoire elle-méme (liée a I'exposition a la fumée) puisque cette cytokine intervient pour
limiter la durée de l'inflammation et empécher sa pérennisation. L’IL-10 est une cytokine
présentant une activité pléiotropique qui peut étre sécrétée par différents types cellulaires
(Saraiva et al., 2010). De maniére a identifier les cellules impliquées dans la sécrétion d’IL-10 en
réponse a la fumée de cigarette, nous avons utilisé des souris ITIB qui possedent deux génes
rapporteurs insérés dans le géne codant I'lL-10. Ces souris ont été exposées a la fumée de
cigarette et l'expression de I'IL-10 a été analysée a différents temps. Notre premiére
constatation fut que les cellules du compartiment leucocytaire (CD45+) produisaient de I'IL-10
des quatre jours d’exposition. La caractérisation phénotypique des cellules productrices a
permis d'établir une cinétique d’expression dans certains types cellulaires. En réponse a la
fumée de cigarette, les macrophages alvéolaires sont les premieres cellules a produire cette
cytokine. Cette production précoce peut s’expliquer par le fait que les macrophages soient en
nombre important dans la lumiére du poumon et qu’elles représentent la premiere ligne de
défense de cet organe. La production d’IL-10 par les macrophages n’est pas maintenue et le
relais est ensuite pris par les cellules NK jusqu’au terme des huit semaines d’exposition. De
maniére surprenante, les cellules T reg (source importante d'IL-10) ne sont pas activées ni
recrutées dans ce contexte, ce résultat étant confirmé par I'analyse de I'expression de FoxP3.
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Cela suggere que ces cellules ne jouent pas un rble essentiel dans le contréle de cette
pathologie. Cependant, I'utilisation de souris ITIB ne nous permet pas d’établir une quantité
précise de production d’IL-10 mais nous apporte plutét une information qualitative nous
permettant d’identifier la source cellulaire. En effet, I'induction de I'expression de cette
cytokine par différents stimuli conduit a I'expression en paralléle d’une ou de deux molécules
de B-Lactamase, et c’est cette activité B-Lactamase qui est détectée par cytométrie en flux
(Bouabe et al., 2011). Cette technique permet surtout de gagner en sensibilité par rapport aux
techniques classiques de détection des cytokines (marquage intra-cellulaire).

L’IL-10 joue un réle primordial dans le contrdle des réponses immunitaires et de I'inflammation.
Dans le but d’étudier le réle de cette cytokine dans le développement de la BPCO, nous avons
utilisé des souris déficientes pour IL-10, notée IL-107". En effet, des études de Takanashi et ses
collaborateurs (Takanashi et al.,, 1999) ou de Zhang et ses collaborateurs (Zhang et al., 2013)
rapportent une diminution de I'IL-10 dans les crachats et le sérum de patients BPCO, ce qui
suggere la présence d'un défaut de réponse de cette cytokine chez les patients développant
une pathologie pulmonaire. Chez les souris IL-107 exposées a la fumée de cigarette,
I’expression non seulement de I'lL-17, mais également de I'IFN-y est augmentée. La production
de ces cytokines a pu étre observée dans des lymphocytes T, ou la production est augmentée
chez les souris IL-107" indépendamment de I'exposition a la fumée de cigarette. De plus, nous
avons pu identifier une sous population de lymphocytes T exprimant a la fois de I'lL-17 et de
I"IFN-y en réponse a la fumée de cigarette chez les souris IL-107". De maniére intéressante, la
production d’IL-17 et d’IFN-y a également été observée dans les cellules NKT. Dans ces cellules,
la production d’IL-17 est plus importante chez les souris IL-107" contréle et est augmentée par
la fumée de cigarette.

L'utilisation d’un anticorps neutralisant anti-IL-17 permet de restaurer la fonction pulmonaire
et de réduire l'inflammation liée a I'absence d’IL-10 chez les souris fumeuses (diminution d’IL-
1B, d’IFN-y et du recrutement des neutrophiles). Ces résultats suggerent que la pathologie est
principalement due a la présence de I'lL-17 et non directement liée au déficit en IL-10. Or
I’exposition a la fumée de cigarette en absence de I'lL-10 conduit a une exacerbation de la
réponse IL-17. Les mécanismes conduisant a cette production restent a déterminer dans le
cadre du déficit en IL-10 mais font vraisemblablement intervenir la production d'IL-1p et
I'activation des cellules présentatrices d'antigene et de lymphocytes.

