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A. INTRODUCTION 

1. La bronchiolite, pathologie associée à l’infection par le VRS chez le 

jeune 

L’infection par le Virus Respiratoire Syncytial (VRS) est problématique aux âges 

extrêmes de la vie et particulièrement chez les enfants en bas âge. Sur la base de l’incidence 

des infections sévères à VRS et des taux de mortalités estimés dans les pays à faible et moyen 

revenus, l’Organisme Mondiale pour la Santé (OMS) insiste sur l’importance de développer 

une stratégie vaccinale à destination de la population pédiatrique [1]. Selon les statistiques 

publiées par l’OMS, les infections des voies respiratoires inférieures sont la deuxième cause 

de décès prématurés dans le monde entre 2000 et 2013 [1]. Les infections par le VRS 

représenteraient 3 à 9 % des cas de mort précoce chez les enfants de moins de cinq ans soit 

environ 55 000 à 199 000 décès en 2005 [2,3]. Environ 45 % des cas d’hospitalisation pour 

infection sévère à VRS surviendraient chez des enfants de moins de six mois [3]. De plus, il a 

été montré que les bronchiolites sévères chez le jeune enfant augmentent le risque d’asthme 

chronique tout au long de la vie (pour revue [4]). Les mécanismes immunopathologiques et 

virologiques mis en œuvre lors de l’infection par le VRS ne sont pas encore complètement 

élucidés. Ainsi, les recherches pour un vaccin efficace reposent sur une meilleure 

compréhension de la pathogénèse.  

1.1. L’épidémiologie de la bronchiolite du nourrisson 

Le VRS a tout d’abord été isolé en 1956 chez le chimpanzé [5]. L’équipe de Chanock 

l’a ensuite identifié pour la première fois en 1957 chez des enfants présentant une bronchiolite 

[6,7]. 

 Avant l’âge de deux ans, on considère que 95 % des enfants ont été infectés par le 

VRS et que 30 % déclareront une bronchiolite, soit environ 460 000 enfants par an en France 

[8,9]. Les hospitalisations représentent en moyenne 5 % des cas de bronchiolites et sont plus 

fréquentes entre six semaines et six mois, avec un pic d’incidence entre un et deux mois 

[10,11]. Une étude épidémiologique française à partir de données de réseaux hospitaliers 

principalement d’Ile-de-France, conclue que le nombre d’enfants atteints de bronchiolite 

augmente régulièrement depuis 1992 [12]. 

 En Europe, les infections évoluent sous forme d’épidémies hivernales annuelles. Les 

cas initiaux apparaissent durant les mois d’octobre ou de novembre. L’épidémie présente son 

acmé en décembre ou janvier, pendant environ quatre semaines, et s’étend sur une durée 



14 
 

moyenne de trois à cinq mois [13] (figure 1). Deux sérotypes, les VRS A et VRS B, co-

circulent durant les épidémies mais l’un des deux sérotypes est parfois dominant [14]. Après 

un premier contact avec le VRS, les réinfections restent courantes tout au long de la vie [15]. 

Les enfants et les adultes sont infectés tous les trois à dix ans, mais la plupart du temps, la 

maladie est bénigne (limitée aux voies aériennes supérieures) ou asymptomatique, mis à part 

si le patient est immunodéprimé [16–18]. 

 Dans les pays à hauts revenus, la mortalité des enfants de moins de deux ans 

hospitalisés suite à l’infection par le VRS des voies respiratoires basses, est inférieure à 0,1 

%. En France, Che et al. (2012) rapportent sur un ensemble de 26 518 enfants de moins de un 

an hospitalisés en 2009 pour une bronchiolite, une mortalité de 0,08 % [19]. Ce taux est 

inférieur à celui d’une autre étude française (2,9 %) ou encore d’études internationales 

menées en Espagne et en Israël (respectivement 3,6 % et 4,8 %) entre 1994 et 2006 [20–22]. 

Toutefois, ces études ont été essentiellement réalisées chez des enfants à risque d’infections 

sévères. A contrario, la mortalité dans les pays en voie de développement est beaucoup plus 

élevée. Bien qu’il soit difficile d’obtenir des chiffres exacts, un exemple extrême est le taux 

de mortalité de 7 % qui a été rapporté par Cherian et al (1990) dans les années 1990 en Inde 

[23]. Récemment Shi et al (2017) rapportent que 99 % des cas de décès liés à l’infection par 

le VRS en 2005 chez les enfants de moins de cinq ans surviennent dans des pays faiblement 

développés [3]. La dernière et très grande étude rétrospective réalisée sur cette même 

population avec des cas identifiés entre 1995 et 2005 (cohorte « RSV GOLD ») n’en rapporte 

que 33 %. Les auteurs soulignent que les décès  sont globalement dus à une limitation d’accès 

à des soins de qualité comme l’accès aux soins intensifs et à la ventilation  mécanique [24].  
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Figure 1. Proportion de cas de  bronchiolite parmi les consultations aux urgences en 

métropole chez les enfants de moins de 2 ans, 2015-2018. Source : Institut de Veille Sanitaire 

(InVS)  

1.2. La physiopathologie de l’infection 

 Le VRS se transmet le plus souvent par voie aérienne à cause de secrétions 

contaminées, ou indirectement par les mains ou le matériel souillé. Le virus survit 30 minutes 

sur la peau et de six à sept heures sur les objets ou le linge. La période d’incubation est de 

quatre à cinq jours. Les muqueuses nasales et conjonctivales représentent la porte d’entrée 

habituelle de l’infection. Pendant la période d’incubation, le virus se multiplie tout d’abord 

dans les cellules épithéliales du nasopharynx, pour ensuite descendre au niveau du tractus 

respiratoire inférieur et atteindre les poumons, probablement par diffusion de cellules à 

cellules. Lorsque le virus détruit les cellules épithéliales respiratoires, l’organisme répond par 

une infiltration de cellules immunitaires (polynucléaires neutrophiles, éosinophiles, 

lymphocytes, macrophages...), et par la production excessive de mucus. L’obstruction des 
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voies aériennes est alors provoquée par l’inflammation pariétale, avec formation d’un œdème, 

et par la constitution d’un bouchon muqueux (accumulation de mucus et de débris cellulaires). 

Ces évènements sont responsables de l’obstruction des bronchioles, particulièrement petites 

chez l’enfant, et donc de la survenue d’une bronchiolite dont la sévérité varie d’un patient à 

l’autre. Le VRS présente un fort tropisme pour les cellules épithéliales respiratoires mais peut 

aussi infecter les macrophages alvéolaires et les cellules dendritiques pulmonaires [25–27]. Le 

virus est éliminé en moyenne au bout de sept jours, mais l’infection peut se prolonger pendant 

plusieurs mois en cas d’immunodépression (co-infection par le VIH par exemple) [28–30]. La 

guérison est le plus souvent spontanée mais nécessite cependant un délai de trois à quatre 

semaines pour qu’il y ait rétablissement de l’activité mucociliaire. Durant cette période, 

l’épithélium respiratoire est particulièrement sensible aux infections. Les co-infections 

bactériennes à Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae ou Moraxella catarhallis 

avoisinent les 40 % au cours des bronchiolites aiguës sévères [31–33]. D’après Avadhanula et 

al (2006), le VRS serait responsable de l’augmentation de l’expression de certains récepteurs 

d’adhérence cellulaire comme ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule 1) et CEACAM-1 

(Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1), ce qui prédisposerait à des 

infections bactériennes secondaires [34].  

1.3. Les facteurs favorisant la survenue d’une bronchiolite au décours d’une 

primo-infection par le VRS 

Les mécanismes impliqués dans la sévérité de la bronchiolite à VRS ne sont pas 

encore entièrement compris. La symptomatologie et l’évolution de la maladie sont variables 

d’un individu à l’autre. Les facteurs concourant à l’apparition de la bronchiolite sont discutés, 

et notamment ceux participant à la survenue d’une forme sévère de la maladie. Ces facteurs 

sont résumés dans le Tableau 1. 

 Les cardiopathies congénitales, la dysplasie broncho-pulmonaire, une naissance avant 

terme font partie des critères retenus pour l’administration très sélective du traitement 

préventif des infections sévères à VRS, palivizumab Synagis (voir partie 1.5) [9]. Le faible 

poids à la naissance (< 2,5 kg), avoir une fratrie, fumer pendant la grossesse, l’existence 

d’antécédent familiaux d’asthme ou d'atopie, l’absence d’allaitement maternel, la vie en 

communauté  (plus de sept personnes vivant ensemble) et l’existence d’un syndrome de 

Down (trisomie 21) sont aussi des facteurs de risque importants [35,36]. L'infection par le 

virus de l'immunodéficience humaine est aussi un facteur de risque à prendre en compte tout 
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comme un tabagisme passif, la fréquentation des garderies, la pollution de l'air intérieur, la 

malnutrition et le niveau socioéducatif de la famille [36,37]. 

 Néanmoins, la plupart des enfants devant être hospitalisés à cause d’une bronchiolite 

ne présentent pas les facteurs de risque précédemment cités et étaient globalement en bonne 

santé avant leur infection. De nombreux travaux montrent que le polymorphisme génétique 

doit être pris en compte dans l’évaluation du risque de survenue de formes sévères de la 

maladie. Ainsi, Thomsen et al (2009) ont estimé en analysant l’occurrence des bronchiolites 

causées par le VRS chez des jumeaux que la contribution génétique dans la sévérité de la 

maladie est comprise entre 16 à 20 % [38]. Un nombre grandissant d’études portant sur 

l’association entre des gènes de l’immunité et des cas de bronchiolites sévères, souligne 

l'importance de la réponse immunitaire innée au cours de l’infection par le VRS. Le lien entre 

un polymorphisme au niveau de gène de l’immunité innée et le degré de sévérité de 

l’infection est établi par des méthodes statistiques de type GWAS (gene wide association 

studies). Ainsi, Janssen et al (2007) ont mis en évidence un lien entre une mutation de IFNA5 

qui code pour un sous-type d’interféron (IFN) de type I (IFN-I) et la survenue de 

bronchiolites [39]. Alvarez et al (2017) ont quant à eux montré l'existence de polymorphismes 

mononucléotidiques dans des gènes codant des médiateurs de l’inflammation et des 

récepteurs Toll (TLRs, toll-like receptors) qui sont essentiels pour l'induction de la réponse 

immunitaire innée lors de l'infection par le VRS. Des mutations au niveau des gènes codant 

CCL5/RANTES, à l’origine de l’attraction de cellules immunitaires innées au niveau du site 

infectieux, et des TLR2 et TLR4 sont associées à la survenue de la bronchiolite et à un 

accroissement de la sévérité de la maladie [40]. D’après Caballero et al (2015), certains 

facteurs environnementaux tel que le cadre de vie de l’enfant influence la survenue de la 

bronchiolite en association avec un terrain génétique favorable. Dans ce travail, les auteurs 

ont montré que deux polymorphismes mononucléotidiques (Asp299Gly et Thr399Ile) codant 

des substitutions dans l'ectodomaine du TLR4, à l’origine d’une altération de la fixation du 

ligand, sont impliqués dans la survenue de la bronchiolite du nourrisson s’ils sont associés à 

une exposition réduite au lipopolysaccharide bactérien (LPS) [41]. Cette étude suppose que 

l’expression du TLR4 est régulée par l’exposition au LPS durant l’enfance et que, selon le 

niveau d’exposition et le patrimoine génétique, cela génère un terrain favorable à la survenue 

d’infections respiratoires graves. L’ensemble de ces études valide l’hypothèse d’un impact de 

l’immunité innée sur la gravité des bronchiolites du nouveau-né. Cependant, les liens 

fonctionnels entre le polymorphisme génétique de TLRs, associés à des facteurs de risques 

environnementaux et l’infection par le VRS ne sont pas élucidés.  
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Tableau 1. Facteurs favorisant la survenue d’une bronchiolite au décours d’une primo-

infection par le Virus Respiratoire Syncytial. VIH, Virus de l’Immunodéficience Humaine. 

Adapté de [35–37,40,41] et d’après les données de [9]. 

Facteurs individuels et familiaux 

Prématurité 

Naissance inférieure à 36 semaines d’aménorrhée 

Prédispositions génétiques 

Polymorphisme dans des gènes codant pour des 

protéines de l’immunité innée : IFNA5, TLR4… 

Maladies pulmonaires chroniques 
Dysplasie broncho-pulmonaire et fibrose 

kystique 

Cardiopathies congénitales 

Immunodépression 
Chimiothérapie, transplantation, infection par le 

VIH, déficits immunitaires congénitaux et acquis, 

syndrome de Down 

Malnutrition 

Conditions socio-économiques de la famille 

défavorables 

Facteurs environnementaux 

Fréquence d’exposition au virus 
Vie en collectivité, mode de garde et fratrie 

Exposition à des toxiques 
Tabagisme passif et pollution atmosphérique 

1.4. Le diagnostic et l’évolution de la maladie 

Le diagnostic de la bronchiolite à VRS est avant tout clinique. L’infection commence 

en général par une atteinte des voies respiratoires supérieures et se limite le plus souvent à une 

rhino-pharyngite peu fébrile (écoulement nasal et toux). Elle est le plus souvent isolée, mais 

dans 30 % des cas, lorsque l’infection s’étend aux voies aériennes inférieures, des signes 

pulmonaires et extra-pulmonaires apparaissent. Parmi les signes les plus évidents, sont 

constatés des difficultés respiratoires avec une augmentation de la fréquence respiratoire et 

des sifflements à l’expiration. On parlera de bronchiolite aigue lors d’un premier épisode de 

détresse respiratoire fébrile avec sifflements survenant chez un enfant âgé de moins de deux 

ans (d’après les données de [42]). 

Une fois sur cinq, les sifflements persistent au-delà des deux à trois semaines 

habituelles (syndrome du bébé siffleur) sans pour autant être gênants pour le nourrisson. Chez 
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certains enfants, les épisodes de bronchiolite se répètent durant les deux premières années. 

Ces rechutes concerneraient 23 à 60 % des enfants hospitalisés. A partir du troisième épisode 

obstructif, on peut parler de crise d’asthme et non plus de bronchiolite, et il est alors d’usage 

d’utiliser le terme d’« asthme du nourrisson ». L’évolution de l’asthme du nourrisson vers 

celui du grand enfant concerne seulement 20 à 25 % des patients. L’existence d’un terrain 

atopique est le principal facteur de risque d’une telle évolution [9,42]. 

1.5. La prise en charge thérapeutique de la bronchiolite en période néonatale 

L’analyse des différentes pratiques cliniques de prise en charge de la première 

bronchiolite laisse apparaître de grandes variations d’un pays à l’autre, mais également au 

sein d’un même pays et entre les praticiens (pour revues [43–45] et d’après les données de 

[9]). Le traitement médicamenteux de la première bronchiolite est rarement efficace (d’après 

les données de [9]). Aucun médicament n’a d’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) 

dans cette indication, et pourtant, à titre d’exemple, la corticothérapie était largement 

employée dans les années 1990 [44]. Lors de la conférence consensus (2000) de la Haute 

Autorité de Santé (HAS), plusieurs recommandations ont été émises [9]. La prise en charge 

repose essentiellement sur des mesures thérapeutiques générales, réalisées en ambulatoire, et 

adaptées aux mécanismes physiopathologiques de la maladie. Les moyens de prévention de la 

maladie ont été également explicités (d’après les données de [9]). La stratégie de prise en 

charge de la première bronchiolite en France est résumée dans le Tableau 2.  
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Tableau 2. Stratégie de prise en charge de la première bronchiolite chez le nourrisson et 

mesures préventives recommandées. HAS, Haute Autorité de Santé ; AMM, Autorisation de 

Mise sur le Marché ; IV, Intraveineux ; IM, Intramusculaire [9]. 

Mesures thérapeutiques générales de prise en charge à la phase aiguë 
Instillation nasale de sérum physiologique 

Kinésithérapie respiratoire 
Hydratation et nutrition adaptées 

Mesures environnementales 
Couchage en position proclive dorsale à 30° 

Oxygénothérapie si saturation artérielle transcutanée en O2 ≤ 94% 

Mesures générales de prévention de l’infection 

Education de l’entourage 
Lavage des mains (savon ou solution hydro-alcoolique) 

Décontamination des surfaces et des objets 
Absence d’exposition à des individus infectés 
Eviter les lieux publics à promiscuité élevée 

Eviter une exposition passive à la fumée de cigarette 
Aérer les pièces et y maintenir une température inférieure à 19 °C 

Encourager l’allaitement maternel 
Informer sur les modes d’évolution de la maladie 

Faire évaluer l’état du nourrisson par un médecin de ville avant de l’adresser à 
l’hôpital 

Place des traitements médicamenteux 

A visée symptomatique Avis HAS 
Bronchodilatateurs Non recommandés 

Corticoïdes Non recommandés 
Antitussifs, mucolytiques et 

mucorégulateurs 
Non recommandés 

A visée curative  
Ribavirine  Non recommandée 

A visée préventive   
Palivizumab SYNAGIS® (IV ou IM)  AMM en France 

Antibiothérapie Si infection bactérienne associée :  
otites ou foyer pulmonaire 

 

 La stratégie de prise en charge de la première bronchiolite comprend essentiellement 

des mesures symptomatiques non médicamenteuses. A ce jour, les traitements 

médicamenteux à visée symptomatique ou curative de la bronchiolite à VRS n’ont pas prouvé 

leur efficacité (d’après les données de [9]). Ces traitements ne sont pas recommandés pour la 

prise en charge d’un premier épisode de bronchiolite (Tableau 2). Toutefois, l’administration 

de médicaments est envisagée selon la gravité de la maladie. De nos jours, malgré la 

conférence consensus de 2000, il reste difficile de s’accorder sur une prise en charge uniforme 
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de la première bronchiolite [45,46]. En France, il n’existe donc pas de traitement curatif et la 

prophylaxie médicamenteuse est onéreuse. 

 Il existe cependant un traitement préventif couteux réservé aux nouveau-nés 

prématurés à fort risque d’infections respiratoires sévères. Il s’agit du médicament 

palivizumab SYNAGIS®, un anticorps monoclonal humanisé ciblant la glycoprotéine F du 

VRS. Les indications citées dans la base de données en ligne « Vidal » sont les suivantes : 

« Synagis est indiqué pour la prévention des infections respiratoires basses graves dues au 

VRS, nécessitant une hospitalisation chez les enfants à risque élevé d’infection à VRS :  

 Enfants nés à 35 semaines d’âge gestationnel ou moins et âgés de moins de six 

mois au début de l’épidémie saisonnière à VRS.  

 Enfants de moins de deux ans qui ont nécessité un traitement pour dysplasie 

bronchopulmonaire au cours des six derniers mois. 

 Enfants de moins de deux ans atteints d’une cardiopathie congénitale avec 

retentissement hémodynamique » 

Actuellement, aucun vaccin contre le VRS n’est disponible. L’élaboration d’un vaccin 

serait la plus favorable des solutions préventives en termes de rapport coût-efficacité. La 

prévention de l’infection serait alors accessible aux pays en voie de développement. Un 

vaccin contre le VRS est d’ailleurs une priorité de l’OMS (d’après les données de [47]). La 

vaccination protègerait à l’échelle individuelle et induirait également une immunité de 

groupe, en étendant la protection aux individus non vaccinés, lorsque la couverture vaccinale 

serait suffisante. La recherche vaccinale à l’encontre de ce virus a pris beaucoup de retard en 

raison de l’échec vaccinal survenu dans les années 1960. Un vaccin inactivé au formaldéhyde 

destiné à prévenir l’infection par le VRS (FIVRS) a été administré à une cohorte d’enfants 

âgés de deux à sept mois. Quatre-vingt pourcents des enfants vaccinés ont dû être hospitalisés 

(5 % dans le groupe contrôle) en raison de manifestations cliniques exacerbées après 

l’infection naturelle par le VRS. Deux nourrissons sont décédés. Dix-huit enfants présentaient 

une bronchiolite et/ou une pneumonie, caractérisées notamment par un excès de cellules 

inflammatoires (éosinophiles) dans leurs poumons [48]. Cette dramatique exacerbation de la 

pathologie par la vaccination a conduit à un moratoire sur les vaccins VRS, tant que les 

mécanismes conduisant à ces réactions pathologiques n’étaient pas élucidés. La recherche 

vaccinale dans le cadre de la prévention de l’infection par le VRS est actuellement en plein 

essor notamment grâce aux nombreuses avancées dans le domaine de la caractérisation 

moléculaire du virus. 
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2. Le VRS et son cycle infectieux 

2.1. La description des protéines virales et du cycle de réplication  

 Le VRS est un Mononegavirales faisant partie de la famille des Pneumoviridae et du 

genre Orthopneumovirus [49]. Le génome du virus (15,2 kb) est sous la forme d’un ARN 

simple brin, linéaire et de polarité négative. Il comprend dix gènes, codant pour onze 

protéines. Les neuf protéines structurales sont : N, P, M, SH, G, F, M2-1, M2-2 et L et les 

deux protéines non structurales sont nonstructural protein 1 (NS1) et nonstructural protein 2 

(NS2). Les protéines G, F et SH composent l’enveloppe virale tandis que M forme la matrice. 