L'IL-1B qui est augmentée chez les souris IL-10-/- et aprés exposition a la fumée de cigarette,
est une cytokine impliquée dans la différenciation de la lignée Th17 pathogénique responsable
du développement de certaines maladies auto-immunes (Lee et al.,, 2012). L’augmentation de
I’expression de I'lL-1B pourrait étre expliquée par un défaut de contréle de la signalisation de
cytokines. En effet, une des molécules effectrices de I'action inhibitrice de I'lL-10 est SOCS3
dont le role est d’inhiber I'expression de cytokines (notamment les cytokines pro-
inflammatoires) et leur action (Ding et al., 2003). Cependant, I'expression de SOCS3 n'est pas
modulée (données non montrées). La cytokine IL-10 exerce également son role
immunorégulateur au travers de son action sur les cellules présentatrices d’antigéne (de Waal
Malefyt et al., 1991b). Cependant, dans notre modéle, nous n’avons pas vu de variation de
I’expression du CMH de classe Il ou des molécules de costimulation sur les cellules dendritiques
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ou sur les macrophages spécifiguement du au déficit en IL-10, par contre les macrophages
étaient fortement recrutés au niveau du poumon chez les souris IL-10" méme en absence
d’exposition a la fumée de cigarette (données non montrées). Des analyses supplémentaires
sont nécessaires afin de déterminer la signature transcriptionnelle de ces cellules mais aussi des
cellules productrices d’IL-17 dans notre modéle afin de définir si elles représentent
effectivement une population de type Th1l7 pathogénique. A c6té de ces cellules T
conventionnelles, la présence des cellules NKT productrices d'IL-17 (NKT17) suggére a nouveau
le role tres important de cette sous-population dans |'apparition de la pathologie pulmonaire
(Pichavant et al., 2014) qui pourrait également étre impliquée au niveau intestinal.

Dans notre modeéle, nous avons pu constater que les souris IL-107 présentaient un déclin
spontané de la fonction pulmonaire. Cependant une augmentation de la résistance des voies
aériennes a été observée aprés exposition a la fumée de cigarette des souris IL-10-/- ainsi
qu’une augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires telle que I'lL-1B. Le
déclin de la fonction respiratoire est associé a une augmentation de I'expression de la métallo-
protéase matricielle MMP-12 qui peut étre produite par les macrophages en réponse a I'lL-17
(Shan et al., 2009). De plus, I'lL-10 est capable de réduire in vivo I'expression de MMP-9, une
autre métallo-protéase matricielle, et d’induire celle de TIMP-1, une molécule présentant une
action anti-protéasique (Lim et al.,, 2000). En effet, des études par zymographie sur des
surnageants de cellules épithéliales pulmonaires montrent, in vitro, une réduction de
I’expression de métallo-protéases matricielles en réponse a la fumée de cigarette lorsque I'on
réalise un pré-traitement de ces cellules avec de I'lL-10 recombinant (données non montrées).
Le déficit en IL-10 induirait donc un déséquilibre combiné entre protéases et anti-protéases qui
serait responsable de I'altération de la fonction pulmonaire.

Au niveau intestinal, les souris déficientes en IL-10 sont caractérisées par le développement
spontané d’entérocolites chroniques assimilables a la maladie de Crohn humaine comme nous
pouvons le constater dans nos souris contrdles. Cet état pathologique est notamment expliqué
par une perte de controle des réponses immunitaires et de I'état de tolérance envers les
bactéries commensales colonisant le colon (Kihn et al., 1993). L'exposition a la fumée de
cigarette accéléere le processus pathologique induisant prolapsus, perte de poids importante,
réduction de la taille du cOlon et aggravation du remodelage intestinal. De plus, en relation
avec les observations faites dans le poumon, I'inflammation intestinale résultant de I’exposition
a la fumée de cigarette entraine I'induction de génes impliqués dans la réponse Th1/Th17 tels
que I'lFN-y et I'lL-17.

Ces données confortent I'hypothése de la balance IL-10/ IL-17 dans le développement de la
pathologie associée a I'exposition a la cigarette mais suggere également un lien entre
pathologies pulmonaires et intestinales.

E. Interaction entre compartiments pulmonaire et intestinal

La BPCO et les MICI sont des pathologies chroniques caractérisées par des cycles réguliers
d’inflammation, de destruction et de remodelage tissulaire qui vont progressivement aggraver
les symptomes. Le parallélisme observé entre ces deux types de pathologies peut s’expliquer
par des structures et des physiologies proches entre les compartiments tissulaires
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correspondants. En effet, le poumon et I'intestin sont des organes ayant une interaction directe
avec l'environnement. Cela implique la présence d’une lumiéere délimitée par une barriere
épithéliale. Cette barriere épithéliale est constituée d’un épithélium recouvert d’'une couche de
mucus, limitant ainsi les interactions directes entre les micro-organismes (commensaux ou
pathogenes) situés dans la lumiere et les cellules constituant la mugueuse. Dans la muqueuse,
un réseau complexe de cellules de I'immunité innée et adaptative permet de réguler la réponse
immunitaire.

En plus de ces similarités, d’autres communautés ont pu étre observées entre ces deux types de
pathologies, en particulier, concernant les manifestations dans des organes secondaires.

Dans le cadre de la BPCO, il a notamment été montré que chez certains patients, la pathologie
est associée a une augmentation de la perméabilité intestinale qui pourrait étre a I'origine des
manifestations intestinales observées chez les patients BPCO (Rutten et al., 2014). D’un autre
c6té, une inflammation pulmonaire est souvent observée chez les patients atteints de MICI
(Black et al., 2007). De maniere intéressante, Ekbom et ses collaborateurs (Ekbom et al., 2008)
ont montré que le risque de développer une maladie de Crohn chez des patients BPCO était
2,72 fois supérieur a ce méme risque chez des sujets sains soulignant une possible interaction
entre les deux pathologies et donc entre les deux compartiments ou elles se développent.
Plusieurs parametres pourraient suggérer cette interaction. Tout d’abord, le développement de
la BPCO et des MICI vont présenter des facteurs de risque communs tels que I'exposition a la
fumée de cigarette ou certains polymorphismes génétiques. De plus, ces pathologies sont
caractérisées par un dysfonctionnement de la barriére épithéliale exposant ainsi le systéme
immunitaire mucosal aux antigénes et aux micro-organismes présents dans la lumiere de la
muqueuse. Cette exposition entraine une inflammation chronique caractéristique des
pathologies étudiées. Des atteintes systémiques ont été associées a ces pathologies suggérant
également une circulation de médiateurs et/ou de cellules immunitaires entre ces différents
compartiments.

Il a également été observé une modification des microbiotes au cours de ces pathologies. Bien
que le role de la modification du microbiote pulmonaire au cours de la BPCO (Huang et al,,
2010) n’ait pas encore été bien établi, la modification du microbiote intestinal quant a elle, a
été associé au développement des MICI (Sartor RB., 2006).

Malgré ces différents liens entre les deux pathologies, aucune interaction n'a été démontrée
entre ces deux organes dans ce cadre physiopathologique. Cependant, I'aspect multifactoriel
de ces différentes maladies laisse a penser que l'interaction entre les deux organes implique
différents mécanismes.

Un des mécanismes impliqués pourrait étre I'exces de production de protéases au cours de ces
pathologies. En effet, une augmentation de I'expression de métallo-protéases matricielles a pu
étre associée a la fois a la BPCO (Vlahos et al., 2006) et aux MICI (Pender et al., 2006) pouvant
conduire a un processus de remodelage completement incontrélé.

D’autre part, la BPCO et les MICI sont des pathologies qui impliquent, a terme, une
inflammation systémique (Barnes et al., 2009 ; Levine et al., 1995). Certains médiateurs pro-
inflammatoires communs, comme I'IL-6, ont été retrouvés au niveau systémique dans la BPCO
et dans les MICI (Ruwanpura et al., 2011 ; Eastaff-Leung et al., 2010). L'IL-6, conjointement au
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TGF-B, participe a la polarisation Th17 (Bettelli et al., 2006) et 'augmentation systémique de
I'IlL-6 pourrait conduire au développement de réponses de type Th1l7 dans des organes non
affectés au départ. Au cours de l'inflammation, le tissu lymphoide associé aux bronches régule
le trafic des cellules lymphocytaires du poumon a la circulation systémique (Holt PG., 1993) et
cette méme caractéristique est observée au niveau intestinal. Une fois éduqués, les
lymphocytes pulmonaires et intestinaux migrent dans d’autres mugueuses comme appartenant
a un seul et méme systeme immunitaire mucosal (Rothfuss et al., 2006). De maniere
intéressante, une augmentation de ces cellules Th17 circulantes a été observée dans le sang
des patients souffrant de BPCO ou de MICI (Vargas-Rojas et al., 2011 ; Eastaff-Leung et al,,
2010). Ce trafic de cellules productrices de I'lL-17 pourrait secondairement étre responsable
des manifestations observées a distance des organes touchés par les différentes pathologies.
Cette capacité pourrait notamment étre liée a un défaut dans les signaux permettant aux
lymphocytes de rester / retourner dans leur organe d’origine (« homing »), ce qui est
normalement la regle dans le systeme immunitaire. D’autres cellules, telles que les cellules
dendritiques, semblent également étre affectées par un défaut dans le signal de « homing ». Ce
défaut conduirait notamment a I’'accumulation de ces cellules incapables de migrer alors dans
les organes lymphatiques secondaires a la fois dans la BPCO et dans les MICI (Lommatzsch et
al., 2010 ; Verschuere et al., 2011), ce qui favoriserait une (ré-) activation des lymphocytes au
sein des muqueuses.