Les protéines formant la nucléocapside virale sont au nombre de quatre (N, P, L et M2-1). Les 

virions présentent un aspect sphérique (environ 200 nm de diamètre) ou filamenteux (2-8 µm) 

[50,51] (figures 2 et 3).  

 

Figure 2. Représentation schématique du Virus Respiratoire Syncytial. Parmi les trois 

glycoprotéines d’enveloppe (G, F et SH), la glycoprotéine G permet l’attachement du virion à 

la cellule hôte, F permet la fusion entre la membrane du virus. La protéine de matrice M 

permet l’assemblage, la maturation et le bourgeonnement du virion. La nucléoprotéine N 

encapside l’ARN du virus qui va être répliqué et transcrit par la protéine L (large fragment), 

une ARN polymérase, accompagnée de ses cofacteurs P (phosphoprotéine) et M2-1 [52]. 
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Figure 3. Visualisation des filaments viraux en microscopie électronique. A, image à faible 

grossissement (×3000) de filaments viraux (VF) à la surface des cellules infectées ; B, image 

d'agrandissement supérieur (×25000) des filaments viraux qui révèle qu'ils ne sont pas 

d'épaisseur uniforme mais semblent avoir une base plus large (mise en évidence par le 

symbol ◊ sur l’image) [53]. 

 Le VRS cible principalement les cellules épithéliales ciliées qui vont produire de 

nouvelles particules virales, dont la forme filamenteuse favorise la propagation de cellule à 

cellule [51]. L’attachement des particules virales aux cellules est médié par la glycoprotéine 

d’enveloppe G puis, la glycoprotéine F permet la fusion des membranes virale et cellulaire. 

La protéine F provoque également la fusion des membranes des cellules infectées et 

adjacentes conduisant à la formation de syncytia [54] (figure 4).  

 

Figure 4. Formation d’un syncytia par fusion des membranes cellulaires après infection de 

cellules épithéliales humaines par le Virus Respiratoire Syncytial VRS-mCherry. Images 

prises au microscope à fluorescence (grossissement x5) après titration par plage de lyse sur 

cellules Hep-2  lors de la production du virus (données non publiées). 

 Après la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire, le matériel 

génomique est transféré dans la cellule (figure 5). La pénétration du virus est dépendante du 

réseau d’actine intracellulaire [55–58]. Dans des lignées de cellules épithéliales humaines, le 
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virus entre par endocytose de façon soit dépendante de la clathrine soit indépendante par 

macropinocytose [56–58]. L’entrée du virus permet de libérer dans le cytosol la 

nucléocapside et le génome sont libérés. La polymérase L (L pour large sous-unité) réalise 

une transcription séquentielle du génome viral par un mécanisme d’arrêt/démarrage dont 

l’activité est dépendante du réseau d’actine [59,60]. Il n’existe qu’un seul promoteur 

transcriptionnel pour tous les gènes situés à l’extrémité 3’ du génome et chevauchant le début 

du premier gène. Les gènes situés en amont sont alors transcrits plus fréquemment (NS1 et 

NS2) que les gènes situés en aval (L) créant ainsi un gradient de transcription virale. Le gène 

codant pour le cofacteur M2-2 de la polymérase virale régit la transition de la transcription à 

la synthèse d'ARN génomique (pour revues [61,62]). La réplication du virus génère un brin 

d’ARN positif appelé brin antigénomique permettant alors la synthèse du génome viral, tous 

les deux étant protégé par la nucléoprotéine N. Le génome nouvellement synthétisé est 

associé à la nucléocapside formée de la nucléoprotéine N, de la phosphoprotéine P, de L et de 

son cofacteur M2-1 générant alors le complexe ribonucléoprotéique (RNP) [63]. L’interaction 

de la protéine de matrice M avec le cytosquelette permettrait de réguler l'assemblage et le 

transport à la membrane plasmique des protéines d'enveloppe avec le complexe RNP [63]. 

Les virions matures bourgeonnent à la membrane plasmique puis, après scission 

membranaire, vont infecter les cellules voisines. Dans des cellules épithéliales humaines 

(cellules Hep2), le complexe RNP est formé dans des corps d'inclusion qui co-localisent avec 

l’actine lors de l’exposition au VRS [53,64]. Ces vésicules cytoplasmiques contiennent aussi 

la forme filamenteuse du VRS [65]. Les corps d’inclusion sont également présents dans les 

macrophages alvéolaires (MAs) murins exposés au VRS mais la réplication virale y est 

abortive [26]. Ces données suggèrent que les filaments viraux, en interaction avec le 

cytosquelette d’actine, seraient un moyen efficace pour une seule particule virale de transférer 

plusieurs copies du génome viral dans une cellule adjacente non infectée.  
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Figure 5. Cycle de réplication du VRS. La particule virale s’attache à la cellule hôte par 

l’intermédiaire de la glycoprotéine de surface G. Le VRS entre dans la cellule après fusion 

des membranes virale et cellulaire grâce à la protéine F. La transcription et la réplication du 

génome viral se déroulent dans le cytoplasme. Le complexe polymérase composé des 

protéines L, P et M2-1 utilise pour matrice l’ARN encapsidé par la nucléoprotéine et assure 

la synthèse d’ARN messagers viraux. Le complexe polymérase réalise aussi la synthèse 

d’ARN antigénomiques complets : ils sont encapsidés par la protéine N et servent à leur tour 

de matrice pour la synthèse de nouveaux génomes viraux. Les ARN viraux génomiques néo-

synthétisés forment alors avec les protéines N, L, P et M2-1 le complexe ribonucléoprotéique 

qui est exporté vers les sites d’assemblage du virus. Les virions bourgeonnent à la membrane 

plasmique de la cellule hôte, emportant une enveloppe lipidique contenant les glycoprotéines 

virale [52]. 

2.2. Les récepteurs cellulaires impliqués dans l’entrée virale  

 L’entrée virale est médiée par plusieurs types de récepteurs cellulaires. L’interaction 

entre les glycoprotéines G ou F et les héparanes sulfates favorise l’attachement et l’infectivité 

virale [66–68]. Ces glycosaminoglycanes (GAGs) sont des sucres complexes exprimés à la 

membrane plasmique de la plupart des cellules de mammifères (hépatocytes, cellules 

endothéliales, cellules ovariennes de hamster, cellules épithéliales, fibroblastes, MAs, cellules 

natural killer (NK), lymphocytes, cellules dendritiques) [69–74]. Dès lors, étant donné le fort 

tropisme pour l’appareil respiratoire, un co-récepteur ou co-facteur est certainement 

également impliqué dans l’entrée virale [75]. 

 L’équipe de Richard Hegele a découvert en 2011 que la protéine F interagit avec une 

protéine ubiquitairement exprimée et étroitement associée à l’actine intracellulaire, la 
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nucléoline [75,76]. Tayyari et al (2011) ont montré son implication dans l’entrée du VRS 

dans des cellules épithéliales humaines et ils ont confirmé son rôle lors de l’infection in vivo 

de souris adultes par administration d’un siRNA (short interfering RNA) interférant 

spécifiquement avec l’ARN messager de la nucléoline [75]. La nucléoline est particulièrement 

exprimée à la surface de l’épithélium respiratoire (cellules épithéliales ciliées et alvéolaires) et 

des cellules du système hématopoïétique comme les MAs (Shakeri et al., 2015).  

 Une particularité de la glycoprotéine G est de posséder des motifs moléculaires 

similaires à la chimiokine appelée fractalkine (ou CX3CR1-Ligand) qui lui permettent de se 

lier au récepteur CX3CR1 [77,78]. D’après l’équipe de Larry Anderson, cette interaction 

facilite l’infection et induit le recrutement de leucocytes in vitro. Le VRS entre dans les 

cellules épithéliales grâce à l’interaction de sa protéine virale G avec les GAGs mais aussi via 

l’interaction de la protéine G avec CX3CR1 expliquant que certaines cellules peuvent être 

infectées de manière indépendante de l’expression des héparanes sulfates [78]. L’ensemble de 

ces travaux montre que le VRS bénéficie de plusieurs moyens d’entrée et de dissémination 

dans les cellules du tractus respiratoire susceptibles de se compenser ou d’agir en synergie.  

3. La pathogénèse de l’infection par le VRS  

 La sévérité de l’infection par le VRS chez le nourrisson résulte d’une intense 

réplication virale, d’une importante inflammation pulmonaire et d’une altération de l’intégrité 

du parenchyme pulmonaire aboutissant à l’obstruction des conduits aériens [79–81]. Cette 

atteinte du poumon profond dépend des capacités de défenses innées de l’organisme mais 

aussi de l’immunité adaptative dite « mémoire » (figure 6). Dès 1965, il a pu être identifié à 

partir de décès liés à une bronchiolite sévère que le VRS infecte les cellules épithéliales 

ciliées et non ciliées des bronchioles et des alvéoles pulmonaires [81,82]. Le détachement, la 

nécrose et la perte de la fonction de clairance des cellules épithéliales ciliées positives pour les 

antigènes du VRS semblent contribuer à l'obstruction des conduits aériens et à l’inflammation 

pulmonaire [83–85]. Une étude a mis en évidence la présence d’antigènes du VRS dans les 

MAs de biopsies pulmonaires d’enfants décédés de bronchiolites [83]. Cependant, ni la 

production de nouveaux virions par ces cellules ni leur rôle dans la survenue de la pathologie 

n'ont été prouvés [83].  
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Figure 6. L'âge de la primo-infection par le VRS est un déterminant majeur de sévérité de la 

bronchiolite. Les premières infections apparaissent lorsque les anticorps d'origine maternelle 

ont quasiment disparu et que le système immunitaire n'est pas encore mature. Entre un et 

deux ans, l'immunité innée se renforce, l'immunité protectrice Th1 s'acquière et les réponses 

Th2 et Th17 déclinent. Les infections par le VRS se répètent tout au long de la vie. Les 

manifestations cliniques de l'infection chez des adultes en bonne santé sont quasiment 

inexistantes. Cependant, la maladie est exacerbée lorsque qu'une pathologie respiratoire 

chronique pré-existe (asthme et maladie chronique pulmonaire obstructive). Avec l'âge, le 

système immunitaire s'affaiblit, la mortalité due au VRS étant majoritairement plus 

importante chez les patients âgés. Adapté de [86].  

3.1. Un recrutement cellulaire abondant  

 L’examen de biopsies pulmonaires d’enfants décédés à la suite de bronchiolites a 

démontré l’accumulation de neutrophiles, de monocytes/macrophages et de lymphocytes B 

dans les poumons avec une infiltration très faible voire inexistante de cellules NK et de 

lymphocytes T CD8
+
  [83–85,87]. La production de cytokines et chimiokines pro-

inflammatoires (IL-6, TNF-α, CXCL10/IP-10, CXCL8/IL-8, CCL2/MCP- 1 et CCL3/MIP-

1α) par les cellules épithéliales et les MAs conduit au recrutement de cellules immunitaires 

innées au cours de l’infection néonatale par le VRS [79,80]. Les polynucléaires neutrophiles 

sont particulièrement présents dans les lavages bronchoalvéolaires de nourrissons hospitalisés 

pour une bronchiolite [88,89]. Les neutrophiles sécrètent des protéines et des peptides 

antimicrobiens (α-défensines, cathélicidines, pentraxine 3 et myélopéroxydase) en réponse 
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aux pathogènes et sont capables de phagocytose et de NETose (NETs : neutrophil 

extracellular traps) afin de limiter la propagation virale. En contrepartie, les neutrophiles 

peuvent altérer le tissu pulmonaire en relarguant de fortes quantités d’enzymes protéolytiques 

et de radicaux libres et en formant des NETs en excès (pour revue [90]). Néanmoins, aucun 

lien direct entre les manifestations cliniques de la bronchiolite et l’accumulation de 

neutrophiles dans les voies respiratoires n’a été mis en évidence.  

 A l’interface entre l’immunité innée et adaptative, les cellules dendritiques sont 

également recrutées au cours de l’infection par le VRS. Ces cellules ont été identifiées dans 

les sécrétions nasales d’enfants hospitalisés pour une bronchiolite [91]. À l'homéostasie, les 

cellules dendritiques conventionnelles (CDc) CD103
+
, les CDc CD11b

+
 et les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes (CDp) constituent la première ligne de défense antivirale des 

poumons avec les MAs. Au cours de l’inflammation, les cellules dendritiques dérivées de 

monocytes (CDmo) sont recrutées dans les poumons. Les cellules dendritiques sont 

considérées comme des sources d’IFN-I majeures en réponse aux infections virales. 

Néanmoins, l’IFN-I n’est quasiment pas détecté dans les sécrétions nasales de nourrissons 

hospitalisés pour bronchiolite contrairement à des nourrissons infectés par le virus Influenza 

[92,93]. Ces données suggèrent que les nourrissons sont capables de générer une réponse 

IFN-I (contexte infection par le virus Influenza) mais qui est soit trop précoce pour être 

détectée soit qui est inhibée lors de l’infection par le VRS. Le rôle des cellules dendritiques 

dans la réponse immunitaire innée néonatale à l’infection par le VRS dans les poumons est 

décrit dans la partie 5.2.3. 

 Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigène (CPAs) 

professionnelles qui apprêtent grâce au protéasome les antigènes extra- et intracellulaires afin 

de les présenter sous forme de peptides associés au complexe majeur d’histocompatibilité de 

classe I (CMH-I) ou de classe II (CMH-II) aux lymphocytes T CD8
+
 et T CD4

+
, 

respectivement. Ces sentinelles forment un réseau de reconnaissance sous la couche de 

cellules épithéliales où elles détectent et capturent les antigènes étrangers. Dès que ces CPA 

professionnelles reconnaissent la présence d’un pathogène par la détection de signaux 

moléculaires de danger, elles enclenchent un processus de maturation permettant leur 

migration aux ganglions lymphatiques. Les cellules dendritiques guident alors la mise en 

place de la réponse immunitaire adaptative.  
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3.2. Une polarisation lymphocytaire T CD4+ de type Th2 

 Les lymphocytes T CD4
+
 naïfs deviennent des lymphocytes T auxiliaires ou helper 

(LTh) lorsqu’une cellule dendritique mature leur présente un peptide apprêté au sein du 

CMH-II. Selon l'environnement cytokinique ou la présence de facteurs de croissance, le profil 

de LTh généré est différent. La nature de l'inflammation observée dans les cas de 

bronchiolites sévères suggère que l’exacerbation de la maladie chez les nourrissons est 

associée à une orientation délétère de la réponse immunitaire au cours de l’infection. Il existe 

au moins quatre sous-populations distinctes de lymphocytes T CD4
+
 : Th1, Th2, Th17 et T 

régulateurs (Treg). Différents facteurs de transcription gouvernent la différentiation des 

lymphocytes T CD4
+
 naïfs : T-bet/Stat4 pour les LTh1, GATA-3/Stat5 pour les LTh2, 

RORγt/Stat3 pour les LTh17 et Foxp3/Stat5 pour les Treg (pour revue [94]).  

 Au cours d’une infection virale, de fortes quantités d’IL-12, d’IFN-γ (IFN de type II) 

voire d’IFN-I et d’IL-18 sont sécrétés par les cellules innées favorisant ainsi la différentiation 

des lymphocytes T CD4
+
 naïfs en LTh1. Les LTh1 générés produisent massivement de l’'IFN-

γ qui va induire l’apoptose des cellules cibles et augmenter les capacités de présentation 

antigénique des cellules dendritiques, des lymphocytes B et des macrophages. L’IFN-γ est 

également un puissant inducteur de l’activité cytotoxique des macrophages (production 

d’oxyde nitrique ou NO). La stimulation in vitro de lymphocytes T CD4
+
 de nouveau-nés ou 

d’adultes, issus de sang de cordon ou de sang périphérique respectivement, par l'IFN-α 

augmente la production d'IFN-γ et inhibe les productions d'IL-4 et d'IL-5 par ces cellules 

[95,96]. Les LTh1 produisent aussi l’IL-2 utile à l’expansion clonale des lymphocytes T. Les 

LTh1 sont particulièrement importants dans la défense de l’hôte contre les virus, certaines 

bactéries intra- et extracellulaires pathogènes des poumons et lors d’infections fongiques 

(pour revue [97]). 

 L’IL-4 et l’IL-2 participent à la différentiation des lymphocytes T CD4
+
 naïfs en 

LTh2. Les cellules Th2 sont capables de produire l’IL-4, l’IL-5, l’IL-9, l’IL-10, l’IL-13, l’IL-

25 et l'amphiréguline. Les LTh2 interviennent dans la défense de l’hôte contre les parasites 

extracellulaires et sont aussi très impliqués dans l’induction et la persistance de l’asthme et 

autres phénomènes allergiques.  

 Les lymphocytes T CD4
+
 naïfs se différencient en cellules Th17 principalement sous 

l’action du TGF-β. Les Th17 interviennent lors des réponses immunitaires contre les bactéries 

extracellulaires et les champignons et participent à l'induction de nombreuses maladies auto-

immunes. Ces cellules produisent l’IL-17a, l’IL-17f, l’IL-21 et l’IL-22. 
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 Les cellules Treg jouent un rôle essentiel dans le maintien de la tolérance de soi ainsi 

que dans la régulation des réponses immunitaires. Elles se différencient sous l’action du TGF-

β et de l’IL-2 pour ensuite produire l’IL-10, le TGF-β, et l’IL-35. Les lymphocytes B 

régulateurs (Breg) produisent aussi ces cytokines immunosuppressives et orientent la 

différenciation des lymphocytes T en faveur d'un phénotype régulateur à la fois chez la souris 

et l’Homme [98,99]. Carter et al (2011 et 2012) ont montré chez la souris que l’incapacité des 

cellules B à produire de l’IL-10 induit une déficience en cellules Treg, associée à une 

augmentation des lymphocytes Th1 et Th17 dans le cas d’une maladie autoimmune (arthrite 

rhumatoïde) [98,100]. Les cellules Breg existent également chez les nouveau-nés et 

contribuent à la sévérité de l’infection par le VRS en période néonatale (voir partie 5.2.4). 

 Au cours de la période néonatale, la bronchiolite est associée à une réponse 

immunitaire de type 2 et la réponse de type 1 est faible. L’infection par le VRS ou la 

stimulation par différents ligands de TLRs de cellules mononucléées de sang de cordon tend à 

promouvoir une polarisation Th2 de la réponse immunitaire [101–103]. De plus, les sécrétions 

nasopharyngés des nourrissons infectés par le VRS contiennent plus d'IL-4 que d’IFN-γ et le 

facteur de transcription Gata3 est plus exprimé que Tbet. Un trop faible niveau d'IFN-γ dans 

les sécrétions nasopharyngées de nourrissons infectés par le VRS est associé à une 

bronchiolite sévère [104,105]. Par ailleurs, Stoppelenburg et al (2013 et 2014) ont mis en 

évidence des réponses Th17 élevées dans les voies respiratoires et les cellules du sang de 

nourrissons pendant l'infection par le VRS. Ils suggèrent que l'IL-17 potentialiserait le 

recrutement des neutrophiles lors de l’infection participant alors aux dommages respiratoires 

constatés au cours de la bronchiolite [106,107]. Pour finir, Christiaansen et al (2016) ont 

montré que les Tregs activés sont significativement moins nombreux dans le sang 

périphérique de nourrissons infectés par le VRS par rapport aux nourrissons non infectés et 

des polymorphismes dans le gène de l’IL-10 ont été associés à une sévérité accrue de 

l’infection [108]. Ces résultats suggèrent qu’un défaut de régulation de la réponse 

immunitaire participerait à l’excès d’inflammation constaté chez certains nourrissons atteints 

de bronchiolite. Ainsi, l’infection par le VRS génère majoritairement une réponse 

immunitaire polarisée Th2/Th17 et faiblement Th1. 

3.3. Un rôle discuté des lymphocytes T CD8+ dans l’immunopathologie 

 La réponse des lymphocytes T CD8
+
 à l’infection par le VRS est généralement 

associée à une immunité de type 1 protectrice [109,110]. Les lymphocytes T CD8
+
 (souvent 

appelés lymphocytes T cytotoxiques, ou CTL) disposent de trois mécanismes d’action 
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majeurs après activation pour tuer les cibles infectées : la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires et antivirales, principalement le TNF-α et l'IFN-γ, la production et la 

libération de granules cytotoxiques contenant la perforine et des granzymes et l’interaction 

Fas/FasL aboutissant à l’apoptose de la cellule cible. Lors de la phase de convalescence, la 

population de lymphocytes T CD8
+
 se contracte pour former un pool de cellules mémoires 

locales et circulantes qui peuvent répondre rapidement à une infection ultérieure. Les cellules 

T mémoires résidentes (LTRM, lymphocyte T tissue-resident memory) constituent une sous-

population de lymphocytes T CD8
+
 présentant des fonctions de type inné, telles que la 

détection précoce de l'infection et la modulation de l'environnement inflammatoire [111]. Les 

cellules T CD8
+
 effectrices sont abondantes dans les poumons des adultes à la phase aiguë de 

l’infection par le VRS [111]. En revanche, les lymphocytes T CD8
+
 effecteurs sont quasiment 

absents dans les voies respiratoires et dans le sang périphérique lorsque la symptomatologie 

est à son paroxysme chez les nourrissons. Ils atteignent un nombre maximal lors de la 

convalescence (9-14 jours après l'apparition des symptômes) [88,112]. Ils ne contribuent donc 

probablement pas à la résolution de la primo-infection chez les nourrissons et ne sont pas à 

l’origine de l’immunopathologie dans les cas de bronchiolites sévères. Dans le modèle murin, 

le rôle des lymphocytes T CD8 au cours de l’infection par le VRS n’est pas clairement défini. 