Enfin, du fait de son importance dans le développement et le maintien de I'homéostasie du
systéme immunitaire, le microbiome pourrait constituer un lien intéressant entre la BPCO et les
MICI. En effet, les personnes souffrant de BPCO présentent une dysbiose pulmonaire pouvant
notamment étre expliquée par une exposition chronique a la fumée de cigarette (Erb-
Downward et al., 2011). Il a notamment été montré que I'exposition a la fumée de cigarette
entrainait une diminution de la capacité des macrophages a phagocyter et a détruire les
pathogénes pouvant donc conduire a un déséquilibre du microbiote pulmonaire (King et al.,
1988). Certains composants du microbiote intestinal ont la capacité de faire partie du
microbiote pulmonaire parmi lesquelles se trouvent des bactéries Gram- (telles que Klebsiella,
Enterobacter, and Pseudomonas) qui ne sont pas ou faiblement affectées par la fumée de
cigarette (Soler et al., 1998 ; Ertel et al,, 1991). Cette résistance pourrait donc conduire a un
déséquilibre du microbiome en réponse a la fumée de cigarette dont les conséquences
pourraient étre observées a la fois au niveau pulmonaire et intestinal. Cependant, le role du
microbiote pulmonaire est encore totalement ignoré contrairement a celui du microbiote
digestif. 1l est important de noter que les traitements utilisés pour modifier ce microbiote
digestif peuvent également affecter le compartiment pulmonaire (antibiothérapie ou transfert
de microbiote).

F. Controle de la réponse IL-17 et implication du microbiome dans le
développement de la BPCO et des MICI.

Dans notre modele, nous observons une réponse IL-17 dans les cellules NKT et dans les cellules
T CD4", exacerbée chez les souris IL-10-/- exposées a la fumée de cigarette. Cependant, les
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mécanismes entrainant cette réponse IL-17 ne sont pas bien identifiés méme si cette
production est souvent dépendante d'une stimulation microbienne. L’IL-17, mais aussi I'lL-22,
produits par les lymphocytes intestinaux (Cash et al, 2006) ont la propriété d'induire la
production de peptides anti-microbiens par les cellules épithéliales et les cellules de Paneth.
Ainsi, la production d’IL-17, dans l'intestin peut étre associée a la présence de certaines
bactéries comme les bactéries filamenteuses segmentées (SFB) (lvanov et al, 2009). De
maniére intéressante, I'exposition a la fumée de cigarette chez les souris induit I'expression de
RegllIB. Ce peptide antimicrobien exerce son rdle contre les bactéries Gram+ (Cash et al., 2006).
La production a I'noméostasie de ces peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales
intestinales est une conséquence, plus particulierement, du contact étroit de ces cellules avec
une communauté microbienne dense et hautement diversifiée. Parmi ces peptides, nous
pouvons retrouver des P—défensines, des lectines de type C (telles Regllif et Regllly), des
ribonucléases (telle que l'angiopoiétine 4) ou encore des protéines de la famille S100
(MacPherson et al., 2004). Bien que certaines de ces molécules s’expriment a I'homéostasie,
d’autres, telle que le Regllly, sont induites suite a une stimulation bactérienne infectieuse (Cash
et al.,, 2006) via les TLRs ou NLRs (Nod-Like Receptor) ou de maniere indépendante de ces
récepteurs en utilisant, par exemple, des molécules d’acides gras a chaine courte (Franchi et al.,
2012 ; Schauber et al, 2003). La production de peptides antimicrobiens par les cellules
épithéliales est un mécanisme de défense important dans la maintenance de la barriére
épithéliale et va notamment permettre de protéger les cellules souches présentes au fond des
cryptes intestinales.

Etant donné, le réle clé que joue le peptide antimicrobien Reglll induit par I'lL-17 dans la
neutralisation des bactéries Gram+, nous avons supposé que la sévérité de la maladie observée
chez les souris IL-107 exposées a la fumée de cigarette pourrait étre corrélée avec une
augmentation du nombre de bactéries Gram- au niveau intestinal.

L’analyse en PCR des ARN 16S a révélé que les souris IL-107 présentaient en base une plus forte
abondance d’E. Coli et une diminution des bactéries de la famille des Lactobacillaceae en
comparaison des souris WT, ce résultat concorde avec les données de la littérature (Maharshak
et al., 2013) indiquant que le déficit en IL-10 induit une dysbiose intestinale. L’exposition a la
fumée de cigarette entraine une diminution du nombre de E. Coli (Enterobacteriaceae). Cette
donnée est a mettre en paralléle avec le fait que dans notre modele, le déficit en IL-10
aggravait les symptdmes a la fois pulmonaires et intestinaux associés a I'exposition a la fumée
de cigarette. Dans la littérature, les données imputent le développement de colites a la
présence de ces Enterobacteriaceae (Garrett et al., 2010). Ces résultats nous indiquent donc
gue l'aggravation des signes pathologiques observée en réponse a la fumée de cigarette chez
des souris IL-107 ferait intervenir un autre mécanisme. Chez ces mémes souris, nous avons pu
observer une augmentation du nombre de bactéries appartenant a la famille des Clostridiales.
L'implication de certaines souches de bactéries appartenant a cette famille, telles que les SFB,
dans la différenciation Th17 (lvanov et al., 2009) pourrait alors expliquer I'exacerbation de la
réponse Th17 chez les souris IL-107 exposées a la fumée de cigarette. De méme certains
lactobacilles (L. Johnsooni) sont également capables de promouvoir cette réponse Th17 (Viaud
etal., 2013).

146



Discussion et Perspectives

Cependant, des analyses effectuées par séquencage haut débit ne montrent pas de modulation
de la famille des Enterobacteriaceae et, en terme de phyla, les Proteobacteria sont en
pourcentage plus faible chez les souris IL107 que chez les souris WT. De plus, I'exposition a la
fumée de cigarette montre une légeére augmentation de ce phyla mais la différence reste
néanmoins non significative. Ce qui appuie I’'hypothese que les Enterobacteriaceae ne sont pas
impliquées dans les signes pathologiques que nous avons pu observer chez les souris IL107.
D’un autre c6té, nous avons pu observer une augmentation de la famille des Gracilibacteraceae
(appartenant au phylum des Firmicutes) en réponse a la fumée de cigarette chez les souris WT.
Cette tendance semble se reproduire chez les souris IL107" mais dans une moindre proportion.
De méme, I'exposition a la fumée de cigarette induit également une augmentation dans la
famille des Deferribacteraceae qui est plus fortement marquée chez les souris IL107". Sur le
méme schéma, nous observons une légere augmentation, chez les souris IL10” exposées a la
fumée de cigarette, des bactéries de la famille des Desulfovibrionaceae (appartenant au phylum
des Firmicutes).

Cependant, il n'existe aucune information dans la littérature concernant le réle de ces trois
types de bactéries.

Les résultats obtenus en gPCR et en séquencage haut débit ne sont pas concordants et
nécessitent une validation afin de contréler la qualité des résultats obtenus, ce que nous
n'avons pas pu réaliser pour le moment. De plus, d’autres échantillons sont actuellement en
cours d’analyse et les résultats nous permettront alors de conforter I'analyse statistique et ainsi
de valider ou non les résultats obtenus dans la premiere analyse.

Sur la base des résultats actuellement en notre possession, nous pouvons cependant émettre
des hypotheses quant aux mécanismes possiblement mis en jeu dans la pathologie observée.

Dans un premier temps, nous pourrions évoquer le fait que le microbiote intestinal n’ait qu'une
influence mineure sur les signes pathologiques observé dans notre modele. De maniere a
répondre a cette hypothese, nous expérimentons actuellement un modeéle de transfert de flore
impliquant des souris WT et IL10” exposées a la fumée de cigarette ou non en tant que
donneuses et des souris WT « Germ Free » en tant que receveuses. Dans le cas ou le
développement de la pathologie implique effectivement le microbiote intestinal, nous devrions
étre capables d’observer une inflammation et les signes pathologiques chez les souris recevant
le microbiote des souris exposées a la fumée de cigarette avec une exacerbation des
symptomes chez celles recevant le microbiote des souris IL107".

Nous avions souligné le réle des bactéries filamenteuses segmentées (SFB) dans I'induction de
la polarisation Th17. Or, les analyses en séquencage haut débit n’ont pas permis de détecter de
modulation dans ce groupe de bactéries tout comme [l'avaient montré Wang et ses
collaborateurs (Wang et al., 2012). Cependant, 'augmentation d’autres familles telles que les
Deferribacteraceae, les Gracilibacteraceae et les Desulfovibrionaceae pourrait nous pousser a
envisager une action d’autres types de bactéries dans la polarisation Th17. Le transfert
spécifique de ces bactéries (sous réserve de la faisabilité de ce type d'expériences) dans des
souris « Germ Free » pourrait nous permettre de vérifier cette hypothese.

De plus, il ne faut pas négliger la possibilité d’une translocation spécifique de certaines
bactéries, en réponse a la fumée de cigarette, vers les ganglions comme a pu le montrer Viaud
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et ses collaborateurs (Viaud et al.,, 2013). Les analyses actuellement en cours en séquencage
haut débit incluent des échantillons de ganglions lymphatiques mésentériques et les résultats
nous permettront d’explorer cette piste. Des expériences de transfert de ces bactéries a des
souris « Germ Free » pourront étre envisagées en fonction de ces derniéres données.