Hussel et al (1997) ont montré que la déplétion des lymphocytes T CD8
+
 chez des souris 

adultes et, préalablement immunisé avec le virus recombinant de la vaccine exprimant la 

protéine F du VRS, conduit à une réponse immunitaire de type 2 (recrutement d’éosinophiles 

et production d’IL-4 et d’IL-5 dans les poumons) lors de l’infection par le VRS [113]. 

D’autres équipes ont montré que les lymphocytes T CD8
+
 participent à l’élimination virale 

pulmonaire mais contribuent à la sévérité de l’infection par le VRS (évaluée par la perte de 

poids) en recourant à des expériences de déplétion ou de transfert passif de lymphocytes T 

CD8 [114–116]. Cependant, des infections expérimentales réalisées chez le veau avec le VRS 

bovin ont montré que les T CD8
+
 sont indispensables à la résolution de l’infection. En effet, la 

déplétion in vivo des T CD8
+
 par des anticorps spécifiques retarde la clairance du virus dans 

les voies respiratoires et entraine des lésions pulmonaires plus sévères [117]. L’ensemble de 

ces données indique que les lymphocytes T CD8
+
 jouent probablement un rôle important dans 

la résolution de l’infection par le VRS et suggèrent que ce rôle est dépendant de la population 

de lymphocytes T CD8
+
 considérée (LTC, TRM) et des peptides viraux reconnus lors de 

l’infection par le VRS [118,119].   
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3.4. Une réponse anticorps non protectrice  

 Les signaux fournis par une sous-population de lymphocytes T CD4
+
 auxiliaires 

folliculaires (LTfh), localisés dans les organes lymphoïdes secondaires au sein de centres 

germinatifs, sont nécessaires aux fonctions des lymphocytes B. Les LTfh reconnaissent 

l'antigène présenté par les cellules B via le CMH-II et permettent une différenciation optimale 

des cellules B mémoires et des plasmocytes. Les LTfh expriment le ligand de CD40 (CD40L) 

et produisent des cytokines telles que l’IL-4, l’IFN-γ et le TGF-β permettant la commutation 

de classe des immunoglobulines : les plasmocytes générés produisent alors des IgG ou IgA et 

non plus des IgM [120]. Les anticorps sériques spécifiquement dirigés contre les protéines du 

VRS sont quasiment présents chez tous les enfants et tous les adultes, ce qui reflète 

l'universalité de l'infection par le VRS. Les glycoprotéines G et F sont les cibles antigéniques 

majeures pour la réponse immunitaire adaptative (production d’anticorps neutralisants). 

Toutefois, les réinfections par le VRS sont nombreuses au cours de la vie et s’accompagnent 

de réponses anticorps locales et systémiques qui ne sont que partiellement protectrices et de 

durée limitée. Le transfert passif d’immunoglobulines (en particulier le palivizumab) montre 

que l'administration systémique d'anticorps peut protéger contre les formes cliniques sévères 

de l'infection par le VRS. Cependant, l’infection naturelle par le VRS permet rarement 

d’atteindre des niveaux d'anticorps équivalents à ceux atteints avec le palivizumab. 

L'administration d'anticorps ne présente aucun avantage pendant une infection aiguë par le 

VRS et n’est efficace qu’en prophylaxie [121–125]. Les nourrissons nés à terme et en bonne 

santé sont protégés de l’infection par le VRS jusqu’à environ trois mois tant que les taux en 

IgG d’origine maternelle ne descendent pas en dessous d’un certain seuil de protection [126]. 

L'infection par le VRS chez les nourrissons peut entraîner la production d'IgG et IgA 

[93,127]. Néanmoins, la réponse anticorps primaire néonatale est relativement faible et de 

courte durée chez des nourrissons de moins de quatre mois [128]. Les IgA n’apparaissent 

dans les sécrétions nasales que vers le cinquième ou le sixième jour d'hospitalisation et les 

titres d'anticorps neutralisants atteignent un pic pendant la convalescence plutôt qu’à la phase 

aiguë de l'infection [93,127,129]. La raison pour laquelle l'infection par le VRS n'induit pas de 

taux très élevés d'anticorps protecteurs est inconnue. Néanmoins, sur la base de données 

obtenues chez des nourrissons et des souriceaux infectés par le VRS, McNamara et al (2013) 

ont montré que l’épithélium respiratoire produit les facteurs de survie des lymphocytes B, 

BAFF (B cell activating factor of the TNF family) et APRIL (A proliferation inducing ligand), 

en réponse à l’IFN-β [130]. De plus Jans et al (2017) ont mis en évidence que l’IFN-β induit 
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l’activation des lymphocytes B de nouveau-nés (induction de l’expression de CD69 et CD86) 

contrairement à l’exposition au VRS [131]. L’IFN-I n’est pas détecté en grande quantité dans 

les sécrétions nasales de nouveau-nés hospitalisés pour une infection sévère à VRS [93]. Ces 

données suggèrent qu’améliorer la production néonatale d’IFN-I mènerait à une meilleure 

production d’anticorps protecteurs contre le VRS.  

3.5. Le modèle murin dans l’étude de la pathogénèse  

Il existe des Orthopneumovirus humains (VRSh) tels que les VRS-A2, VRS Long et 

VRS Memphis M37 mais aussi des Orthopneumovirus non humains comme le VRS bovin 

(VRSb) ou le virus de la pneumonie murine. La souris, les primates non-humains, le rat du 

cotonnier et le mouton sont les mammifères non-humains utilisés pour étudier l'infection par 

le VRSh. A part le chimpanzé, tous les animaux modèles sont semi-permissifs à l'infection par 

le VRSh, c’est-à-dire que la réplication et la symptomatologie clinique ne sont pas aussi fortes 

que lors de l'infection par les Orthopneumovirus propres de l’espèce. Le VRSb et le virus de 

la pneumonie murine sont particulièrement utilisés pour étudier la pathogénèse puisque 

l’infection de leur hôtes naturels (respectivement le bovin et la souris) reflète assez bien la 

symptomatologie de la bronchiolite du nourrisson (pour revue [132]). Dans le cadre de ma 

thèse, j’ai utilisé le modèle murin pour les raisons suivantes. 

L’infection expérimentale de souris BALB/c adultes par le virus de la pneumonie 

murine se traduit par une importante réplication virale causant une grave perte de poids 

(marqueur de sévérité), d’importantes difficultés respiratoires et la mort de toutes les souris 

infectées. Néanmoins, la symptomatologie dépend de la souche virale utilisée, des doses 

d’inoculum administrées, du fond génétique des souris et de l’âge au moment de l’infection 

[133–135]. La réplication virale débute initialement dans les cellules alvéolaires et se poursuit 

dans les cellules épithéliales bronchiolaires [136,137]. Rapidement, des polynucléaires 

éosinophiles sont détectés dans les liquides de lavages bronchoalvéolaires puis les cellules 

neutrophiles deviennent majoritaires [138]. De plus, les dommages pulmonaires sont sévères. 

En outre, les cellules épithéliales alvéolaires entrent en apoptose et l’épithélium bronchique 

est nécrosé. L’infection par le virus de la pneumonie murine induit une réponse pro-

inflammatoire similaire à l’infection par le VRSh dans le modèle souris. Les chimiokines 

MIP1a, MIP2 (orthologue de l’IL-8 humaine) et MCP-1 sont détectées en grande quantité 

dans les lysats pulmonaires infectés [139]. Ces médiateurs de l’inflammation semblent 

impliqués dans les formes sévères de bronchiolite du nourrisson [140,141]. 
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Bien que peu permissif à l’infection par le VRSh, le modèle murin a permis d’élucider 

les mécanismes immunitaires qui ont conduit à l’immunopathologie exacerbée lors de la 

vaccination avec le FIVRS de nourrissons dans les années 60. Si l'on compare la réponse 

immunologique des enfants vaccinés par le FIVRS à celle de souris adultes, la vaccination a 

conduit à une production de cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13) ainsi qu'à une 

infiltration d'éosinophiles dans le poumon [142,143]. Les souris vaccinées par le FIVRS 

développent également une réponse anticorps qui ne protège pas d’une infection ultérieure par 

le VRS [142,143]. Delgado et al (2009) ont montré que le manque de protection après 

l’administration du FIVRS n’était pas dû uniquement à une altération des épitopes viraux 

protecteurs (F et G) par le traitement chimique mais aussi, à une insuffisance de stimulation 

de TLRs (des cellules dendritiques et des lymphocytes B) par le vaccin conduisant alors à la 

production d’anticorps de faible avidité, non protecteurs et, participant à l’exacerbation de la 

maladie [144]. Par ailleurs, sur la base de nombreuses études rétrospectives et prospectives, il 

est maintenant reconnu que les infections sévères du nourrisson par le VRS avec atteinte du 

tractus respiratoire profond sont un facteur de risque pour l’apparition d'asthme plus tard dans 

la vie de l'enfant (pour revue [145]). Dans le modèle murin, une infection durant les premiers 

jours de vie conduit lors d’une réinfection à l’âge adulte, aux bouleversements 

physiopathologiques rencontrés au cours de l'asthme mais aussi lors d’infections sévères par 

le VRS (bronchoconstriction, éosinophilie pulmonaire, hypersécrétion de mucus, sécrétion 

d'IL-13...). Si l'on recule l'âge de la primo-infection du souriceau à trois semaines de vie 

(sevrage) ou plus tard, ces évènements disparaissent et une réponse Th1 domine [146]. Ces 

données suggèrent que l’environnement pulmonaire du nouveau-né est propice à la survenue 

de la bronchiolite et que, l’infection par le VRS au cours de la période néonatale entraîne une 

empreinte immunopathologique dans les poumons favorisant la survenue d’asthme chronique.  

Le choix du modèle repose non seulement sur le type de paramètre biologique et/ou 

clinique que l'on souhaite étudier mais aussi sur la disponibilité des réactifs de laboratoire et 

des installations expérimentales disponibles. Dans ce contexte, le modèle murin offre de 

nombreux avantages dont la possibilité d’utiliser un large éventail de souris génétiquement 

modifiées. En outre, l’immunité innée peut être explorée grâce à des souris invalidées 

uniquement pour un gène. Il est alors possible d’analyser les conséquences biologiques et/ou 

cliniques spécifiques à cette délétion au cours de l’infection par le VRS. Néanmoins, les 

différences d’expression et de fonctionnement des gènes de l’immunité innée entre l’Homme 

et l’animal ne sont que peu décrites (pour revue [147]). Il est nécessaire de rester prudent 
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quant à l’extrapolation à l’humain des données obtenues à partir des modèles murins 

d’invalidation génétique.  

Globalement, l'infection par le VRS est essentiellement étudiée avec le modèle souris. 

Les conditions d’élevage moins contraignantes et moins couteuses que les autres espèces 

animales, l’abondance des réactifs de laboratoire disponibles pour ces animaux, la relative 

similarité des systèmes immunitaires murins et humains ainsi que l’existence de souris 

transgéniques potentiellement exploitables rendent ce modèle particulièrement attractif.    

4. L’initiation de la réponse immunitaire anti-VRS  

L’initiation de la réponse immunitaire innée repose sur la reconnaissance de motifs 

moléculaires associés aux pathogènes (Pathogen-Associated Molecular Patterns ou PAMPs) 

par des récepteurs spécifiques : les Pattern Recognition Receptors (PRRs). A ce jour, 

plusieurs classes de récepteurs ont été identifiées (pour revue [148]). Une première famille de 

PRRs membranaires, les TLRs, est particulièrement impliquée dans les défenses antivirales. 

Initialement découverts chez la drosophile, onze types de TLRs ont ensuite été identifiés chez 

l’Homme et treize chez la souris. Une autre famille de PRRs est présente exclusivement au 

niveau cytosolique : les retinoic acid–inducible protein I (RIG-I)-like receptors (RLRs) et les 

nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat-containing proteins (NLRs). Ces 

récepteurs sont aussi impliqués dans la défense précoce de l’hôte à l’infection par le VRS 

(pour revue [149,150]) (figure 7).  
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Figure 7. Voies de signalisation activées lors de la détection du VRS par les PRRs 

membranaires et cytosoliques. ARN sb, ARN simple brin ; ARN db, ARN double brin ; IRF, 

Interferon regulatory factor ; MAVS/IPS1, Mitochondrial antiviral-signaling protein ou aussi 

appelée Interferon-β promoter stimulator 1 ; MDA5, Melanoma differentiation associated 

gene 5 ; MyD88, Myeloid differentiation primary response 88 ; NF-κB, Nuclear Factor κB ; 

NOD2, Nucleotide-binding oligomerization domain 2 ; RIG-I, Retinoic acid inducible gene I, 

TLR, Toll-like receptor ; TRIF, TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β. 

Adaptée de [151]. 

4.1. La localisation des récepteurs de l’immunité innée impliqués dans la détection 

du VRS et l’initiation de la réponse antivirale 

Dans la partie qui suit je décrirai la localisation des PRRs impliqués dans la 

reconnaissance du VRS et les voies de signalisation activées lors de la détection des motifs 

PAMPs associés au VRS. Les travaux exposés ont été réalisés avec des souris adultes. Cela 

suggère que la localisation, le trafic ou le fonctionnement des PRRs peut être différent au 

cours de la période néonatale. Je terminerai cette partie en décrivant de manière générale le 

rôle des IFNs dans le contrôle des infections virales. 
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4.1.1.  Les TLRs localisés à la membrane plasmique des cellules  

Les cellules épithéliales pulmonaires humaines et murines ainsi que les macrophages 

expriment une large gamme de TLRs incluant le TLR4 (pour revue [152,153]). La protéine de 

fusion F du VRS est reconnue par le TLR4, qui est également connu pour détecter le LPS des 

bactéries à Gram négatif [154]. L’activation du TLR4 conduit à la production de cytokines 

pro-inflammatoires et d’IFN-I, impliquant les voies de signalisation dépendantes de deux 

molécules adaptatives : myeloid differentiation primary response 88 protein (MyD88) ou TIR 

domain-containing adapter inducing interferon β (TRIF). La signalisation TLR4 et 

l'engagement de la voie IL-4Rα (interleukin-4 receptor α chain) /STAT6 (signal transducer 

and activator of transcription 6) et IFN-β dans les MAs murins favorisent une réponse 

immunitaire de type 2 au cours de l'infection par le VRS [155]. Chez les souris 

C57BL10/ScCr déficientes pour l’expression du TLR4, la clairance du VRS ainsi que 

l'activation et le recrutement des cellules NK sont altérés [154,156]. Cependant, ces 

paramètres ne sont pas affectés chez des souris BALB/c déficientes pour ce même récepteur 

[157].  

Le complexe TLR2/TLR6 est également impliqué dans la détection du VRS, mais les 

PAMPs reconnus par ce complexe au cours de l’infection VRS ne sont pas connus. 

L'activation de ces récepteurs favorise la production des IFNs de type I et de cytokines pro-

inflammatoires par la voie dépendante de MyD88. Dans les poumons de souris adultes 

déficientes pour les TLR2 et TLR6 infectées, la charge virale est augmentée et le recrutement 

des neutrophiles est altéré. De plus, les MAs isolés de ces souris produisent des taux réduits 

d'IFN-I et de cytokines inflammatoires [158]. 

D’autres cellules immunitaires innées pulmonaires peuvent exprimer les TLR4 et 

TLR2. Leur expression vient d’être mise en évidence au sein des cellules lymphoïdes innées 

de type 2 (ILC2 ou innate lymphoid cells 2) et est associée à une réponse immunitaire de type 

2 via la production d'IL-13 [159]. 

4.1.2. Les TLRs localisés à la membrane endosomale  

Le TLR3 détecte la forme double brin de l'ARN du génome du VRS, qui est généré au 

cours du cycle de réplication du virus [160]. Le TLR3 signale exclusivement au travers de la 

voie TRIF. Le recrutement de TRIF conduit à l'activation du facteur de transcription 

interferon regulatory factor 3 (IRF-3) qui, après translocation nucléaire, permet la 

transcription puis la synthèse d'IFN-I par la cellule. Le TLR3 est exprimé constitutivement par 
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de nombreux types cellulaires y compris les cellules épithéliales nasales et pulmonaires, les 

MAs et les cellules dendritiques [161,162]. Rudd et al. (2005) ont montré que le VRS favorise 

une immunité de type 2 chez les souris adultes déficientes en TLR3 avec une infiltration 

d’éosinophiles, une surproduction de mucus et la sécrétion de cytokines de type Th2 (IL-5 et 

IL-13) tandis que la charge virale reste inchangée [160]. 

Le TLR7 détecte la forme simple brin de l’ARN virale. Cette fixation de l’ARN 

monocaténaire du VRS au TLR7 aboutit à la synthèse d'IFN-I et de cytokines pro-

inflammatoires via l'activation d’IRF-7 et du facteur de transcription nuclear factor-κ B (NF-

κB) grâce au recrutement de MyD88. Les cellules épithéliales pulmonaires, les cellules 

dendritiques et les éosinophiles sont capables de détecter le VRS par l’intermédiaire du TLR7 

[152,163,164]. L'infection par le VRS de souris déficientes pour le TLR7 induit une 

augmentation significative de l'inflammation et de la production de mucus dans les poumons 

[163]. Schlender et al (2005) ont montré que le VRS empêche la production d'IFN-I dans les 

cellules dendritiques humaines d'une manière dépendante du TLR7 sans toutefois mettre en 

évidence le mécanisme impliqué dans cette inhibition [27]. 

4.1.3. La localisation cytosolique des RLRs et des NLRs  

Les récepteurs retinoic acid inducible gene I (RIG-I) et melanoma differentiation 

associated gene 5 (MDA5) sont des récepteurs à hélicases localisés dans le cytosol se liant à 

la forme double brin de l’ARN viral et dans le cas de RIG-I à l’ARN simple brin non coiffé 

triphosphorylé [165,166]. RIG-I est particulièrement impliqué dans les réponses IFN-I des 

cellules épithéliales pulmonaires, des cellules dendritiques, des MAs et des fibroblastes lors 

de l’infection par le VRS [167–169]. RIG-I et MDA5 contiennent deux domaines N-

terminaux de recrutement et d’activation des caspases (domaines CARDs) qui, après détection 

du virus dans le cytosol, interagissent avec la protéine adaptatrice mitochondriale antivirale 

(MAVS, mitochondrial antiviral-signaling protein) pour déclencher les voies NF-κB et IRF-

3. D’après Loo et al (2007), RIG-I est essentielle pour l’induction de la réponse IFN-I au 

cours de l’infection par le VRS de fibroblastes embryonnaires murins alors que MDA-5 ne 

l’est pas. Les auteurs suggèrent que MDA-5 jouerait un rôle auxiliaire dans l’amplification de 

la réponse IFN-I initiée par l’activation de RIG-I [169]. Le groupe de Johansson a montré que 

les MAs sont les principaux producteurs d’IFN-I via la voie dépendante de MAVS dans les 

poumons de souris adultes infectées par le VRS [168]. 

Le récepteur nucleotide-binding oligomerization domain 2 (NOD2), un membre de la 

famille des NLRs, peut également détecter l'ARN génomique simple brin du VRS et 
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déclencher une réponse IFN-I via la voie MAVS dans des cellules épithéliales alvéolaires 

humaines et les poumons de souris [170].  

Lors de l’infection par le VRS, les souris déficientes pour l’expression de MAVS 

présentent une clairance virale retardée et une augmentation du recrutement des neutrophiles 

dans les poumons [167]. Les cellules épithéliales pulmonaires, les macrophages alvéolaires et 

les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse de ces souris présentent un défaut de 

production d’IFN-I [167]. L’absence d’expression de MAVS n’influence pas la production 

d’IFN-γ par les LTC mais conduit à une moindre production d’IgG1 et d’IgG2 au cours de 

l’infection par le VRS [171]. Ainsi, la voie de signalisation des RLRs et NLRs via MAVS est 

importante pour le contrôle de l’inflammation et la mise en place d’une réponse anticorps 

optimale au cours de l’infection par le VRS.  

4.1.4. Le rôle des interférons dans la réponse antivirale 

Les IFNs ont été découverts par Isaacs et Lindenmann en 1957 comme des substances 

qui protègent les cellules de l'infection virale [172]. Depuis, il est reconnu que les IFNs 

possèdent un large éventail de fonctions biologiques, y compris des propriétés antivirales, 

antiprolifératives et immunomodulatrices (pour revue [173]). L'infection virale déclenche la 

synthèse et la sécrétion transitoire d'IFNs pour favoriser la protection des cellules encore non 

infectées. Les IFNs induisent la transcription de centaines de gènes stimulés par l'IFN (IFN-

stimulated genes ou ISGs), dont certains produits protéiques inhibent des étapes de la 

réplication virale. Les virus ont développé de nombreux mécanismes pour échapper aux 

actions antivirales des IFNs en bloquant leur synthèse et/ou leurs actions. A titre d’exemple 

les protéines non structurales NS1 et NS2 du VRS sont connues pour inhiber in vitro et in 

vivo chez la souris la réponse IFN-I dans les cellules épithéliales et les macrophages 

[174,175].  

La classification des IFNs est basée sur les récepteurs de surface cellulaire auxquels ils 

se lient pour activer les voies de signalisation intracellulaires (pour revue [176]). La classe des 

IFN-I comprend de nombreux sous-types d’IFN-α (1 à 13 pour l’Homme et jusqu’à 14 pour la 

souris), un sous-type d’IFN-β et d’autres IFN-I minoritaires (IFN-ε, IFN-κ, IFN-ω et IFN-ζ). 

L’IFN-γ est le seul IFN de type II (IFN-II) connu et les IFN-λs (1 à 4) appartiennent au type 

III (IFN-III). Le récepteur dimérique aux IFN-I, interferon-α/β receptor (IFNAR) 1 et 2, est 

exprimé de manière ubiquitaire à la surface des cellules. Le récepteur à l’IFN-γ, IFN-γ 

receptor (IFNGR), constitué de deux sous-unités IFNGR1 et deux sous-unités IFNGR2, est 

localisé à la surface des lymphocytes T et des cellules présentatrices d’antigène tel que les 
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macrophages (pour revue [177]. L’expression du récepteur aux IFN-III, IFN-λ receptor 

(IFNLR), n’est décrite que dans les cellules épithéliales et les hépatocytes [178–180]. 

La synthèse des IFNs doit être déclenchée rapidement et fortement lors du contact de 

l'hôte avec le virus. La détection des protéines d’enveloppe comme la glycoprotéine F du 

VRS ou le génome viral après l'entrée du virus par les PRRs permet la production rapide des 

IFN-I et -III par les cellules de l’immunité innée en réponse à l’infection virale. Au cours de 

l’infection par le VRS, l’IFN-I est majoritairement produit par les MAs et les CDp chez la 

souris adulte [168,181]. L’IFN-III est principalement produit par les cellules épithéliales 

[182]. La question reste ouverte chez le souriceau. Après fixation sur leurs récepteurs, les 

IFN-α et -β limitent la propagation de l'infection en induisant un état antiviral intrinsèque aux 

cellules infectées et aux cellules dans leur voisinage. De plus, les IFN-I participent au contrôle 

de l'inflammation et renforcement le système immunitaire adaptatif (pour revue [183]. 

La voie de signalisation intracellulaire mobilisée lors de la fixation des IFN-I et -III 

sur leur récepteur est similaire et implique le complexe de transcription ISG factor 3 (ISGF3, 

IFN‐stimulated gene factor 3) (pour revue [176]). L’activation d’ISGF3 aboutit à la 

transcription de groupes d’ISGs dont certains sont des facteurs de restriction viraux qui 

agissent à différents niveaux du cycle de réplication virale. Parmi les ISGs les plus connus, 

PKR (protein kinase R), OAS (2’,5’-oligoadenylate synthase) 1 et 2, OASL (2′-5′-

Oligoadenylate Synthetase-Like Protein), IFITM3 (interferon-induced transmembrane protein 

3), ISG15 (IFN-stimulated gene 15) et Mx (myxovirus resistance) gene 1 et 2 sont induits au 

cours de l’infection in vitro de cellules épithéliales et de macrophages par le VRS [26,184–

191]. Certaines de leurs fonctions sont indiquées dans le Tableau 3. 
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Tableau 3. Mécanismes d’action antivirale identifiés de PKR, OAS, IFITM3, ISG15 et Mx. 2-

5A : 5′-phosphorylated 2′-5′-linked oligoadenylate ARNdb : ARN double brin, eIF2α : 

eukaryotic translation initiation factor 2 subunit, VRS : virus respiratoire syncytial 

Gène 

induit par 

l’IFN 

Virus/ligand 

utilisé 
Cellules hôtes 

Effet sur la 

réplication virale 
Références 

PKR 

Virus de la 

Stomatite 

Vésiculaire 

Fibroblastes 

embryonnaires 

murins 

Inhibition de la 

traduction des protéines 

virales 

(phosphorylation 

eIF2α) 

[192] 

OAS 
2-5A induit par 

l’ARNdb 

Cellules 

prostatiques 

Dégradation des ARNs 

messagers  

(activation de la RNase 

L) 

[193] 

IFITM3 VRS 
Cellules 

épithéliales 

Inhibition de l’entrée 

virale 
[191] 

ISG15 VRS 
Cellules 

épithéliales 

Inhibition de la 

transcription  

(ISGylation de 

protéine(s) virales) 

[185] 

Mx Virus Influenza 

Fibroblastes 

embryonnaires 

murins 

Inhibition de la 

transcription des ARNs 

messagers viraux et du 

génome viral 

[194,195] 

4.2. La régulation de l’activation des TLRs endosomaux et de RIG-I  

La localisation membranaire ou intracytosolique des PRRs est un processus biologique 

finement régulé car d’elle dépend l’activation des récepteurs immunitaires innés. Grâce au 

modèle murin adulte, beaucoup de données soulignent l’existence d’un trafic intracellulaire 

intense permettant aux PRRs de se localiser au niveau des compartiments subcellulaires 

adéquats à leur activation et, au déclenchement de différentes voies signalisation aboutissant à 

une réponse cellulaire protectrice. Depuis le réticulum endoplasmique, les TLRs migrent 

jusqu'à l'appareil de Golgi où ils sont triés pour être pris en charge par le système endo-

lysosomal qui contribue à l’activation pH-dépendante de certains TLRs. La description du 

trafic intracellulaire du TLR7 découle principalement d’études portant sur l’activation du 

TLR9 (pour revue [196]). De nombreuses protéines adaptatrices (UNC93B1, gp96, PRAT4A, 

LRRC59, AP-1 à-4...) et transporteurs multiprotéiques (COPII et ESCRT) sont nécessaires au 

trafic intracellulaire et sont dépendants du TLR engagé. L’équipe de Grégory Barton a pour la 
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première fois montré dans des macrophages et des cellules dendritiques dérivées de moelle 

osseuse murine que l'activation des TLR7 et TLR9 nécessite un clivage protéolytique par des 

enzymes dont l’activité requiert l'acidification endo-lysosomale [197]. Par la suite, le même 

groupe et d’autres équipes ont montré que le clivage endo-lysosomal des TLR3, TLR7 et 

TLR9 est dépendant de l’action conjointe de l’endopeptidase à asparagine et de plusieurs 

cathepsines [198–201]. La nécessité d’un clivage protéolytique des ectodomaines des TLR3, 

TLR7 et TLR9 dans certaines conditions de pH est un facteur permettant de restreindre leur 

action aux compartiments endo-lysosomaux et donc de prévenir une activation inappropriée 

par les acides nucléiques endogènes cytoplasmiques. 

Parmi les récepteurs intracytosoliques, l’activation de RIG-I est la plus décrite. 

L’équipe de Michael Gale a montré qu’au cours d’infections à virus à ARN (virus de 

l’hépatite C ou virus Sendai) RIG-I, associé à la molécule chaperonne 14-3-3ε et à la ligase 

tripartite motif-containing protein 25 (TRIM25), migre du cytosol à la membrane située à 

l'interface entre le réticulum endoplasmique et les mitochondries (mitochondrial-associated 

ER membrane ou MAM) afin d’y recruter MAVS et d’initier la réponse antivirale [202,203]. 

L’activation de RIG-I repose à la fois sur la translocation du complexe RIG-I/14-3-

3ε/TRIM25 vers le MAM, l’ubiquitination de RIG-I au niveau de l’extrémité N-terminale des 

domaines CARDs par TRIM25 et, sur les changements structuraux qui s’opèrent en C-

terminal permettant alors l’interaction avec MAVS [204,205].  

 Le trafic intracellulaire des PRRs au sein des différentes cellules de l’immunité innée 

est nécessaire à leur activation et conditionne la réponse antivirale. Ce trafic est dense, 

complexe et suppose l’intervention du cytosquelette d’actine dans la régulation de ce 

processus. A l’heure actuelle il n’existe qu’une seule étude publiée en 2017 par l’équipe de 

Loredana Saveanu qui souligne l’importance du cytosquelette dans l’activation de certains 

TLRs endosomaux[206]. Ce travail ajoute une nouvelle dimension à la régulation de 

l’activation des PRRs et des réponses immunitaires innées qui en découlent en impliquant 

IRAP (Insulin Responsive AminoPeptidase), une protéine localisée à la membrane de 

nombreuses vésicules intracellulaires et aux multiples fonctions. 

4.3. IRAP, un acteur majeur de la régulation du trafic intracellulaire des TLRs  

4.3.1. La découverte de IRAP 

 IRAP, également appelée leucyl/cystinyl aminopeptidase (LNPEP), cystinyl 

aminopeptidase (CAP), human placental leucine aminopeptidase (P-LAP), ocytocinase et 
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vasopressinase, a été étudiée dans différents contextes biologiques depuis 1930. Keller et al 

(1995, 2002) ont décrit IRAP lors de l’étude des mécanismes de régulation de l’internalisation 

du glucose par l’insuline dans les tissus adipeux même si, déjà dans les années 1930, on 

l’étudiait sous le nom d’ocytocinase dans le cadre de la régulation hormonale [207–209]. 

IRAP a été identifiée dans des endosomes appelés GLUT4 storage vesicles (GSV). Ces 

vésicules permettent le transport du glucose du sang aux adipocytes après translocation à la 

membrane de GLUT4 qui appartient à l’une des trois classes de glucose transporters (GLUT). 

La présence de IRAP dans ces vésicules régulerait la rétention de GLUT4 dans les GSV en 

contrôlant la fixation des GSV au cytosquelette d’actine [210,211]. Keller et son équipe ont 

aussi montré que IRAP est exprimée dans un grand nombre d’organes dont les poumons, le 

cerveau, les reins et la rate [207]. Ces travaux suggèrent une fonction cellulaire de IRAP bien 

plus large que celle de la régulation de la glycémie et localisent IRAP à la membrane d’un 

large panel de vésicules intracellulaires. 

 De nombreuses fonctions sont attribuées à la protéine IRAP en raison de ses domaines 

intracytosolique de liaison au cytosquelette et intraluminal de catalyse enzymatique (figure 8). 

IRAP est une protéine transmembranaire composée de 1025 acides aminés [207]. Le domaine 

N-terminal intracytosolique de 110 acides aminés contient des motifs impliqués dans 

l'endocytose, le trafic intracellulaire et interagit avec certaines protéines du cytosquelette telle 

que la vimentine ou formin-homology-domain-containing protein 1 (FHOD1) [207,212,213]. 

La protéine IRAP appartient à la famille des aminopeptidases M1 de par son extrémité C-

terminale intraluminale de 893 résidus qui contient le site de catalyse enzymatique dont 

l’activité dépend de la présence d'un atome de zinc [207].  

 

Figure 8. Représentation schématique de la protéine IRAP. Adaptée de [210]. 
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4.3.2. La place de IRAP dans le système immunitaire 

 L’équipe de Susanna Keller a débuté la caractérisation de la molécule IRAP dans les 

cellules du système immunitaire dans les années 2000. Dans les mastocytes, Liao et al (2006) 

ont constaté que la protéine IRAP est localisée à la membrane de vésicules qui partagent des 

marqueurs de fusion et de trafic membranaire (appelés v-SNARE pour soluble N-

ethylmaleimide attachment protein receptors) avec les GSV et présentent aussi des marqueurs 

d’endosomes précoces et de recyclage (transferrin receptor et syntaxine 13). Dans ces 

cellules, les vésicules IRAP
+
 migrent du milieu intracellulaire à la membrane plasmique lors 

d’une stimulation antigène/IgE-dépendante. Les auteurs suggèrent que le trafic des vésicules 

IRAP
+
 est impliqué dans la régulation des fonctions de dégranulation mastocytaire. 

Néanmoins, en raison de l’absence de drogue interférant spécifiquement avec le trafic des 

vésicules IRAP
+
 sans altérer la fonction enzymatique de la protéine IRAP, les auteurs ne 

peuvent conclure avec précision sur le rôle de la protéine IRAP dans ces cellules [214].  

 Nikolaou et al (2014) ont montré que la protéine IRAP est également présente dans les 

macrophages péritonéaux. L’IFNy et le LPS (inducteurs du phénotype M1) provoquent une 

augmentation de l’expression de la protéine IRAP dans les macrophages contrairement à l’IL-

4, l’IL-10 et le TGF-β (inducteurs du phénotype M2) qui ne modifient pas son expression 

[215]. L’équipe suggère que la protéine IRAP serait associée aux fonctions cytotoxiques et 

inflammatoires des macrophages de type M1. De plus, le LPS ou des billes de latex favorisent 

très transitoirement le recrutement de la protéine IRAP à la membrane plasmique des 

macrophages péritonéaux [215]. Grâce à ses interactions avec des protéines du cytosquelette 

et du système endo-lysosomal, la protéine IRAP naviguerait entre le cytosol et la membrane 

plasmique afin de délivrer rapidement à la membrane les protéines nécessaires au 

déclenchement de la réponse TLR4 ou des processus de phagocytose. Ainsi, ces travaux ont 

permis de montrer que la protéine IRAP est localisée à la membrane de vésicules 

intracellulaires mobiles qui régulent le fonctionnement cellulaire en réponse à différents 

stimuli. De par son domaine intracytosolique de liaison au cytosquelette et sa localisation 

transmembranaire, la protéine IRAP intervient dans le contrôle du trafic vésiculaire. 

 Dans les cellules dendritiques, la protéine IRAP a d’abord été étudiée dans le contexte 

de la présentation antigénique en raison de son activité enzymatique intraluminale [216,217]. 

Les investigations ont débuté par la recherche d’aminopeptidases capables d’élaguer des 

peptides de grandes tailles pour favoriser leur présentation par le CMH-I. Dans de nombreux 

sous-types de cellules dendritiques la protéine IRAP est à la fois localisée dans des 
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endosomes périphériques en présence du CMH-I mais aussi, au niveau de phagosomes 

précoces qui se forment lors de l’initiation de la phagocytose [216]. L’ensemble de ces 

éléments a conduit à l’hypothèse que la protéine IRAP pouvait être impliquée dans le 

processus de présentation croisée des cellules dendritiques. L’utilisation de cellules 

déficientes pour l’expression de IRAP (IRAP KO) a permis de prouver cette hypothèse 

puisqu’en l’absence de la protéine IRAP, les antigènes exogènes internalisés ne sont plus 

présentés par les cellules dendritiques [216].  

4.3.3. Le rôle de la protéine IRAP dans le contrôle de l’activation des TLRs 

endosomaux 

 Cheng et al (2014) ont identifié une mutation mononucléotidique (Ala763Thr) du gène 

codant pour IRAP chez des patients atteints de psoriasis. Les auteurs ont montré que 

l’expression de la protéine IRAP est diminuée au niveau des lésions de la peau de ces 

individus [218]. Une activation inappropriée des TLRs endosomaux et de RIG-I favorise la 

survenue du psoriasis qui est une maladie d’origine auto-immune [219,220]. Actuellement, 

aucun lien direct n’a pu être démontré entre la protéine IRAP et la régulation de l’activation 

de ces PRRs lors de psoriasis. 

 L’équipe de Loredana Saveanu a montré que la protéine IRAP limite les réponses 

inflammatoires et les productions d’IFN-I dans différentes cellules immunitaires et au cours 

d’infections respiratoires. Le virus de la grippe possède un génome à ARN simple brin et 

comme le VRS, est détecté par les TLR3, TLR7 et RIG-I [221,222]. La bactérie Pseudomonas 

aeruginosa (P. aeruginosa) peut être détectée par le TLR9 dont le fonctionnement est 

relativement proche de celui du TLR7 [223]. Les souris IRAP KO infectées par ces 

pathogènes meurent plus rapidement que les animaux WT [206] (Descamps et al., données 

non publiées pour la grippe). Les auteurs ont montré que les liquides de lavages broncho-

alvéolaires des souris IRAP KO infectées par P. aeruginosa contenaient des concentrations 

plus élevées de cytokines inflammatoires (CXCL1, IL-6, TNF-α et IL-1β) que les souris de 

type sauvage (WT). Les MAs IRAP KO infectés ex vivo par P. aeruginosa sécrétaient plus 

d’IL-6 et de TNF-α que leur homologue WT en réponse à une stimulation du TLR9 [206]. De 

plus, les réponses induites par l’activation des TLR7 et TLR9 suite à des stimulations par 

l’imiquimod et le CpG, respectivement, sont augmentées dans les cellules dendritiques 

dérivées de moelle osseuse, les CDp de la rate et les cellules épithéliales pulmonaires en 

l’absence de IRAP ([206] et Descamps et al., données non publiées). Ces résultats suggèrent 

que la protéine IRAP limite l’exacerbation de la pathologie respiratoire en modérant 
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l’inflammation grâce au contrôle de l’activation des PRRs. L’étude précise du contrôle de 

l’activation de ces TLRs par IRAP n’a pu être possible qu’avec le TLR9, compte tenu de 

l’absence de bons anticorps anti-TLR7. La signalisation TLR9 est augmentée en l’absence de 

IRAP dans les BMDCs. L’interaction entre la protéine adaptatrice MyD88 et les facteurs de 

transcription NF-κB ou IRF-7 est plus forte dans les cellules IRAP KO et les réponses 

inflammatoires et les sécrétions d’IFN-I sont augmentées [206]. La protéine IRAP interagit 

avec la protéine du cytosquelette FHOD4 dans les cellules dendritiques. Dès lors, le modèle 

d’activation des TLR7 et TLR9 proposé par l’équipe de Loredana Savaenu est que, grâce à 

l’interaction de la protéine IRAP avec le cytosquelette, la maturation endo-lysosomale et 

l’acidification des endosomes IRAP
+
 sont ralentis, limitant alors les réponses inflammatoires 

et anti-virales (figure 9). Ce travail permet d’identifier la protéine IRAP comme un régulateur 

clé du trafic intracellulaire de vésicules participante à l’activation pH-dépendante de TLRs 

endosomaux dans la cellule dendritique. 

 

Figure 9. Modèle d’activation du TLR9 proposé par l’équipe de Loredana Saveanu. En 

conditions basales, le TLR9 est retenu dans le réticulum endoplasmique (RE). Après une 

stimulation cellulaire, le complexe TLR9-Unc93b se dirige vers la surface cellulaire pour être 

ensuite internalisé de façon dépendante de la clathrine grâce à l’acquisition de la protéine 

adaptatrice AP2, qui contribue au trafic membranaire intracellulaire. Le TLR9 atteint les 
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endosomes IRAP
+
 qui contiennent le CpG. Les vésicules IRAP

+
 fusionnent avec des vésicules 

EEA1
+
 VAMP3

+
 (marqueurs d’endosomes précoces et de recyclage) pour recruter MyD88 et 

activer NFκB. L’acquisition d’AP3 permet le transport du TLR9 à des vésicules LAMP
+
 

(lysosomes), probablement par l’intermédiaire des microtubules, d’où la signalisation via 

IRF7 est possible. La polarisation de l’actine autour des compartiments endosomaux retarde 

le transport des CpG et TLR9 aux lysosomes. L’interaction de la protéine IRAP avec FHOD4 

encre les endosomes contenant les CpG et TLR9 au réseau d’actine, bloquant leur transport 

vers les lysosomes limitant ainsi l’activation du TLR9. Adapté de [206]. 

5. L’environnement pulmonaire en période néonatale : un facteur de 

sensibilité à l’infection par le VRS 

5.1. Le développement de l’arbre respiratoire 

Le nez, les fosses nasales, la bouche, le pharynx et le larynx composent les voies 

aériennes supérieures. La trachée fait suite au larynx. Chacune des deux bronches souches 

partant de la trachée pénètre dans un des deux poumons donnant naissance aux voies 

aériennes inférieures. Selon leurs fonctions, les voies respiratoires profondes sont divisées en 

une partie conductrice et une partie respiratoire. A partir de la trachée, les voies aériennes se 

divisent par dichotomie. A chaque branchement, le nombre de conduits double alors que le 

diamètre diminue. Il y a 23 divisions et les 16 premières englobent des voies conductrices. 

Elles comprennent différentes bronches pour arriver jusqu’aux bronchioles terminales. La 

partie respiratoire (zone de transition et d’échanges gazeux) compte sept générations de voies 

aériennes. Les bronchioles terminales donnent naissance à plusieurs générations de 

bronchioles respiratoires avec l’apparition d’alvéoles au niveau de leur paroi permettant alors 

le début des échanges gazeux. L’arbre respiratoire se termine par les canaux et les sacs 

alvéolaires. La paroi des voies aériennes est formée de trois tuniques dont la composition 

varie tout au long du tractus respiratoire. En partant de la lumière, l’épithélium et le chorion 

forment la muqueuse qui repose sur une couche cartilagineuse. La structure de l’épithélium 

varie en fonction du diamètre des voies aériennes.  