De maniere a mieux comprendre le réle du microbiote dans I'inflammation induite par la fumée
de cigarette, nous avons mis en place un protocole utilisant de la vancomycine ou de la
colimycine afin de dépléter le microbiome en bactéries Gram+ ou Gram- respectivement.
L'utilisation de la colimycine chez les souris fumeuses ne montre aucun effet dans la
modulation de la fonction pulmonaire en comparaison aux souris non traitées et exposées a la
fumée de cigarette. Ces résultats suggerent que les bactéries Gram- n’ont pas de rdle dans le
développement de la pathologie pulmonaire. De maniére intéressante, le traitement a la
vancomycine va, quant a lui, empécher le déclin de la fonction pulmonaire en réponse a la
fumée de cigarette suggérant ainsi un réle des bactéries Gram+ dans le développement de la
pathologie. Cette déplétion en bactéries Gram+ entraine une diminution de la réponse IL-17 et
IFN-y. Cette diminution est associée a une réduction de la production d’IL-1B chez les souris
exposées a la fumée de cigarette et traitées avec la vancomycine. De plus, ce traitement
antibiotique va réduire la production d’IFN-y et d’IL-17 par les cellules NKT pulmonaires alors
que cette production n’est pas modulée dans les lymphocytes T. Cette observation suggere que
I'IL-17 et I'IFN- y produits par les cellules NKT, sont majoritairement responsables de I'altération
de la fonction pulmonaire comme nous l'avions défini dans notre premier modele de BPCO
(Pichavant et al., 2014). Aprés traitement a la vancomycine, la réduction de I'expression de I'lL-
17, de I'lIFN-y et de Reglll-B au niveau du tractus gastro-intestinal est associée a une diminution
de la perte de poids chez les souris fumeuses en comparaison avec les souris non traitées. Il est
vraisemblable que ce résultat soit associé a une diminution de [l'inflammation dans la
mugqueuse intestinale, ce qui devrait cependant étre vérifié dans I'avenir. La diminution des
réponses inflammatoires associées a I'lL-17 coincide avec une réduction des bactéries Gram+
appartenant au genre des Clostridiales observé en qPCR. Parmi ces bactéries, nous pouvons
retrouver les bactéries SFB qui sont impliquées dans l'initiation de la réponse Th17 (lvanov et
al., 2009). Sous I'effet de la vancomycine, toujours en gPCR, les bactéries Gram- et notamment
celles de la famille des entérobactéries (telles que E. Coli) se trouvent donc augmentées.
Cependant, contrairement aux données trouvées la littérature (Garrett et al., 2010), ces
entérobactéries ne semblent pas induire d'inflammation ni de signes pathologiques dans notre
modele. Elles pourraient a I'opposé participer a l'induction de I'lL-10 (Jefford et al., 2003) et
ainsi controler la réponse IL-17. Les données obtenues en séquencage haut débit montrent que
le traitement a la vancomycine, qui déplete spécifiquement les bactéries Gram+, entraine une
déplétion des bactéries du phylum Bacteroidetes comme escompté, par contre, I'effet sur les
bactéries du phylum Firmicutes reste mitigé. En effet, bien que les Firmicutes non identifiés
présentent une sensibilité a la vancomycine, d’autres familles appartenant a ce phylum ne
semblent pas touchées par le traitement. Parmi celles-ci, les Gracilibacteraceae sont
augmentées par le traitement a la vancomycine avec un effet plus faible chez les souris
exposées a la fumée de cigarette et ce méme schéma est observé chez les Clostridiaceae.
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De maniére intéressante, la famille des Lactobacillaceae, qui regroupe des bactéries Gram+, ne
semble pas étre diminuée par le traitement a la vancomycine. Cette observation peut
notamment étre expliquée par le fait qu’un grand nombre de souches de Lactobacillus soient
résistantes a la vancomycine (Hamilton-Miller et al., 1998). Les données de séquencage haut
débit montrent également que la vancomycine induit une augmentation des Lactobacillaceae
et cette augmentation est plus importante chez les souris exposées a la fumée de cigarette. Ces
résultats peuvent s’expliquer, comme nous I’avons précisé précédemment, par une résistance
de cette famille a la vancomycine (Hamilton-Miller et al., 1998). L'augmentation de cette
famille de bactéries dans ce contexte est intéressante de par le fait que certaines souches de
Lactobacillus ont été identifiées comme pouvant induire la production d’IL-10 (Macho
Fernandez et al., 2011). La prolifération des Lactobacillaceae pourrait participer a la résolution
de l'inflammation associée a une augmentation de la sécrétion d’IL-10 observée notamment
dans le tissu pulmonaire et dans le sérum des souris (données non montrées).