 Le développement pulmonaire comprend principalement trois périodes qui peuvent se 

recouvrir. Les durées des différentes phases sont indiquées en jours post-conception (jpc) 

entre parenthèses et correspondent à l’humain (H) ou à la souris (S) (figure 10) : 

 Embryonnaire (H : 26-49 jpc, S : 9,5-12 jpc)  

 Fœtale (H : 35-266 jpc, S : 12 jours jpc à 4 jours après la naissance) 

 Post-natale (H : jusqu’à environ 20 ans, S : 4 à environ 36 jours après la naissance) 

http://www.respir.com/doc/abonne/pathologie/bronchite-chronique-bpco/BPCOAspectNormal.asp
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 La période embryonnaire comprend l'organogénèse au cours de laquelle les bourgeons 

pulmonaires vont s'allonger et débuter une morphogénèse ramifiée à l'origine du future "arbre 

respiratoire". Les ramifications pulmonaires se dessinent progressivement et commenceront à 

se recouvrir de cartilage à la fin de l’embryogénèse. 

 La période fœtale se distingue par trois niveaux de développement des poumons que 

sont les étapes pseudoglandulaire, canaliculaire et sacculaire. L'étape pseudoglandulaire (H : 

35-119 jpc, S : 12-16,5) se traduit chez l'Homme par l'apparition des vingt premières 

générations des futures voies respiratoires. A la fin de cette étape, les premières générations 

de canaux alvéolaires sont déjà esquissées. De plus, à ce stade, les premières cellules 

épithéliales ciliées, caliciformes et basales sont présentes au niveau proximal des conduits 

aériens pour ensuite naître vers la périphérie. A l'étape canaliculaire (H : 112-182 jpc, S : 

16,5-17,5) les cellules épithéliales se différencient permettant ainsi la distinction entre les 

voies de conduction de l'air et les voies respiratoires. A ce stade l’unité respiratoire appelée 

acinus est alors décelable et la barrière alvéolo-capillaire commence à apparaître. L'épithélium 

encore cuboïde des futures conduits alvéolaires va se différencier en cellules épithéliales 

alvéolaires de type I ou II. Les cellules de type I de par leurs extensions couvrent la majeur 

partie de la surface alvéolaire. Les cellules de type II, précurseurs du type I, s'intercalent entre 

ces dernières, souvent au niveau de la rencontre de trois septa alvéolaires. A ce niveau, 

l'endothélium des capillaires sanguins se trouve en contact étroit avec les cellules alvéolaires 

de type I pour former la future barrière alvéolo-capillaire. L'étape sacculaire (H : 168-266 jpc, 

S : 17,5 jpc à 4 jours après la naissance) est l'étape intermédiaire entre la fin de la 

morphogénèse ramifiée et l'alvéolarisation qui a déjà débuté à la période canaliculaire. La 

surface d'échanges gazeux croît et à ce stade du développement les précurseurs des cellules de 

muscles lisses commencent à former un réseau de fibres élastiques et de fibrilles de collagène 

nécessaire à l'alvéolarisation.   

 Chez l'Homme, les poumons du nouveau-né arrivé à terme présentent un début 

d'alvéolarisation. Le nombre de septa augmente agrandissant ainsi la surface d’échanges 

alvéolo-capillaires. Cette phase se poursuit au moins aussi longtemps que les poumons se 

développent soit environ jusqu'à vingt ans (pour revue [224]).  
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Figure 10. Développement pulmonaire au cours du temps. d : durée, jpc : jours post-

conception. Adapté de [224]. 

5.2. La maturation immunitaire du poumon néonatal : mise place d’un 

environnement immunitaire de type 2 et sensibilité à l’infection par le VRS 

 Au cours de la période d'alvéolarisation, juste après la naissance, le poumon néonatal 

est nouvellement exposé à de nombreux stimuli d'origine environnementale mais aussi 

endogènes comme la sécrétion de chimiokines et de cytokines. Ces changements influencent 

le développement du système immunitaire associé à la muqueuse pulmonaire. À l'état basal, la 

composition cellulaire initiale du poumon néonatal favorise naturellement le développement 

d’une réponse immunitaire de type Th2 [225,226]. Cette orientation prédéfinie de la réponse 

immunitaire peut être influencée par les cellules immunitaires résidentes dans le poumon et 

les cellules épithéliales qui produisent différents médiateurs de l’immunité innée lors de la 
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détection du VRS. La réponse immunitaire innée contrôle la phase précoce de l'infection mais 

influence aussi la mise en place de la réponse immunitaire adaptative. En utilisant des 

modèles animaux, de nombreux travaux ont révélé que les évènements immunitaires précoces 

influencent de manière décisive la sensibilité néonatale à l’infection par le VRS [146]. Dans 

les paragraphes qui suivent, à partir d’études menées principalement avec le modèle murin, je 

décrirai les réponses innées des cellules immunitaires résidentes pulmonaires à l'infection par 

le VRS et montrerai comment ces réponses contribuent au développement et/ou au maintien 

de l'immunité anti-VRS de type 2. 

5.2.1. Le macrophage alvéolaire, première cellule de l’immunité innée à rencontrer les 

pathogènes de l’environnement extérieur 

 Les cellules immunitaires commencent à coloniser les poumons pendant la phase 

pseudoglandulaire. Elles sont majoritairement composées de macrophages CD45
+
 dérivant du 

sac vitellin et de monocytes du foie fœtal qui entrent dans les poumons au début de la phase 

sacculaire [227] (figure 11).  

 
Figure 11. Colonisation des poumons par les cellules immunitaires pendant la période post-

natale (représentation schématique des fréquences cellulaires parmi les cellules pulmonaires 

CD45
+
). MAs, macrophages alvéolaires ; ILC2, innate lymphoid cells 2 ; LB, lymphocyte B ; 

LT, lymphocyte T. Figure extraite de la revue [228]. 
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 A la naissance, les cellules épithéliales produisent en fortes quantités le facteur de 

croissance granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF). Le GM-CSF va 

promouvoir le développement des MAs à partir des monocytes fœtaux [227,229]. Dans le 

modèle murin, les MAs apparaissent un jour après la naissance pour atteindre leur maximum 

d'abondance vers trois jours de vie par rapport au nombre d'alvéoles générées à ce stade du 

développement. Chez la souris, quatorze jours après la naissance, le nombre de macrophages, 

monocytes et granulocytes dans les poumons a atteint son niveau adulte. Un jour après la 

naissance un afflux de granulocytes est brièvement observé dans les poumons (observation 

non publiée de D. Laubreton ; [225]).  

 Chez les souris adultes, les MAs ont un rôle important dans la production rapide de 

molécules pro-inflammatoires et antivirales (TNF-α, IL-6, CCL3 et IFN-α/β et -γ) et dans 

l’activation et/ou le recrutement de cellules NK [168,230,231]. Les MAs sont connus pour 

être une population cellulaire flexible qui s'adapte au microenvironnement de la lumière des 

voies respiratoires. De la même manière qu’il existe une classification des cellules T 

(phénotype Th1, Th2…), les macrophages ont également été catégorisés en «macrophages 

activés classiquement» (classically activated macrophages : CAMs ou M1) ou «macrophages 

alternativement activés» (alternatively activated macrophages : AAM ou M2), sur la base des 

cytokines favorisant leur activation (respectivement IFN-γ et IL-4) et de leurs fonctions 

(respectivement inflammation et réparation tissulaire) (pour revue [232,233]). Chez des souris 

adultes, l’infection par le VRS induit rapidement l’apparition de MAs de type M1 qui ensuite 

font place à des cellules M2 réduisant la pathologie pulmonaire [155]. La polarisation des 

MAs au cours de l’infection par le VRS semble dépendre de l'âge. Empey et al (2012) ont 

démontré que les MAs néonataux présentent un retard de leur différenciation vers un 

phénotype M1 lors de l'infection par le VRS, probablement dû à une très faible production 

d’IFNy dans leur environnement. Ils suggèrent que l’induction du phénotype M1 en amont du 

phénotype M2 est une étape importante pour le développement d’une réponse antivirale 

efficace [234]. De plus, la déplétion des MAs chez les souriceaux est associée à une réduction 

de l'élimination du VRS et à un retard du gain de poids [235]. Comprendre les mécanismes 

qui déclenchent la polarisation des MAs néonataux lors de l'infection par le VRS permettrait 

d’améliorer nos connaissances sur la sévérité de la bronchiolite en période néonatale. 

5.2.2. Le rôle des cellules lymphoïdes innées dans la sensibilité à l’infection par le VRS 

 Au début de la période d'alvéolarisation, un recrutement de cellules innées de type 2 

(ILC2, mastocytes, éosinophiles et basophiles) est observé. Leur fréquence atteint un 
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maximum au quatorzième jour de vie puis diminue jusqu'au sevrage [225,226]. Les cellules 

ILC2 appartiennent à la famille des cellules lymphoïdes innées qui comprend trois groupes de 

cellules classées en fonction de leur profil de production cytokinique. Le groupe 1 comprend 

les cellules ILC1 et NK en raison de leur production d’IFNγ, tandis que celui des ILC2 a été 

défini selon leur capacité à produire des cytokines de type Th2 telles que l’IL-4 et l’IL-5. Les 

ILC3 sont quant à elles productrices d’IL-17 [236]. Une étude récente a montré qu'après la 

première inspiration, l'épithélium pulmonaire produit une quantité élevée d'IL-33 [226]. L'IL-

33 est une alarmine appartenant à la famille de l’IL-1 qui est principalement sécrétée par les 

cellules stromales telles que les cellules épithéliales ou endothéliales [237]. L'IL-33 signale 

par son récepteur ST2 présent à la membrane des macrophages, des cellules dendritiques, des 

mastocytes et des ILC2 [238]. L'IL-33 produite par les cellules épithéliales pulmonaires 

contribue à la promotion de l'immunité de type 2 dans les poumons des souriceaux en 

favorisant l'accumulation d'ILC2 pendant la période d’alvéolarisation. Cette sécrétion d'IL-33 

stimule la production d'IL-5 et d'IL-13 par les ILC2 à l'homéostasie [225,226,237]. À notre 

connaissance, ni les ILC1 ni les ILC3 n’ont pu être mises en évidence dans les poumons 

murins [239,240]. En ce qui concerne les cellules NK, elles représentent jusqu'à 10 % des 

lymphocytes résidents dans les poumons des souris adultes mais, leur proportion chez les 

nouveau-nés n'a pas encore été déterminée [241]. 

 La contribution des ILC2 et de l'IL-33 à la sensibilité néonatale au VRS a été 

récemment étudiée. L’exposition néonatale au VRS renforce la sécrétion précoce d'IL-33 par 

les cellules épithéliales respiratoires alors que ceci n'est pas observé chez les souris adultes. 

L’IL-33 joue un rôle majeur dans la sévérité de l'infection par le VRS en favorisant une 

augmentation du nombre d'ILC2 et de la production d'IL-13 dans les poumons de souriceaux 

[242]. L’IL-13, l'IL-33 et la thymic stromal lymphopoietin (TSLP) ont également été mises en 

évidence au niveau des sécrétions nasales chez des nourrissons hospitalisés pour une 

bronchiolite [242,243]. Des souris adultes déficientes pour la production de TSLP ne 

présentent plus d’activation ni de prolifération des ILC2 lors de l’infection par le VRS [244]. 

Dans les poumons néonataux, les ILC2 peuvent promouvoir un changement de phénotype des 

MAs ou des cellules dendritiques vers une réponse de type 2 à l’état basal ou dans un modèle 

d'asthme induit par les acariens [225,226]. L’analyse de la production d’IFN-I dans les 

poumons de souriceaux en réponse à l’infection par le VRS met en évidence un défaut de 

production globale des IFN-α et -β [189]. Les MAs et les cellules dendritiques sont les 

principales sources d’IFN-I au cours de l’infection par VRS de souris adultes [168,181]. Par 

conséquent, il est possible que les ILC2 contribuent à l'incapacité des souriceaux à mettre en 
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place une réponse IFN-I efficace lors de l’infection par le VRS en orientant les réponses 

cytokiniques des cellules dendritiques et des MAs vers un phénotype de type 2. 

5.2.3. Les cellules dendritiques, un lien essentiel entre immunité innée et adaptative  

 Le GM-CSF contrôle également le développement des cellules dendritiques dans les 

poumons [245]. Ces cellules sont extrêmement rares dans les voies respiratoires après la 

naissance mais leur fréquence augmente graduellement avec l’âge [246]. De la période 

embryonnaire jusqu’à deux jours après la naissance, les CDmo CD11b
+
 CD64

+
 forment la 

majorité des cellules dendritiques des poumons [225]. Ensuite, les CDc CD11b
+
 ou CD103

+
 

deviennent majoritaires. Vers 21 jours de vie les populations pulmonaires de cellules 

dendritiques sont similaire à celles de l’adulte [225].  

 Au cours de la phase d’alvéolarisation, les cellules dendritiques néonatales expriment 

fortement le ligand de OX40 (OX40L ou CD252) [225,247]. OX40L et son récepteur 

apparenté OX40 (CD134), appartiennent à la superfamille du TNF. OX40L est 

principalement exprimé par les cellules présentatrices d’antigènes tandis que OX40 est 

exprimé sur les cellules T activées. L’interaction OX40L-OX40 est impliquée dans 

l'activation, la survie des cellules T et la génération de lymphocytes T mémoires à partir de 

cellules T effectrices activées [248]. Neutraliser OX40L dans un modèle d’asthme permet de 

limiter le développement d’une réponse immunitaire de type Th2 et l’inflammation 

pulmonaire [249,250]. Lors de l’infection de souriceaux par le VRS, les sécrétions de TSLP et 

d’IL-33 favorisent l’expression de OX40L à la surface des cellules dendritiques CD11b
+
 

[225,247]. L’activité du complexe OX40L-OX40 dépend de l’environnement cytokinique 

pulmonaire dans lequel évoluent les cellules dendritiques. Ainsi, un tissu pulmonaire enrichi 

en TSLP et IL-33 et pauvre en IL-12 favorise une réponse cellulaire T de type Th2 via 

l’augmentation de l’expression de OX40L à la surface des cellules dendritiques au cours de 

l’infection néonatale par le VRS [225,247].  

 La réponse immunitaire adaptative est initiée par les cellules dendritiques qui 

transitent des poumons infectés aux ganglions lymphatiques respiratoires drainants afin 

d'amorcer les réponses lymphocytaires T. Notre groupe et d'autres ont décrit des déficiences 

majeures dans leurs fonctionnalités dans les poumons néonataux à la suite de l’infection par le 

VRS [181,189,251]. Comparativement aux adultes, les CDc sont peu nombreuses dans les 

poumons et les ganglions lymphatiques des souriceaux infectés par le VRS, avec une 

proportion accrue de CDc CD103
+
 [189,251]. Les cellules dendritiques néonatales ont 

également une plus faible expression de la molécule de co-stimulation CD86 et sont donc 
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moins efficaces dans la présentation de l'antigène [251]. De plus, une moindre mobilisation 

pulmonaire des CDp, importantes productrices d'IFN-α/β, et une faible activation de la voie 

IFN-I sont décrites chez les souriceaux infectées par le VRS [181,189]. La production d'IFN-I 

est importante non seulement pour induire une réponse antivirale efficace mais aussi, pour 

amplifier la réponse pro-inflammatoire dans les poumons de souris adultes [252]. 

L’administration d’IFN-α ou l’augmentation du nombre de cellules dendritiques pulmonaires 

grâce au transfert adoptif de cellules adultes ou via l'administration d'un facteur de croissance 

hématopoïétique (le ligand Flt3 (Flt3-L)), boostent la signalisation IFN-I lors de l’infection 

néonatale et diminuent l'immunopathologie au cours de la réinfection des adultes [181,189]. 

Ainsi, la production d'IFN-I par les cellules dendritiques mais peut-être aussi par d’autres 

cellules comme les MAs apparaît comme un facteur clé de la sensibilité néonatale à 

l’infection par le VRS [181,189,253].  

5.2.4. Le développement de l’immunité adaptative 

 De la même manière que les cellules dendritiques, les cellules T et B s'accumulent 

progressivement dans les poumons de la naissance au sevrage [225]. Les poumons de 

souriceaux de six jours contiennent quatre fois moins de lymphocytes CD3
+
 que le tissu 

pulmonaire adulte [246]. La population de cellules T néonatales est enrichie en cellules T 

CD4
-
 CD8

-
 GATA3

+
 alors que les cellules T CD4

+
 et CD8

+
 sont moins représentées que chez 

les adultes [246]. Aucune différence entre les cellules pulmonaires NKT et γδ n'est observée 

entre les adultes et les nouveau-nés. L'infection par le VRS induit une forte prolifération de 

lymphocytes Th2 CD4
+
 IL-4Rα

+
 et un défaut d'activation des lymphocytes T CD8

+
 avec une 

moindre production d'IFN-γ dans les poumons néonataux (Christiaansen et al., 2014; 

Tregoning et al., 2008).  

 Six jours après la naissance, le tissu pulmonaire néonatal contient cinq fois moins de 

lymphocytes B CD19
+
 que les tissus adultes. Néanmoins, on ne sait que peu de choses sur les 

cellules B dans les poumons néonataux. Notre groupe a observé que la population de cellules 

B néonatales pulmonaires est enrichie à la fois en cellules B immatures et en cellules B 

régulatrices néonatales (nBregs) de type inné (Laubreton D. et Descamps D., données non 

publiées). Les nBregs ont été récemment caractérisés dans le sang de cordon de nouveau-nés 

par l’équipe de Richard Lo-Man. La fréquence de cette sous-population dans les sécrétions 

nasales est considérée comme un marqueur prédictif de sévérité de la bronchiolite à VRS chez 

les nourrissons [254]. L’infection par le VRS des nBregs induit la production d’IL-10 par ces 

cellules et réduit les réponses cellulaires de type Th1 [254]. De plus, la production d’IL-10 
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par les nBregs dans les poumons pourrait être induite par l’IL-33, comme précédemment 

décrit dans les intestins [255].  

 L’ensemble de ces résultats indique l’existence d’une immunité innée de type 2 

précocement induite lors de l'infection par le VRS dans les poumons néonataux (figure 12). 

Cette particularité immunologique doit être prise en compte pour développer des approches 

thérapeutiques pertinentes contre le VRS. 
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Figure 12. Réponses immunitaires innées des cellules résidentes pulmonaires à l'infection par 

le VRS au cours de la période néonatale. L'exposition néonatale au VRS entraîne une 

sécrétion précoce d'IL-33 par les cellules épithéliales respiratoires. L’IL33 signale par 

l’intermédiaire du récepteur ST2 localisé notamment à la membrane des ILC2. Cette 

alarmine est à l’origine de l'augmentation du nombre d'ILC2 et de la production d'IL-13 dans 

les poumons de souriceaux infectés par le VRS. Les ILC2 peuvent contribuer à la polarisation 

des MAs ou des cellules dendritiques vers un phénotype de type 2 à l'état basal ou dans un 

modèle d'asthme induit par les poussières d’acariens. Concernant l’activation des voies IFN-I 

au cours de l'infection néonatale par le VRS, les cellules dendritiques plasmacytoïdes sont 

peu mobilisées dans les poumons et produisent de faibles quantités d’IFN-I. Les MAs sont la 

principale source d'IFN-I dans les poumons de souris adultes infectées par le VRS, mais la 

question reste ouverte pendant la période néonatale. Par conséquent, il est probable que les 

ILC2 soient indirectement responsables de l'incapacité des souriceaux à mettre en place une 

réponse IFN-I efficace pour contrer l'infection par le VRS. De plus, les nBreg sécréteurs d'IL-

10 pourraient également contribuer à l'immunité de type 2 induite par l'infection par le VRS 

au cours de la période néonatale. Figure extraite de la revue [228]. 
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5.2.5. Le développement de l’environnement pulmonaire est en lien avec l’acquisition 

d’un microbiote respiratoire 

 Pendant longtemps le poumon a été considéré comme un environnement stérile. 

D’ailleurs le National Institute of Health (NIH) a initié en 2008 le projet d’envergure intitulé 

Human Microbiome Project en excluant le poumon comme site d’investigation de l’écologie 

microbienne [256]. Néanmoins, grâce à l’essor des techniques de séquençage à haut débit, 

diverses communautés microbiennes ont pu être isolées dans les poumons d’individus adultes. 

Malgré les difficultés d’investigation rencontrées (cohortes de patients réduites, 

standardisation des procédés de prélèvements…), les Bacteroidetes, les Firmicutes, les 

Proteobacteria et les Actinobacteria, sont les organismes microbiens les plus communément 

isolés. Prevotella, Fusobacteria, Veillonella, Streptococcus, Pseudomonas mais aussi 

Haemophilus et Neisseria sont les genres bactériens les plus couramment détectés [257–260].  

a. L’acquisition et la diversification progressive du microbiote 

pulmonaire commensal  

 L’étude du microbiote pulmonaire en période néonatale est rare mais commence à 

émerger grâce au modèle murin. L’équipe de Anne Schöler a récemment montré chez des 

souris BALB/c que le microbiome du poumon se diversifiait et se stabilisait avec l’âge [261]. 

Le phylum majoritaire dans les poumons de souriceaux de cinq jours est celui des Firmicutes 

avec une majorité de Streptocoques et de Staphylocoques. Avec l’âge, il se produit une 

augmentation et une diversification des populations de Proteobacteria et d’Actinobacteria. 

Après deux mois de vie, les genres Bacillus, Kocuria, Granulicatella, Haemophilus, 

Nocardioides et Propionibacterium deviennent particulièrement présents dans les poumons de 

souris adultes. De plus, la composition du microbiote pulmonaire de jeunes souris (3 

semaines) par rapport à celle de souris adultes (8 semaines) s’avère plus sensible à une 

dysbiose d’origine environnementale provoquée par la mise en contact des souris à de la 

litière déjà souillée (corrélation élevée entre la composition en espèces bactériennes de la 

litière et des poumons) [261]. Ces résultats s’accordent avec les données proposées par 

Gollwitzer et al (2014) qui soulignent une stabilisation du microbiote pulmonaire à partir de 

deux semaines de vie et l’abondance relative des Firmicutes en période néonatale. Ils 

observent aussi qu’à l’âge adulte les Bacteroidetes sont particulièrement abondants dans les 

poumons humains [262]. Malgré le peu de travaux disponibles chez les nouveau-nés, deux 

études menées à partir d’aspirats trachéaux montrent la prédominance des Firmicutes (dont 

Staphylococcus et Lactobacillus) et des Proteobacteria (dont Pseudomonas et Enhydrobacter) 
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dans les six heures de vie de nourrissons prématurés ou nés à terme [263,264]. L’étude du 

microbiome nasopharyngial au cours de la première année de vie montre aussi l’abondance de 

ces deux phylums. Néanmoins, parmi les Proteobacteria, on retrouve préférentiellement les 

genres Moraxella (31,2%) et Haemophilus (9,7%) alors que les Firmicutes se composent 

majoritairement de Streptocoques (15,5%) et de Staphylocoques (10,3%) [265]. Ainsi, 

l’ensemble de ces travaux indique l’existence d’une flore microbienne pulmonaire propre à la 

période néonatale à la fois chez l’Homme et la souris. A l’âge adulte, on assiste à une 

diversification des populations bactériennes commensales des poumons au sein de l’ensemble 

des phylums définissant alors, un riche microbiote pulmonaire paraissant moins sensible à la 

dysbiose que le microbiote néonatal. 

b. L’influence du microbiote respiratoire sur la composition et la 

maturation fonctionnelle des cellules pulmonaires 

 La colonisation bactérienne des poumons dès la naissance coïncide avec l’existence 

d’une « fenêtre de sensibilité » ou « fenêtre d’opportunité » néonatale pendant laquelle les 

nourrissons sont particulièrement fragiles à l’infection par le VRS. A cet âge, l’immunité 

innée est la seule barrière immunitaire disponible en raison de la disparition des anticorps 

d’origine maternelle et au lent développement des défenses immunitaires adaptatives. Le 

microbiote commensal favorise la mise en place d’une immunité pulmonaire qui peut-être 

protectrice vis-à-vis de pathologies respiratoires mais aussi défavorable selon la composition 

bactérienne [265].  

 La présence d’un microbiote respiratoire dès les premières heures de vie pose 

naturellement la question de l’interaction de ce microbiote avec l’ensemble de 

l’environnement pulmonaire. Grâce aux souris axéniques ou « germ-free », élevées dans des 

conditions excluant toute colonisation de leurs organes par des microorganismes de 

l’environnement extérieur, il est possible d’étudier l’influence de la composition bactérienne 

des poumons sur le développement immunitaire respiratoire. L’équipe de Nicola Harris a 

montré que l’existence d’une flore bactérienne commensale favorise la présence de MAs dont 

le rôle serait bénéfique contre l’allergie provoquée par l’administration d’ovalbumine [266]. 

Cheng et al (2017) suggèrent également qu’un changement de la composition bactérienne des 

voies aériennes hautes peut influencer le phénotype des MAs. Grâce à l’administration répétée 

d’antibiotiques à des souris adultes, ils ont montré qu’une diminution de la charge bactérienne 

intranasale et un changement de sa composition (principalement composée de Firmicutes et 

d’Actinobacteria) favorise une polarisation M2 des MAs. Ces MAs produisent des cytokines 
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de type 2 (IL-10 et IL-13) et pro-inflammatoires (IL-1β et IL-6), ainsi que la chimiokine 

CCL24 qui est particulièrement impliquée dans le recrutement des éosinophiles [267]. D’autre 

part, l’équipe de Benjamin Marsland a montré que l’apparition progressive du microbiote 

pulmonaire au cours des deux premières semaines de vie des souriceaux s’accompagne de 

l’émergence d’un sous-groupe de lymphocytes T régulateurs à l’origine d’une diminution de 

la sensibilité aux poussières d’acariens [262]. De plus, l’acquisition précoce d’un microbiote 

pulmonaire permet de contrôler l’apparition des cellules invariant natural killer T (iNKT), 

une population pro-inflammatoire de l’immunité innée à fort potentiel allergisant [268].  

 L’impact de la colonisation bactérienne sur la maturation fonctionnelle de l’épithélium 

respiratoire n’a pas encore été décrit. Néanmoins, les équipes de Ulrich Schaible et de Muriel 

Thomas ont montré que la présence d’une flore bactérienne pulmonaire favorise une 

alvéolarisation plus riche qu’en l’absence de flore microbienne tandis que l’épaisseur de la 

muqueuse épithéliale reste inchangée [269,270]. On peut faire l’hypothèse que la composition 

cellulaire des poumons évolue avec l’âge en fonction de l’acquisition du microbiote 

commensal. Ce lien entre microbiote et maturation des défenses immunitaires a été démontré 

dans l’intestin et le colon [271,272].  

 Beaucoup de travaux soulignent l’existence d’un lien étroit entre la survenue 

d’infections respiratoires sévères au cours des premières années de vie et l’apparition de 

troubles respiratoires chroniques (pour revue [273]). Il n’existe cependant pas de travaux 

montrant l’influence de la composition bactérienne des poumons sur la survenue de la 

bronchiolite à VRS. La composition du microbiote commensal des poumons pourrait être 

responsable des séquelles immunopathologiques néonatales laissée par l’infection VRS et du 

risque de survenue de troubles respiratoires chroniques. La réponse immunitaire aux 

pathogènes respiratoires tel que le VRS pourrait donc être modulable en fonction de la 

composition bactérienne des poumons. 

6. Les stratégies d’immunomodulation potentielles pour combattre 

l’infection par le VRS au cours de la période néonatale 

 Le début de la vie est un moment critique pour le développement de l'immunité et la 

survenue de pathologies pulmonaires. Les interventions immunomodulatrices ciblant cette 

période de la vie sont susceptibles d’influencer le développement du système immunitaire et 

donc la sensibilité aux pathogènes (pour revue [274]). De nombreuses études utilisant des 

souris à différents âges de la vie ont montré la possibilité de tirer parti de certaines stratégies 

d'immunomodulation des défenses innées afin de modifier la sensibilité pulmonaire néonatale 
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à l'infection par le VRS. Certaines stratégies que je vais citer dans les prochains paragraphes 

ont d’abord été utilisées dans le but de comprendre le rôle protecteur de la réponse 

immunitaire innée au cours de pathologies respiratoires (infection par le VRS ou asthme) 

puis, proposées pour quelques-unes comme perspectives thérapeutiques anti-VRS. D’autres 

ont été directement conçues comme nouvelle stratégie d’intervention anti-VRS (Tableau 4). 
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Tableau 4. Stratégies de modulation de l'immunité innée néonatale à potentiel anti-VRS 

A = adulte ; E = enfant ; N = nouveau-né. Issu de Drajac et al. 2017 
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6.1. Contrecarrer le défaut de production d'IFN-I dans les poumons 

6.1.1. L’augmentation du nombre et/ou de l’activation des populations cellulaires 

productrices d'IFN-I  

 La faible production d'IFN-I lors de l'infection par le VRS corrèle avec la sévérité de 

la pathologie au cours de la période néonatale [181,189,253]. En effet le traitement de 

souriceaux avec l’IFN-α ou le Flt3-L avant l'infection par le VRS augmente le nombre de 

CDp dans les poumons, restaure partiellement la réponse IFN-I et limite les conséquences 

immunopathologiques de l’infection sur le long terme (voir partie 5.2.3) [181,189]. De plus, 

l’administration d’IFN-α diminue l’expression de l’IL-4Rα sur les lymphocytes Th2 dont le 

rôle pathologique (hyperréactivité des voies aériennes, éosinophilie et hyperproduction de 

mucus) au cours de la réinfection de souris adultes par le VRS a été mis en évidence [275].  

 L’administration d’IFN-α en traitement curatif de nourrissons infectés par le VRS a 

été évalué dans plusieurs essais cliniques dans les années 1990s [276,277]. Le traitement n’a 

pas entraîné d’effets indésirables majeurs mais les résultats n’ont pas été probants. A titre 

d’exemple, l'injection intramusculaire quotidienne d'IFN-α chez des nourrissons infectés par 

le VRS pendant trois jours consécutifs n'a pas modifié l'évolution clinique globale, la durée 

d’oxygénation ou l'excrétion virale, bien que le traitement ait induit une baisse plus rapide du 

score clinique au cours des trois premiers jours d’hospitalisation [277]. Dans des essais 

cliniques impliquant des adultes volontaires en bonne santé, l'IFN-α recombinant administré 

par voie intranasale a montré une amélioration du score clinique lorsqu'il était administré 

avant l'inoculation virale, mais n'était pas efficace en tant qu'agent thérapeutique [278]. Ces 

données suggèrent que l’administration de l’IFN-α par voie muqueuse en traitement préventif 

chez l’humain limiterait la survenue de formes graves de l’infection par le VRS mais, cela 

nécessite d’être aussi testé au cours de la période néonatale. De par l’innocuité rapportée de 

l’IFN-α chez les nourrissons traités en curatif et les résultats encourageants des études 

réalisées chez les souriceaux, la conception d’un vaccin VRS contenant des adjuvants 

capables d’induire une production d’IFN-I satisfaisante pourrait être une stratégie préventive 

prometteuse. 

6.1.2. Le boost de la signalisation IFN-I via des agonistes des TLRs et des RLRs  

 Plusieurs groupes proposent l'utilisation d’agonistes de synthèse des TLR ou des RLRs 

pour stimuler les réponses antivirales. La pré-exposition de souriceaux au CpG (ligand TLR9) 

avant la primo-infection par le VRS réduit la pathologie observée lors de la réinfection à l'âge 
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adulte. La stimulation du TLR9 réduit la propension néonatale à induire une réponse 

immunitaire de type Th2 au cours de l’infection. Cette stratégie d’immunomodulation 

accélère la maturation des cellules présentatrices d'antigènes néonatales ainsi que le 

recrutement de cellules NK dans les poumons [279]. D'autres stratégies de ciblage du TLR3 

ont été testées chez la souris adulte, en utilisant le ligand synthétique poly(I:C) qui est un 

ARN double brin stabilisé avec de la poly-L-lysine carboxyméthyle cellulose (polyICLC). 

Cependant, l'administration de ce ligand induit un excès d’inflammation pulmonaire 

(recrutement de neutrophiles) lors de l’infection du rat du cotonnier par le VRS [280]. Ces 

résultats soulignent l'importance du choix du modèle animal lors de l'évaluation de 

thérapeutique anti-VRS. Récemment, le SB 9200 (Inarigivir), un promédicament 

dinucléotidique ciblant RIG-I et NOD2, a été présenté comme un nouvel agent 

immunomodulateur à visées prophylactique et thérapeutique dans le cadre de l’infection par le 

VRS par Spring Bank Pharmaceuticals. Chez la souris adulte, il a été observé que SB 9200 

réduit la charge virale et l’inflammation pulmonaire tout en augmentant la production d'IFN-I 

[281]. À notre connaissance, il s’agit de la première stratégie d’immunomodulation ciblant les 

RLRs et NLRs qui pourrait être considérée comme une thérapeutie anti-VRS d’intérêt. 

Néanmoins, il serait pertinent de tester SB 9200 dans un modèle néonatal d’infection par le 

VRS en raison d’une fonctionnalité des PRRs et de réponses immunitaires cellulaires qui 

peuvent être diffèrentes selon l'âge.  

6.2. La modulation de l'activation des cellules respiratoires favorisant un 

environnement pulmonaire de type 2  

6.2.1. Le blocage des cytokines impliquées dans l’immunité de type 2 

 Plusieurs études soulignent le rôle majeur de l'IL-13 dans l'hyper-réactivité bronchique 

des souris adultes lors de l'infection par le VRS [282,283]. Ainsi, le ciblage de l'IL-13 pourrait 

représenter une stratégie d’intérêt pour moduler les réponses néonatales à l'infection par le 

VRS. Chez les souris adultes, le traitement anti-IL-13 avant l'infection par le VRS réduit à la 

fois la charge virale et l'hypersécrétion de mucus et augmente la production d'IL-12 dans les 

poumons [283]. Il serait intéressant d'étudier l'effet du traitement anti-IL-13 sur des 

souriceaux car il a été montré que l'IL-13 est fortement sécrétée dans leurs poumons lors de 

l’infection par le VRS [242]. Une étude récente suggère que la TSLP pourrait également 

représenter une cible thérapeutique pertinente. En effet, Stier et al (2016) ont montré chez des 

souris adultes que la TSLP est nécessaire à la production d'IL-13 par les ILC2. Les souris 

adultes infectées par le VRS recevant un anticorps neutralisant anti-TSLP présentent une 
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réduction de la production d'IL-13 ainsi qu'une diminution de la charge virale et de la 

sécrétion de mucus au niveau des voies respiratoires [244]. En outre, l'administration d’anti-

TSLP avant l'infection virale des souriceaux réduit l'expression d’OX40-L à la surface des 

cellules dendritiques réduisant ainsi leur capacité à promouvoir une polarisation Th2 et 

diminue le nombre d'éosinophiles dans les fluides de lavages broncho-alvéolaires [247]. Les 

deux stratégies (anti-IL-13 et anti-TSLP) font actuellement l'objet d'une évaluation clinique 

chez des patients adultes asthmatiques [284,285]. De même, l'administration d'un anticorps 

neutralisant l'IL-33 lors de la primoinfection par le VRS de souriceaux réduit la production 

d'IL-13, le nombre d'ILC2 dans les poumons et diminue la sévérité de la maladie après la 

réinfection à l'âge adulte [242]. 

6.2.2. Le blocage des voies de signalisation impliquées dans l’immunité de type 2  

 Plusieurs groupes proposent d'interférer avec l'immunopathologie induite lors de 

l'infection néonatale par le VRS en ciblant les récepteurs de cytokines de type 2 ou des 

protéines impliquées en aval de leur signalisation. Shrestha et al (2017) ont montré que 

l’expression d’IL-4Rα par les CDp et les CDc diminue avec l'âge. L'expression élevée d'IL-

4Rα sur les CDc CD11b
+
 néonatales contribue à l'immunopathologie lors de la réinfection par 

le VRS [286]. De fait, la régulation négative de l'expression pulmonaire de l’IL-4Rα avec des 

oligonucléotides anti-sens augmente la présence de marqueurs de maturation (CD80 et CD86) 

à la membrane des CDc CD11b
+
 et conduit à la production d’IFN-γ par les cellules Th1 [286]. 

Lors de l'exposition au VRS, les souriceaux traités avec l’oligonucléotide présentent un taux 

plus élevé d'anticorps IgG2a (associés à la réponse Th1) que les souris non traitées alors que 

la charge virale est inchangée [287]. De plus, l’hyperréactivité bronchique au cours de la 

réinfection par le VRS est réduite par l'administration néonatale de l’oligonucléotide anti-IL-

4Rα [287]. En cohérence avec ces résultats, l'inhibition de l'activité de STAT6, un facteur de 

transcription essentiel dans la signalisation induite par la liaison à l'IL-4Rα, par un peptide 

inhibiteur spécifique au cours de l'infection néonatale par le VRS diminue la sécrétion d'IL-4 

et le nombre de MAs de type M2 dans les poumons. Lors de la réinfection par le VRS à l’âge 

adulte, cette stratégie d’immunomodulation néonatale empêche le recrutement d’éosinophiles 

et diminue l’hyperréactivité bronchique [288]. 

6.2.3. L’activation des MAs néonataux  

 Plusieurs études ont rapporté que les MAs néonataux présentent un phénotype 

immature lors de l’infection par le VRS et ceci a été associé à une immunopathologie de type 
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Th2 après la réinfection à l’âge adulte [234,235,288]. La différenciation des MAs est 

contrôlée par la sécrétion locale d'IL-4 ou d’IFN-γ [233]. Cependant, chez les souriceaux la 

production d'IFN-γ est indétectable lors de l’infection par le VRS [234]. En outre, il a été 

montré que l’absence de production d'IFN-γ au cours de l'infection néonatale influence la 

sévérité de la pathologie VRS lors de la réinfection des adultes [289]. L'injection intranasale 

d'IFN-γ recombinant à des souriceaux infectés par le VRS induit une meilleure activation des 

MAs caractérisée par l'expression des marqueurs de MAs de type M1 (CD86, CMH-II et 

CCR7 et MR, mannose receptor) à leur surface et réduit la charge virale pulmonaire 

[234,235,290]. 

6.3. La maturation du système immunitaire pulmonaire par la modulation du 

microbiote respiratoire  

 Plusieurs groupes ont axé leurs recherches sur la capacité des microorganismes 

probiotiques à stimuler le système immunitaire pulmonaire et à prévenir l'infection par le 

VRS au cours des premières années de la vie (pour revue [273]). Des études ont été réalisées 

avec la souche bactérienne Lactobacillus rhamnosus isolée à partir de lait de chèvre afin de 

contrôler l'infection par le VRS via la modulation de l’activation du TLR3 [291–293]. 

L’administration orale de L. rhamnosus CRL1505 à des souris BALB/c âgées de trois 

semaines réduit significativement la charge virale et les lésions pulmonaires inflammatoires 

provoquées par l'infection par le VRS [291]. Ainsi, L. rhamnosus CRL1505 administrée par 

voie orale est capable de moduler avantageusement l'immunité mucosale lors de l’exposition 

au VRS. Son administration nasale après avoir été inactivée par la chaleur augmente 

également la résistance des souris adultes à l’infection [294]. De plus, Villena et al (2012) ont 

montré que l’ingestion de ce probiotique réduit la fréquence et la sévérité des infections 

respiratoires dans un essai clinique randomisé impliquant 298 enfants âgés de deux à cinq ans 

en Argentine [293]. 

 Parallèlement au microbiote intestinal, un microbiote pulmonaire colonise 

progressivement les voies aériennes pendant la période néonatale [262,269]. Sa composition 

et sa diversité peuvent affecter la physiologie de l'hôte et les défenses immunitaires des 

poumons (pour revue [273,274]). Il a d’ailleurs été observé que la composition du microbiote 

nasopharyngé des jeunes enfants peut influencer la propagation de l'infection par le VRS dans 

les voies respiratoires inférieures et peut moduler la réponse immunitaire de l'hôte au virus 

[265,295]. Le groupe de Muriel Thomas a récemment isolé différentes souches bactériennes 

primocolonisatrices des poumons de souriceaux afin de proposer une nouvelle approche de 
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modulation de la réponse immunitaire aux pathologies respiratoires. Ainsi, Remot et al (2017) 

ont montré dans un modèle d’induction de l'asthme au cours de la période néonatale que 

l'administration répétée d'une de ces souches pouvait aggraver ou résoudre la pathologie 

[269]. D’où l’intérêt d'évaluer cette stratégie dans le cadre de l’infection par le VRS. 

 L’ensemble de ces données indique que le contrôle de la réponse immunitaire au cours 

de la primo-infection par le VRS pendant la période néonatale peut prévenir la survenue de 

troubles respiratoires sur le long terme. Comprendre en quoi l’environnement néonatal 

pulmonaire présente des propriétés immunologiques spécifiques est un prérequis au 

développement d’approches thérapeutiques nouvelles et pertinentes afin de lutter efficacement 

contre l'infection par le VRS. 

B. OBJECTIFS DE LA THESE 

 La problématique de mon travail de thèse est de caractériser la réponse immunitaire 

innée mise en jeu lors de l’infection par le VRS en période néonatale afin d’expliquer les 

conséquences immunopathologiques à court et moyen terme (sévérité de l’infection pour le 

nourrisson et risque accru d’asthme chronique chez l’enfant). 

 

Deux objectifs ont été identifiés pour aborder cette problématique : 

 

1) Comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires qui sont à l’origine du défaut 

de la réponse IFN-I en période néonatale. 

 

Pour cela, nous avons testé l’hypothèse que la protéine IRAP est un élément régulateur de la 

réponse IFN-I dans les MAs lors de l’infection du souriceau par le VRS. Nos arguments pour 

poser cette hypothèse sont que : 

 Les MAs de la souris adultes sont la source principale d’IFN-I en réponse à l’infection 

par le VRS mais, leur rôle chez le souriceau n’a pas été étudié [168]. 

 La protéine IRAP est connue pour participer dans les cellules dendritiques (et les 

MAs) au contrôle de la réponse inflammatoire provoquée par l’engagement de TLRs 

endosomaux. La protéine IRAP régule le trafic des vésicules cytoplasmiques cargo de 

TLRs via son interaction avec les protéines du cytosquelette [206]. 