En parallele avec la diminution des bactéries Gram+, nous avons pu observer une augmentation
de bactéries appartenant au phylum des Proteobacteria et plus particulierement de la famille
des Desulfovibrionaceae, ce qui invalide I’hypothése que nous avions émise concernant son role
délétere dans le développement de la pathologie. De plus, le traitement a la vancomycine
induit une augmentation des bactéries de la famille des Enterobacteriaceae qui est fortement
amplifiée lorsque les souris sont exposées a la fumée de cigarette. Ces données suggerent donc
gue, contrairement a la littérature (Garrett et al., 2010), E. Coli ne serait pas directement
impliquée dans le développement de la pathologie dans notre modele, sous entendant que
cette bactérie n’intervient pas dans la réponse IL-17 liée a la fumée de cigarette.

Nous allons également vérifier si le traitement a la vancomycine permet une translocation
bactérienne spécifique (de type régulateur) vers les ganglions lymphatiques mésentériques
limitant ainsi la réponse IL-17 au niveau intestinal. Les analyses prévues en séquencage haut
débit sur ces tissus permettront d’éclaircir cette hypothese.

Les données actuellement en notre possession sont parcellaire et en partie contradictoire. De
ce fait, elles ne nous permettent pas d’énoncer une hypothése formelle sur I'implication du
microbiote dans la pathogéneése de la BPCO et du Crohn dans notre modele d'exposition a la
cigarette. Les analyses en cours de nouveaux échantillons de féces ainsi que de ganglions
lymphatiques mésentériques nous permettront de valider ou d’invalider certaines hypotheses
énoncées précédemment. De plus, des expériences de transfert de microbiote chez des souris
axéniques permettront de valider (ou non) l'impact de ce microbiote a la fois sur le
compartiment digestif et respiratoire.

Les données en notre possession a ce jour nous permette toujours de supposer que la dysbiose,
due a I'exposition a la fumée de cigarette associée a un défaut de la réponse IL-10, pourrait
participer fortement au développement de pathologies pulmonaires (BPCO) et intestinales
(maladie de Crohn). Ce nouveau concept permet de proposer des approches thérapeutiques
afin de limiter les conséquences de I'exposition a la fumée de cigarette et de restaurer
I’'homéostasie entre le microbiote intestinal et la réponse immunitaire de la muqueuse.
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G. Perspectives Thérapeutigues

L’ensemble de nos résultats soulignent bien le réle clé de I'lL-10 dans le contréle de la réponse
immunitaire au cours de pathologies telles que la BPCO ou la maladie de Crohn. L’IL-10
représente donc une cible d’intérét pour le développement de nouvelles thérapeutiques dans
ce contexte.

La supplémentation en IL-10 pourrait étre une thérapeutique envisagée a la fois dans le
controle de la BPCO et dans celui de la maladie de Crohn. L'intérét de I'utilisation de I'IL-10
recombinant tient au fait que celle-ci présente des effets immunorégulateurs mais également
une capacité a inhiber les protéases et a induire I'expression d’inhibiteurs de protéases (Lim et
al., 2000). Cependant, bien que relativement bien toléré, ce traitement présente quand méme
des effets secondaires de type hématologique et ne fonctionnerait pas chez tous les patients
atteints de Crohn chez qui les études sont principalement réalisées (Marlow et al., 2013).
D'autres voies pourraient étre envisagées en stimulant la production locale de cette cytokine au
travers d'inducteurs de cette cytokine ou de vecteur permettant de la délivrer au niveau des
mugqueuses.

Une premiere piste serait 'utilisation de souches probiotiques, et notamment celles capables
d’induire ou de produire directement de I'lL-10. Les probiotiques sont caractérisés comme
« tout micro-organisme vivant qui, lorsqu’il est administré en quantité adéquate, exerce un
effet bénéfique sur la santé de I’hote ».

Deux souches ont particulierement retenu notre attention. La premiere, Lactobacillus
Salivarius, a montré un potentiel anti-inflammatoire au travers de l'induction de I'lL-10 via
I'interaction avec le récepteur NOD2 (Macho Fernandez et al, 2011). La seconde,
Bifidobacterium breve, a été identifiée au cours d’expériences préliminaires comme capable de
produire directement de I'lL-10.

L'utilisation de telles souches pourrait permettre de limiter le développement des pathologies
et notamment de la BPCO. De plus, I'utilisation de souches capables de produire une action
anti-inflammatoire de maniere indépendante de I'lL-10 serait intéressante, notamment chez
des patients présentant un défaut d’expression pour cette cytokine. Il existe également des
bactéries commensales ayant été génétiquement modifiées pour exprimer cette cytokine. Ces
souches pourraient étre testées dans un premier temps dans notre modéle murin.

L'utilisation de prébiotiques (aliment favorisant le développement des probiotiques chez le
receveur) est également envisageable, puisqu'il a été démontré que ce type de traitement
permet de limiter I'inflammation dans différentes pathologies dont les MICI.