Cette partie de mon travail a consisté à étudier la réponse antivirale des MAs de souriceaux 

afin d’améliorer notre compréhension de la réponse immunitaire innée à l’infection par le 

VRS en période néonatale. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence l’implication de 
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l’aminopeptidase IRAP dans la régulation de la réponse IFN-I spécifiquement au cours de 

l’infection par le VRS des MAs néonataux. 

 

2) Démontrer la faisabilité d’orienter l’immunité de la muqueuse pulmonaire néonatale 

vers une immunité protectrice contre le VRS en intervenant sur le microbiote 

pulmonaire. 

 

Notre hypothèse est que les bactéries commensales primo-colonisatrices du poumon 

participent à la maturation et à l’orientation des défenses immunitaires pulmonaires du 

nouveau-né :  

 Il a été mis en évidence que l’acquisition progressive d’un microbiote pulmonaire juste 

après la naissance participe au développement immunitaire pulmonaire de la souris 

[262].  

 De plus, parmi un ensemble de souches bactériennes primo-colonisatrices des 

poumons isolées par l’équipe de Muriel Thomas, certaines protègent de l’asthme chez 

les souris adultes si elles ont été administrée dès la période néonatale [269].  

Ainsi, nous avons évalué l’influence d’une absence de colonisation bactérienne des poumons 

sur le développement de la réponse cytokinique à partir d’explants pulmonaires murins 

axéniques stimulés par différents ligands des TLRs ou après une infection par le VRS. De 

plus, nous avons essayé d’orienter ex vivo et in vivo la réponse immunitaire des poumons de 

souriceaux à l’infection par le VRS par l’administration de différentes souches bactériennes 

primo-colonisatrices isolées par nos collaboratrices.  

C. RESULTATS EXPERIMENTAUX 

1. Rôle de IRAP dans le contrôle de la réponse immunitaire innée à 

l’infection par le VRS 

1.1. Introduction 

 Notre but est de comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires à l’origine du 

déficit de production d’IFN-I en période néonatale au cours de l’infection par le VRS. L’IFN-

I n’est quasiment pas détecté dans les sécrétions nasales de nourrissons infectés par le VRS 

[92,93]. Dans le modèle murin, l’infection par le VRS se caractérise par un défaut de la 

réponse IFN-I dans les poumons de souriceaux infectés par rapport aux adultes [181,189]. Les 

MAs sont la principale source d’IFN-I au cours de l’infection par le VRS de souris adultes 
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[168]. La question reste ouverte dans les MAs néonataux. La protéine IRAP contrôle la 

production d’IFN-I lors de l’activation de TLRs dans les cellules dendritiques [206]. Le rôle 

de la protéine IRAP dans le contrôle de l’activation des PRRs dans les MAs n’est pas connu. 

 L’objectif de ce travail a été d’analyser la réponse IFN-I dans les MAs de souriceaux 

au cours de l’infection par le VRS et de tester l’hypothèse que la protéine IRAP est un 

élément régulateur de la réponse IFN-I dans ces cellules. 

En premier lieu nous avons décris les capacités de réponse IFN-I des MAs de souriceaux à 

l’infection ex vivo par le VRS. 

Nous avons ensuite montré l’influence de la protéine IRAP sur la réponse IFN-I lors de 

l’infection par le VRS. 

Nous avons également recherché le/les senseur(s) de l’immunité innée responsable(s) de la 

production d’IFN-I par les MAs de souriceaux et d’adultes. 

Enfin, nous avons évalué l’influence de la protéine IRAP sur la production d’IFN-I in vivo 

chez des souriceaux et des adultes infectés par le VRS. 

 Les résultats de ce travail vont être soumis pour publication dans le journal « Frontiers 

in Immunology », section Molecular Innate Immunity. 

 Ce projet a nécessité de collaborer étroitement avec l’IERP de Jouy-en-Josas afin 

d’élever et accoupler en parallèle et de manière synchrone les lignées murines C57BL6 WT et 

IRAP KO. En effet, compte-tenu de la fenêtre de susceptibilité néonatale à l’infection par le 

VRS très réduite chez les souriceaux, les animaux devaient être âgés entre 5 et 6 jours lors des 

expériences d’infections in vivo ou au moment de la réalisation des lavages broncho-

alvéolaires pour isoler les MAs néonataux (1 adulte = 100 000 MAs, 1 souriceau = 20 000 

MAs). Travailler avec des MAs de souriceaux a nécessité beaucoup d’accouplements et de 

naissances afin d’obtenir assez de cellules pour tester au moins en dupliqua un panel de 

conditions lors de chaque expérience. Pour les expériences de microscopie avec les MAs, les 

cellules ont été isolées et infectées à Jouy-en-Josas ou isolées et stimulées par des ligands de 

TLRs au centre de recherche sur l'inflammation à l’hôpital Bichat à Paris dans l’équipe de 

Loredana Saveanu (UMR 1149 INSERM). Les images de microscopie confocale ont été 

réalisées à l’hôpital Bichat avec Loredana Saveanu.  

1.2. Article : Control of IFN-I responses by the aminopeptidase IRAP in neonatal 

alveolar macrophages upon RSV infection 
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Abstract: 

Respiratory Syncytial Virus (RSV) is the major cause of lower respiratory tract infection in 

infant and young children. Defective production of type I interferons (IFN-I) in airways 

during RSV infection has been associated to severe bronchiolitis in infants and further 

documented in neonatal mice. IFN-I responses are initiated in infected cells upon RSV 

recognition by innate immune receptors, whose activation and intracellular trafficking are 

tightly controlled. However, the sensing of RSV by innate immune receptors and its 

regulation are still poorly described in neonates. Insulin-Responsive Aminopeptidase (IRAP), 

a protein necessary for anchoring the endosomes to the actin-network, has been described to 

participate in regulating IFN-I production in dendritic cells. Recently, alveolar macrophages 

(AMs) have been shown to be the main source of IFN-I upon RSV infection in adult mice. In 

the present study, we characterized for the first time the ability of neonatal AMs to produce 

IFN-I and to mobilize the IFN-I pathway upon RSV infection, and we determined the 

contribution of IRAP to this response. RSV infection of adult WT AMs induced the 

production of IFN-I and the up-regulation of interferon-stimulated gene (ISG) transcripts, 

while these responses were very low in neonatal AMs. However, RSV-infected neonatal AMs 

from IRAP-deficient (IRAP
KO

) mice presented a substantial increase of IFN-/ secretions 

and expression of IGS in comparison to neonatal WT AMs. This enhanced mobilization of 

IFN-I pathway was dependent upon viral replication in IRAP
KO

 AMs. We revealed also that 

neonatal WT AMs produced IFN-I as effectively as adult AMs when stimulated with a 

synthetic RIG-I agonist. This RIG-I-dependent IFN-I production was not changed in neonatal 

or adult IRAP
KO

AMs. Finally, we demonstrated that newborn IRAP
KO

 mice infected with 

RSV had more IFN-I in their lungs than wild-type (WT) neonates. Taken together, our data 

pointed to a new role of IRAP as a key regulator of the IFN-I driven-antiviral responses in 

neonatal AMs during the course of RSV infection. Thus, early-life susceptibility to RSV 
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infection may be related to an age-dependent suppressive function of IRAP on IFN-I 

responses. 

 

Keywords: Alveolar Macrophages, Lung, RSV, Neonate, interferons, RIG-I, aminopeptidase, 

antiviral response. 
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INTRODUCTION 

Human respiratory syncytial virus (RSV) is the major cause of bronchiolitis in infants and a 

severe infection may lead to long-term effects on the lungs such as asthma occurrence (1). To 

date, no vaccine is available. Pre-term birth and polymorphism in innate immunity genes are 

different risk factors clearly related to acute RSV bronchiolitis in infants (2, 3). Moreover, the 

age of first exposure to RSV constitutes a key parameter in early-life susceptibility to RSV 

disease (4). The pulmonary mucosa of neonates exhibits an evolving immune environment 

(cellular composition, microbiota colonization) highly different from the adult mucosa that 

predisposes to type 2 immune responses (5, 6). This strong bias towards type 2 immunity is 

implicated in the severity of the RSV infection and in priming for subsequent development of 

asthma in human (3, 7). Nevertheless, neonatal innate immune responses and their effects on 

RSV disease progression remain poorly described.  

Hence, a better understanding of these innate mechanisms during the early-life period 

will allow the development of new and more effective therapeutic strategies against RSV 

infection. The immunopathological imprinting induced by RSV infection in the early-life 

period can been reproduced experimentally in newborn mice (8). Using this well-established 

neonatal mouse model, it is possible to obtain a better picture of the early life immunity to 

RSV in infants, and also its long-term effects on airway pathology (4, 9). We have shown that 

neonatal mouse lungs have a lower frequency of conventional dendritic cells (DCs) and 

plasmacytoid DCs, the “professional” type I interferons (IFN-I)-producing cells, than have 

adult lungs at steady state (10). Furthermore, neonatal mice exhibit a specific innate immunity 

in response to RSV infection, characterized by a poor DC mobilization and a major defecst in 

IFN-I production and expression of several IFN stimulated genes (ISGs) in the lungs (11, 12). 

These data are in agreement with previous observations made in nasal washes from RSV-

infected children in which IFN-I production has been only occasionally detected (13). 
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Neonates treated with the DC growth and differentiation factor Flt3-ligand (Flt3-L) 

exhibit increased DC recruitment and IFN-I response in the lungs which result in mild airway 

disease upon adult re-exposure to RSV (11). In the same way, the intranasal instillation of 

recombinant IFN-α prior to neonatal RSV infection protects mice against exacerbated 

inflammation in airways upon re-exposure at adult age (14). Taken together, these data 

demonstrated that IFN-I responses strongly impact the type 2 immunity-biased 

immunopathology observed in the neonatal mouse model of RSV infection. 

IFN-I and ISGs are critical for establishing an antiviral state in infected and 

neighboring cells during infection by directly blocking virus replication or by modulating 

immune signaling pathways (15, 16). In addition, IFN-I receptor-signaling amplifies the early 

pro-inflammatory responses in the lungs (17). Therefore, RSV has evolved two non-structural 

proteins, NS1 and NS2, to degrade or to sequester multiple proteins that affect both induction 

and effector functions of IFN-I (18). Several pattern recognition receptors (PRRs), including 

Toll-like receptors (TLRs) or retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like receptors (RLRs) 

detect the pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) of RSV and trigger antiviral 

responses. Importantly, TLR3, TLR7 and RIG-I, through the activation of the transcription 

factor interferon regulatory factor 3 (IRF-3) and IRF-7, induce subsequent expression of 

genes encoding IFN-I and ISGs (19). However, the sensing of viral nucleic acid by these 

PRRs is still poorly described in neonates (3, 7). IFN-I production is necessary for limiting 

the spread of infection but must be tightly controlled to avoid an inappropriate immune 

response that could cause detrimental immunopathology (16). Thereby, intracellular 

trafficking of PRRs constitutes a major parameter in their sequential mode of activation 

through acquisition of diverse chaperon molecules and interactions with cytoskeletal 

components, and consequently for their capacity to induce an antiviral innate response (20-

24). Hence, we recently showed that the aminopeptidase IRAP (Insulin-Responsive 
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Aminopeptidase), a protein anchored at the membrane of many intracellular vesicles and 

known to control the endosomal maturation (25, 26), participates in IFN-I signaling in 

dendritic cells (27). Through its interaction with the actin cytoskeleton, IRAP regulates the 

endosomal trafficking of TLR cargos by slowing their transit to lysosomes, thus moderating 

the activation of transported innate receptors and their ability to induce cytokines and IFN-I. 

Moreover, this recent work highlights the importance of the actin cytoskeleton in the 

activation process of PRRs and its regulation, and consequently in promoting innate immune 

responses. IRAP is expressed in mouse macrophages (28). In the lungs of adult mice, IFN-I 

are mainly produced by alveolar macrophages (AMs) upon RSV infection (29). In neonatal 

lungs, the ability of AMs to produce IFN-I has not yet been investigated. Accordingly, the 

molecular mechanisms that control IFN-I pathway are poorly described in the context of 

neonates and remain to be deciphered in order to elucidate their age-related effects in 

response to RSV infection. 

In this study, we analyzed the ability of neonatal AMs to mobilize IFN-I pathway 

following RSV infection, and we determined the contribution of IRAP in this response. We 

showed that neonatal AMs from C57BL/6 mice, which are permissive to RSV infection (29-

31), were unable to generate IFN-I responses upon viral infection. Depletion of the 

aminopeptidase IRAP restored the secretion of IFN-/ and the expression of ISGs in 

neonatal IRAP-deficient (IRAP
KO

) AMs infected with RSV, but did not affect adult AM 

responses. Enhanced IFN-I production in neonatal IRAP
KO

 AMs was dependent upon viral 

replication. As previously demonstrated in adult AMs (29), we revealed that RIG-I was the 

major innate sensor responsible for IFN-I responses in neonatal AMs. Surprisingly, the 

absence of IRAP did not impact on interferon responses in neonatal AMs exposed to different 

TLR- or RLR-agonists. Finally, we demonstrated that newborn IRAP
KO

 mice infected with 

RSV had a better IFN-I production than wild-type (WT) neonates. Our data taken together, 
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we propose that IRAP acted in an age-dependent manner as a supressor of IFN-I pathway 

following RSV infection ex vivo in neonatal AMs or in vivo in the lungs. 

MATERIAL AND METHODS 

AMs isolation, RSV exposure and TLR/RLR ligands stimulation 

A cannula was inserted in trachea from adult or neonatal mice and repeated bronchoalveolar 

lavages (BALs) were made with PBS. AMs were isolated after centrifugations (BALs from 

one newborn mouse  20 000 AMs versus  100 000 AMs for BALs from one adult mouse) 

and 100 000 cells were plated in 96-well cell culture plates in RPMI supplemented with L-

glutamine2 mM, FCS 5% and antibiotics for 24 h to allow AMs adhesion. AMs were then 

used for RSV infection or TLR/RLR stimulation assays. AMs were exposed at MOI 5 to 

recombinant RSV expressing mCherry (32) or UV-inactivated mCherry-RSV (the same batch 

exposed 20 min to ultra-violet) or Hep2 cell culture supernatant (mock-infection) for 24h. 

TLR or RLR stimulations were realized with imiquimod 100 µg/ml (Invivogen), CpG-1826 

100 µg/ml (Sigma-Aldrich), Poly(I:C) LMW 100 µg/ml (Invivogen), LPS 10 µg/ml (E. coli 

0111:B4, Sigma-Aldrich) or Poly(I:C)-LMW/LyoVec 0,1 or 1 µg/ml (Invivogen) during 24 h. 

For qRT-PCR analysis, cells were frozen in NucleoSpin®RNA XS Kit (Macherey-Nagel) 

lysis buffer. 

Animals and infection 

Animal experiments were approved by the COMETHEA ethics committee under 

authorization number 15–16. IRAP
KO

 mice and C57BL6/J co-housed control animals were 

bred and housed under SPF conditions in our animal facilities (IERP, INRA, Jouy-en-Josas). 

Neonatal (≤6 days) or adult (≥8 weeks) mice received respectively 10 or 100 μL of 

recombinant RSV expressing luciferase (32) or Hep2 cell culture supernatant (mock-

infection) by intranasal instillation. Mice were then sacrificed by i.p. injection of 

pentobarbital and lungs were frozen. To perform gene expression analyses, a piece of lungs 
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was ground in tubes containing NucleoSpin®RNA XS Kit (Macherey-Nagel) lysis buffer and 

ceramic beads (Mineralex) with Precellys®24 tissue homogenizer (Bertin Technologies, 

Ozyme). For IFN-I and bioluminescence assays, lungs were weighed and then ground in tubes 

containing PLB buffer (Tris 30 mM; MgCl2 10 mM ; Triton X100 1.25 % ; glycerol 18.75 

%), DTT and ceramic beads. For bioluminescence assays, photon emission was counted in 

lung lysates of RSV-Luc or mock-infected pups using the IVIS system (Xenogen 

Biosciences). 100 µL of lysate were mixed with 100 µL of D-luciferin (Sigma-Aldrich) 

supplemented with ATP in flat bottom 96-well black plates (Thermo Scientific). Luciferase 

activity in each well was measured with Living Image software (version 4.0, Caliper Life 

Sciences). Photon emission was measured as radiance in photon sec−1 cm−2 sr−1 and then 

normalized to weight lungs.  

Viral N-RNA load and gene expression by qRT-PCR 

Total RNA was extracted from lung and cell lysates using NucleoSpin® RNA (XS) kit 

(Macherey-Nagel) and reverse transcribed using the iScript™ Reverse Transcription 

Supermix for RT-qPCR kit (Bio-Rad) according to the manufacturer’s instructions. The 

primers (Sigma-Aldrich) used are listed below. qPCRs were realized with the MasterCycler 

RealPlex (Eppendorf) and SYBRGreen PCR Master Mix (Eurogenetec) and data analyzed 

with the Realplex software (Eppendorf) to determine the cycle threshold (Ct) values. 

Name of gene Forward primer (5’ to 3’) Reverse primer (5’ to 3’) 

GAPDH GGGGTCGTTGATGGCAACA AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 

N (huRSV-A2) 
AGATCAACTTCTGTCATCCAGC

AA 

TTCTGCACATCATAATTAGGAGTATC

AAT 

OAS 1a CTTTGATGTCCTGGGTCATGT GCTCCGTGAAGCAGGTAGAG 

ISG15 CCCCAGCATCTTCACCTTTA TGACTGTGAGAGCAAGCAGC 

IFITM3 TTCAGGCACTTAGCAGTGGA AGCCTATGCCTACTCCGTGA 

IRF7 CTGGATGAAGAAGATGCACAG GAAGTTGGTCTTCCAGCCTC 

RIG-I TGGCTTCACAAAGTCCACAG CTGCCTCACTCTTCCTCCAG 

TLR3 ATAGGGACAAAAGTCCCCCA ATGATACAGGGATTGCACCC 
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TLR4 TGTCATCAGGGACTTTGCTG GGACTCTGATCATGGCACTG 

TLR7 CCACAGGCTCACCCATACTTC GGGATGTCCTAGGTGGTGACA 

TLR9 CTGTACCAGGAGGGACAAGG CAGTTTGTCAGAGGGAGCCT 

Cytokine quantification 

IFN-α and IFN-β were measured using IFN alpha/IFN beta 2-Plex Mouse ProcartaPlex™ 

immunoassay (ebiosciences). Data were acquired using a Bio-Plex® multiplex system (Bio-

Rad) and results were analyzed on ProcartaPlex® Analyst software. IL-6 was quantified by 

ELISA (Ready-SET-Go, eBiosciences) according to the manufacturer’s instructions. 

Western blot analysis  

AMs were coated in 96-well cell culture plates and RSV- or mock-infected. After 24h of 

incubation cells were lysed in 100 µL of lysis buffer (EDTA 0,5 M, NaCl 0,150 M, Triton 1 

% et TrisHCl 1 %) containing protease inhibitors (Roche). Total proteins were quantified with 

Pierce™ BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific). A total of 10 µg proteins was separated 

electrophoretically on a  NuPAGE 4-12% Bis-Tris Protein Gels (Life Technologies) and 

electrotransferred onto a polyvinylidene difluoride membrane (Immobilon-P; Millipore) using 

a semi-dry electroblotting system (Biorad). The membrane was saturated in Tris-Buffer Saline 

containing 0.1% of Tween 20 (TBST) supplemented with 5 % of skim-milk for 1h at room 

temperature (RT), then incubated with anti-IRAP (clone 3E1, Cell signaling) or anti-GAPDH 

(clone 1D4, Enzo) mouse monoclonal antibodies in TBST 5 % milk (dilution 1:1000) 

overnight at 4°C. After three washes with TBST, the membrane was incubated for 1h at RT 

with horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse antibody (1:5000, KPL) in TBST 5 % 

milk. After extensive washing with TBST, peroxidase activity was revealed by incubation 

with Pierce™ ECL Western Blotting Detection Reagents (Thermo Scientific) according to the 

manufacturer’s instructions. 

Immunofluorescence microscopy 
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AMs were seeded on fibronectin-coated slides and stained as previously described (27). Cells 

were fied with 4 % PFA and permeabilized with 0.2% saponin in PBS containing 0.2% BSA 

and stained in the same buffer. Cells were stained with rabbit monoclonal anti-IRAP (clone 

D7C5, Cell signaling) antibody (1:100) and DAPI (1:5000). Alexa 488 was used as secondary 

anti-IRAP antibody (1:200). Images were acquired on a Leica SP8 confocal microscope. 

Image treatment and analysis were performed with ImageJ software. 

Statistical analysis 

Nonparametric Mann-Whitney (comparison of two groups, n≥4) was used to compare 

unpaired values (GraphPad Prism software). Significance is represented: *p < 0.05; **p < 

0.01; ***p < 0.001; and ****p < 0.0001. 
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RESULTS 

Neonatal AMs exposed to RSV ex vivo did not produce IFN-I. 

Newborn mice present a major defect in mobilizing the IFN-I pathway following RSV 

infection (11, 14). In infected adult mice, IFN-I are mainly and rapidly produced by AMs that 

are permissive to RSV infection although the viral replication is abortive (29-31). Thus, to 

address the ability of neonatal AMs to mobilize IFN-I pathway in response to an ex vivo RSV 

infection, we infected AMs isolated from the lungs of wild-type (WT) newborn or adult mice. 