A l'opposé, les expériences de transfert de microbiote chez des souris axéniques permettront
d'identifier les bactéries promouvant l'inflammation et les Iésions a la fois sur le compartiment
digestif et respiratoire. Cela sera envisagé apres analyse des résultats du séquencage de haut
débit, en sachant qu'il faut pour cela que ces bactéries d'intérét soient cultivables.
L'identification de bactéries protectrices tout comme celle de bactéries déléteres permettront
de cibler le plus efficacement possible les pathologies associées au tabagisme
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H. Conclusion

En conclusion, I'exposition a la fumée de cigarette va, d’'une part, induire un stress oxydatif
entrainant alors une activation des cellules présentatrices d’antigene. Ces cellules vont ensuite
activer les NKT par des mécanismes directs et indirects (incluant la reconnaissance directe de
motifs glycolipidiques et I'action a distance de cytokines). Une fois activées, les NKT vont
produire des quantités importantes d’IL-17 qui, via son action pléiotropique, va conduire au
recrutement et a l'activation de nombreux types cellulaires ainsi qu’a la sécrétion de
nombreuses molécules qui conduiront a I'entretien du stress oxydatif. D’autre part, I'exposition
a la fumée de cigarette induit également I'expression d’IL-10 qui, de par son role
immunorégulateur, va limiter I'activation cellulaire et créer un équilibre dans les mécanismes
immunitaires. Cet IL-10 interagit également avec le microbiome afin de maintenir une certaine
homéostasie immunitaire au niveau des muqueuses. Ainsi, cet équilibre entre I'lL-10, I'lL-17 et
le microbiome permet vraisemblablement de limiter l'inflammation et de bloquer le
développement de la pathologie tant au niveau respiratoire que digestif
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Chez les patients BPCO, le développement de la pathologie a pu étre corrélé avec un déficit
dans l'expression de I'IL-10 et, dans certains cas, associé au développement de maladies
intestinales telles que le Crohn. En effet, en réponse a la fumée de cigarette, un défaut
d'expression de I'IL-10 va induire de plus fortes activations cellulaires et des productions d’IL-17
importantes conduisant a des signes pathologiques plus conséquents a la fois au niveau
pulmonaire mais également au niveau intestinal. Ces altérations dans I’équilibre immunitaire
sont associées a une altération du microbiome qui, n’étant plus sous le contrdle de I'lL-10, va
participer activement a la production d’IL-17 et donc au développement des pathologies.
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Les résultats obtenus au cours de ces travaux permettent d’envisager plusieurs pistes
thérapeutiques, en particulier ciblant I'lL-10, I'lL-17 et le microbiome afin de résoudre
I'inflammation chronique observée a la fois dans la BPCO et dans les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin.
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Lille, le 04 Juillet 2014
Madame, Monsieur,

Par la présente, je confirme que Mademoiselle Gaélle Rémy a activement participé a I'étude sur
I'implication des cellules NKT dans le développement de la BronchoPneumopathie Chronique Obstructive (BPCO)
au cours de sa these : élaboration des expériences, rédaction et approches techniques (modéle murin d’exposition
chronique a la fumée de cigarette, analyse phénotypique par cytométrie de flux, analyse génomique par gRT-PCR).
Ce projet a conduit a la publication d’'un premier article dans Mucosal Immunology en 2014, dans lequel
Mademoiselle Gaélle Rémy est le co-premier auteur:

M Pichavant*, G Rémy*, S Bekaert, O Le Rouzic, G Kervoaze, E Vilain, N Just, | Tillie-Leblond, F Trottein, D
Cataldo and P Gosset. Oxidative stress-mediated iNKT-cell activation is involved in COPD pathogenesis. Mucosal
Immunol. May 2014; 7(3): 568-578. Published online Oct 30, 2013.

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a major clinical challenge mostly due to cigarette smoke
(CS) exposure. Invariant natural killer T (iNKT) cells are potent immunoregulatory cells that have a crucial role in
inflammation. In the current study, we investigate the role of /NKT cells in COPD pathogenesis. The frequency of
activated NKT cells was found to be increased in peripheral blood of COPD patients relative to controls. In mice
chronically exposed to CS, activated iNKT cells accumulated in the lungs and strongly contributed to the
pathogenesis. The detrimental role of iNKT cells was confirmed in an acute model of oxidative stress, an effect that
depended on interleukin (IL)-17. CS extracts directly activated mouse and human dendritic cells (DC) and airway
epithelial cells (AECs) to trigger interferony and/or IL-17 production by iNKT cells, an effect ablated by the anti-
oxidant N-acetylcystein. In mice, this treatment abrogates iNKT-cell accumulation in the lung and abolished the
development of COPD. Together, activation of iNKT cells by oxidative stress in DC and AECs participates in the
development of experimental COPD, a finding that might be exploited at a therapeutic level.

Je vous prie, Madame, Monsieur, de recevoir mes respectueuses salutations.
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Muriel Pichavant

Chargée de recherche Inserm
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