We then measured the production of IFN- and IFN- and the expression of different ISGs 

by those cells 24 h after RSV infection. We found that neonatal AMs were unable to secrete 

IFN-I in response to RSV infection (Figure 1A), while adult AMs secreted significant 

amounts of IFN- and IFN- in supernatants (Figure 1B). 

IFN-I induce the expression of several ISGs that interfere with viral replication and 

viral spread, and thus contribute to the early control of infection. Some PRRs and associated-

signaling molecules that participate to the IFN-I pathway like TLR3, TLR7, RIG-I or IRF7, 

are also up-regulated in order to amplify IFN-I response (15, 16). Quantitative real time PCR 

(qPCR) analyses showed that the mRNA level of molecules known to interfere with viral 

replication (IFITM3, OAS, ISG15 and PKR) or involved upstream in IFN-I pathways (TLR3, 

TLR9, RIG-I or IRF7) were found strongly upregulated in adult AMs upon RSV infection in 

contrast to their very low levels in neonatal AMs (Figure 1C). However, we observed that the 

basal expression levels of TLR4 and TLR7 were increased in both neonatal and adult AMs, 

and displayed similar upregulation in response to RSV. 

Finally, we demonstrated that the deficiency of IFN-I production and ISG expression 

resulted in better virus replication in neonatal AMs, since N-RSV RNA levels were found 

higher in neonatal than in adult AMs (Figure 2). Thus, the expression of N-RSV gene was 

24-fold more important in neonatal AMs than in adult AMs 24 h after RSV infection. 
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Recovery of IFN-I pathway in response to RSV infection after deletion of IRAP in 

neonatal AMs. 

Since the amplitude of IFN-I production is regulated by IRAP in dendritic cells (27), we 

sought to determine whether the deletion of IRAP could affect the IFN-I pathway in AMs. We 

first showed that both neonatal and adult AMs expressed IRAP, as illustrated by 

immunostaining of protein in cells at steady state (Figure 3A). As a consequence of RSV 

infection, the level of IRAP protein in neonatal AMs was slightly increased, as shown by 

immunoblot analysis (Figure 3B). 

We then evaluated the production of IFN-I and the induction of ISGs in IRAP-

deficient AMs (IRAP
KO

 AMs) 24 h after exposure to RSV. We found that the production of 

IFN- and IFN- in supernatants of RSV-infected neonatal IRAP
KO

 AMs was increased in 

comparison to neonatal WT AMs (WT AMs) (Figure 1A). This enhanced IFN-I production 

recorded in IRAP
KO

 AMs required RSV replication, since the exposure of the same cells to 

UV- inactivated RSV (UV-RSV) did not lead to secretion of IFN- and IFN- (Figure 1A). 

The mobilization of IFN-I pathway was thus dependent on viral replication in AMs. To 

further investigate the role of IRAP in IFN-I signaling, we showed that the level of expression 

of all ISGs tested was strongly upregulated in neonatal IRAP
KO

 AMs after RSV infection in 

comparison to neonatal WT AMs (Figure 1C). These upregulations of mRNA were similar 

(IFITM3, TLR3, IRF7) or sometimes even stronger (OAS, TLR4, TLR7, TLR9, RIG-I) than 

those found in adult AMs. In contrast, the levels of expression of ISG15 and PKR remained 

lower in infected neonatal AMs than those recorded in adult cells. Indeed, RSV infection 

induced an increase of ISG15 and PKR expression by 96- and 4-times, respectively, in 

neonatal IRAP
KO

 AMs versus 262- and 8-times in adult WT AMs. As a consequence of these 

potent IFN-I responses, N-RSV RNA in neonatal IRAP
KO

 AMs was detected at significantly 

lower levels of expression than in neonatal WT AMs (8.6-times, Figure 2). Thus, neonatal 
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IRAP
KO

 AMs were able to block the viral replication much more efficiently than neonatal WT 

AMs.  

We also analyzed the role of IRAP in IFN-I responses of adult AMs. The absence of 

IRAP had not effect on IFN-I production, ISG induction or viral replication in adult AMs 

following RSV infection (Figures 1B, 1C and 2, respectively), suggesting an age-dependent 

involvement of IRAP in IFN-I responses in AMs. Collectively, these results demonstrated that 

IRAP controlled the activation of IFN-I pathway in neonatal AMs exposed to RSV.  

RIG-I-dependent IFN-I production in neonatal AMs. 

Infected cells detect and respond to virus through the activation of various PRRs, including 

TLRs or RLRs. We next explored the pathways leading to IFN-I induction in neonatal AMs. 

We stimulated neonatal WT and IRAP
KO

 AMs with specific TLR ligands or RLR-agonist, 

such as the synthetic RNA duplex Poly(I:C) for TLR3; lipopolysaccharide (LPS) for TLR4; 

imiquimod for TLR7; and CpG-B for TLR9; or the transfected Poly(I:C) (Poly(I:C)-LyoVec) 

for RIG-I. We then analyzed IFN-I- and inflammatory-responses after 24 h of stimulation. 

Our data revealed that only stimulation with Poly(I:C)-LyoVec (1 g/mL) induced a 

significant secretion of IFN- and IFN- by both neonatal WT and IRAP
KO

 AM (Figure 4A). 

Consistent with these results, qPCR analyses showed that the mRNA levels of ISGs (IFITM3, 

OAS, ISG15 and IRF7) were upregulated in both neonatal WT and IRAP
KO

 AMs upon 

treatment with LPS and Poly(I:C)-LyoVec (0.1 and 1 g/mL) (Figure 4B). Nevertheless, we 

found that Poly(I:C), LPS and CpG-B stimulated neonatal AMs (WT and IRAP
KO

) to produce 

a pro-inflammatory cytokine, the interleukine-6 (IL-6), demonstrating that these cells were 

able to respond to TLR3-, TLR4- and TLR9-stimulations (Supplemental Figure 1). Same 

observations were made with adult WT and IRAP
KO

 AMs (not shown). In addition, we found 

that RIG-I stimulation induced similar secreted amounts of IFN-I by both neonatal and adult 

AMs. 
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In conclusion, neonatal AMs can produce IFN-I in a RIG-I-dependent manner after 

stimulation with specific synthetic agonist. On the other hand, deletion of IRAP did not 

change the magnitude of both IL-6 and IFN-I secretions by neonatal or adult AMs when these 

cells were directly stimulated by TLR- or RLR-agonists.  

Enhanced IFN-I production in the lungs of newborn IRAP-deficient mice infected with 

RSV. 

Our ex vivo data demonstrated that IRAP prevents IFN-I responses in neonatal AMs exposed 

to RSV. We next addressed whether newborn mice deficient in IRAP displayed enhanced 

productions of IFN- and IFN- following infection with a recombinant RSV expressing the 

luciferase gene during its replication (32). As previously described (11, 14), the production of 

IFN-I was practically undetectable and weakly induced in the lungs of RSV-infected wild-

type (WT) neonates (Figure 5A). By contrast, RSV infection in newborn IRAP-deficient 

mice induced three times and four times more IFN- and IFN-, respectively, in their lungs 

after 8 h of infection. We measured the viral replication in the lungs of infected newborns in 

order to determine a potential difference between WT and IRAP-deficient mice in their 

capacity to control the infection. The kinetics of N-RSV expression (Figure 5B) and luciferase 

activity (Figure 5C) were similar, with peaks at 24 h after RSV exposure, demonstrating an 

identical ability of newborn WT and IRAP-deficient mice to replicate the virus. Together 

these results demonstrated that the lack of IRAP enhanced IFN-I production in the lungs of 

newborn mice without altering virus replication and clearance.  
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DISCUSSION 

IFN- and IFN- are critical for controlling viral pathogenesis by inducing the expression of 

several ISGs that provide a robust first line of defense against viruses. Moreover, IFN-I 

pathway also plays an important role in shaping the inflammatory and adaptive immune 

responses (15-17). The early-life susceptibility to RSV disease has been associated with the 

inability of the young to mobilize IFN-I pathway in the lungs upon infection (11, 13, 14). 

Nevertheless, the molecular mechanisms that control IFN-I pathway are poorly described in 

the context of neonates. In this study, we identified IRAP as a negative regulator of RSV 

replication-mediated IFN-I pathway in AMs and in the lungs during the neonatal period. 

In contrast to what has been described in adult cells (29), ex vivo RSV infection failed 

to induce the production of IFN-/ and the up-regulation of ISG transcripts in neonatal 

AMs. We also showed that neonatal C57BL/6 mice were unable to make IFN-I in response to 

RSV infection, confirming previous observations made in BALB/c neonates, thus extending 

this neonatal IFN-I defect in two genetically different strains of mice (11, 14). This inability 

of AMs from neonates to make IFN-I could be explained by age-specific requirements for 

activation of PRRs and/or for the acquisition of signaling components, as described for key 

signaling events of IFN-I pathway such as nuclear translocation of IRF-3 or IRF-7 following 

TLR4- or TLR7-stimulation, respectively, in dendritic cells (33, 34). Our data revealed that 

neonatal AMs produced IL-6 as effectively as adult AMs after stimulation of TLR3, TLR4 or 

TLR9. RIG-I is recognized as being the main PRR responsible for IFN-I responses in adult 

AMs upon RSV infection (29). Here, we showed that IFN-/ were secreted by AMs only 

after stimulation with a synthetic RIG-I-agonist, and with the same amplitude of secretion in 

both neonatal and adult AMs. Thus, neonatal AMs had a competent RIG-I-mediated IFN-I 

pathway, but its activation did not seem to be engaged following RSV infection. It has been 

demonstrated that the non-structural viral proteins NS1 and NS2 inhibit IFN-I production in 
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RSV-infected epithelial cell lines by interfering with the activation of IRF-3 and its nuclear 

translocation, or by inhibiting RIG-I/MAVS interaction (35-38). However, the role of NS1 

and NS2 has never been studied in RSV-infected AMs or during the neonatal period. 

Moreover, it is possible that RSV infection induces the expression of natural inhibitors of 

PRR pathways, such as LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2), a member of the 

RLR family, which is a known cellular regulator of both RIG-I and MDA5 (39). To our 

knowledge, no study has investigated its role in RSV infection (39). However, a potential 

over-expression of LGP2 upon neonatal RSV infection should be considered, taking into 

account the study of Si-Tahar’s group, which demonstrated a decrease of IFN-I and 

proinflammatory mediators during influenza virus (H3N2) infection in mice overexpressing 

human LGP2 (40).  

On the other hand, the intracellular trafficking of PRR also exerts a regulatory 

constraint on IFN-I pathway through their mobility toward the different intracellular 

compartments required for PRR activation (20-24). Thus, the interaction of actin cytoskeleton 

with IRAP
+ 

endosomes controls the early steps of endosomal trafficking of TLR cargos and 

subsequently moderates their ability to induce cytokines and IFN-I in dendritic cells (27). 

Here, our results showed that neonatal IRAP
KO

 AMs made substantial amount of IFN-I and 

up-regulated ISG transcripts leading to a significant decrease of RSV replication as compared 

with neonatal WT AMs. However, the viral replication was not completely blocked in 

neonatal IRAP
KO

 AMs. This could be explained by amounts of ISG15, a protein responsible 

for ISGylation similar to ubiquitination, and PKR, an inhibitor of cellular and viral mRNA 

translation, lower in neonatal IRAP
KO

 AMs than in adult AMs during RSV infection (15). The 

negative control exerted by IRAP on the IFN-I pathway has also been demonstrated in vivo in 

the lungs of RSV-infected newborn IRAP
KO

 mice. The pulmonary production of IFN-I was 

increased in the absence of IRAP following RSV infection. However, the kinetic of viral 
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replication remained unchanged. This discrepancy between viral replication in AMs and in 

lung tissues from newborn IRAP
KO

 mice can be related to the biological complexity existing 

in the whole tissue (cellular crosstalk, several types of cells). Thus, further studies are 

required to determine the role of IRAP in pulmonary epithelial cells, the main target for RSV 

replication. Nonetheless, previous studies in which IFN-I responses are increased in vivo by 

treating pups (with Flt3-L or recombinant IFN-) before RSV infection, showed that IFN-I 

responses impact more the neonatal immunopathological type 2 imprinting revealed upon 

adult re-exposure to RSV than the viral replication during the course of the neonatal infection 

(11, 14). 

TLR3-, TLR7- or TLR9-pathways could have been influenced by IRAP, since IRAP 

affects their endosomal trafficking/maturation in DCs (27). Surprisingly, the deletion of IRAP 

in neonatal and adult AMs did not change their capacity to make IFN-I and IL-6 upon 

exposure to the respective synthetic agonists of TLR3, TLR7 and TLR9. Moreover, the 

production of IFN-I measured after exposure to RIG-I agonist remained similar in neonatal 

IRAP
KO

 and WT AMs . These data suggested that the IRAP-dependent control of IFN-I 

pathway was specific to the combination of neonatal AMs and RSV infection. This control 

mechanism required viral replication because the enhanced mobilization of IFN-I pathway 

observed in neonatal IRAP
KO

 AMs was lost when cells were exposed to UV-RSV. Recently, 

newly synthetized viral RNA have been detected in inclusion bodies-associated granules 

(IBAGs) of human epithelial cell line infected by RSV (41). These data suggest that these 

IBAGs constitute the main sites of viral RNA synthesis and thus potentially concentrate RSV 

PAMPs. It will be interesting to characterize the presence of these IBAGs in AMs upon RSV 

infection and see whether IRAP plays a role in their induction. 

A growing body of evidence supports the hypothesis that autophagy influences the 

viral replication, IFN-I and cytokine responses upon RSV infection in macrophages, DCs and 
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epithelial cells (42-44). Thus, Pokharel et al. showed that autophagy is necessary for IFN-β 

production via the activation of TGF-βSMAD2/3 signaling pathway in RSV-infected bone 

marrow-derived macrophages (BMDMs) (45). By using transgenic mice expressing a 

recombinant LC3 protein coupled to the green fluorescent protein GFP, it has been shown that 

autophagy is particularly strong in the lungs, heart and other neonatal organs during the first 

hours of life (46). The autophagy plays also a critical role in the acquisition of age-dependent 

features in macrophages. Indeed, BMDMs from aged mice (>100 weeks) exhibit reduced 

autophagic process compared to young mice (6-8 weeks) (47). Today the link between 

autophagy and IRAP remains elusive. However, since autophagy contributes to IFN-I 

production in RSV-infected BMDMs (43) and because autophagy diminishes rapidly with age 

(46), we make the hypothesis that IRAP could play a repressor role on the dynamic of 

autophagic process. Today this link between autophagy and the protein IRAP remains elusive. 

However, IRAP has been showed to interact with several proteins involved in vesicle 

formation or in cytoskeleton remodeling such as vimentin (48), and different formins (27, 49). 

In addition, IRAP colocalizes in DCs or in adipocytes with the Rab11 or Rab14 GTPase 

proteins also required in the autophagic process and for the assembly and budding of RSV at 

the apical surface of human epithelial cells (26, 50-55). In order to understand how IRAP 

could mechanistically affect the autophagy in AMs, it would be interesting to analyze the 

potential interaction of IRAP with proteins participating in the autophagic process such as 

LC3, beclin or Rab proteins. Finally, we did not observe any modification of the IFN-I 

responses in adult IRAP
KO 

AMs compared to WT cells upon RSV infection. These data 

suggested that IRAP exerted an age-dependent suppressive function on IFN-I pathway in 

AMs, and in the particular context of the neonatal airway mucosa whose immunological 

characteristics are rapidly moving (7). 
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In conclusion, our study has revealed IRAP as a key element in an as yet unidentified 

intracellular mechanism for controlling IFN-I production in neonatal AMs exposed to RSV 

infection. However, further investigations are required to define this anti-viral mechanism 

induced by RSV replication and regulated by IRAP in neonates. Neverthless, our study 

provides a novel insight into RSV-AMs interaction and highlights a new strategy against RSV 

in the neonatal period: targeting IRAP in order to recover IFN-I-dependent antiviral 

responses. 
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Figure 1 : Deletion of IRAP restores type I IFN (IFN-I) responses in neonatal AMs 

following RSV infection. 

Neonatal or adult AMs from wild-type (WT) or IRAP-deficient (IRAP
KO

) mice were exposed 

with Hep2-supernatant (Mock, white symbol) or rRSV-mCherry (RSV, black symbol) at MOI 
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of 5 or UV-inactivated rRSV-mCherry (UV-RSV, grey symbol) for 2 hours. The production 

of IFN-α and IFN-β were measured 24 h post-infection in supernatants of neonatal AMs (A) 

or adult AMs (B) using ProcartaxPlex immunoassay. (C) The expressions of different ISGs 

and innate sensing receptors were determined by qRT-PCR performed on cell lysates 24 h 

post-infection. The level of expression was calculated by the formula 2
-ΔCt

 with ΔCTRSV = 

Ctgene - CtGADPH. Results are expressed in fold-change calculated with the formula 2
-ΔΔCt

 with 

ΔΔCT = ΔCTRSV/mean of ΔCTmock. Data are from two experiments. Means ± SEM are 

represented. 
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Figure 2 : RSV replication in AMs.  

Neonatal or adult AMs from wild-type (WT) or IRAP-deficient (IRAPKO) mice were 

exposed with rRSV-mCherry (RSV, black symbol) at MOI of 5 or Hep2-supernatant (Mock, 

white symbol) for 2 hours. RSV replication was evaluated by the level expression of the gene 

encoding for the viral N protein quantified by qRT-PCR performed on cell lysates 24 h post-

infection. Results were calculated by the formula 2-ΔCt withΔCT = Ctgene- CtGADPH. Data 

are from two experiments. Means ± SEM are represented. 

 

 

Figure 3 : Expression of IRAP protein in AMs.  

(A) Immunofluorescence microscopy of neonatal or adult AMs from WT mice stained 

with anti-IRAP (green labelling) and nuclear DAPI labelling (grey). (B) Immunoblot 

analysis of endogenous IRAP and GADPH proteins in AMs 24 h after an exposition 

with Hep2-supernatant (Mock) or rRSV-mCherry at MOI of 5 for 2 hours. 
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Figure 4 : Type I IFN productions of neonatal AMs in response to innate sensing receptor 

stimulation by PAMPs is independent of IRAP expression. 

Neonatal AMs from wild-type (WT, white square) or IRAP-deficient (IRAP
KO

, grey circle) mice 

were stimulated with different PAMPs; Poly(I:C) (100 μg/mL), LPS (10 ng/mL), Imiquimod (100 

μg/mL), CpG-B (100 μg/mL) or Poly(I:C)-LyoVec (0.1 or 1 μg/mL). (A) The production sof IFN-

α and IFN-β were measured 24 h post-infection in supernatants using ProcartaxPlex 

immunoassay. (B) The expressions of different ISGs were determined by qRT-PCR performed on 

cell lysates 24 h post-infection. The level of expression was calculated by the formula 2
-ΔCt

 with 

ΔCT = Ctgene - CtGADPH. Data are from four experiments. Means ± SEM are represented. 
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Figure 5 : IRAP-deficient newborn mice display an enhanced production of type I IFNs in 

the lungs following RSV infection. 

Wild-type (WT) or IRAP-deficient (IRAP
KO

) neonatal mice were infected with Hep2-supernatant 

or rRSV-luciferase. (A) The productions of IFN-α and IFN-β were measured post-infection in 

lung lysates using ProcartaxPlex immunoassay. Results are expressed in fold increase relative to 

mock and are calculated by the formula signal MFIInfected / (mean of signal MFIMock) at 8, 24 or 48 

hours post-infection. (B) RSV replication in the lungs was evaluated by quantification of gene 

expression of the N-RSV protein assessed by qRT-PCR analysis and calculated by the formula 2
-

ΔCt
 with ΔCT = CtN-RSV - CtGADPH. (C) Luciferase activity was measured in lung lysates by 

quantification of photon emission (radiance in photon/sec/cm
2
/sr) and was normalized to the 

amount of lysed tissue (mg of lungs) in order to determine the viral expression. Data are mean ± 

SEM from three independent experiments with n = 8-10 mice per group and per hours post-

infection. 
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Supplemental Figure 1 : The deficient expression of IRAP does not change the reactivity of 

neonatal AMs to innate sensing receptor stimulations by PAMPs. 

Neonatal AMs from wild-type (WT, white square) or IRAP-deficient (IRAP
KO

, grey circle) mice 

were stimulated with different PAMPs; Poly(I:C) (100 μg/mL), LPS (10 ng/mL), Imiquimod (100 

μg/mL), CpG-B (100 μg/mL) or Poly(I:C)-LyoVec (0.1 or 1 μg/mL). The production of IL-6 was 

measured 24 h post-stimulation in supernatants using ELISA. Data are from four experiments. 

Means ± SEM are represented. 
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1.3. Résultats supplémentaires non publiés 

1.3.1. Le rôle dela protéine IRAP dans la régulation de la réponse innée des cellules 

épithéliales pulmonaires infectées par le VRS 

 Nous avons focalisé nos études sur le rôle de l’aminopeptidase IRAP dans les MAs 

puisqu’ils sont la principale source d’IFN-I au cours de l’infection par le VRS de souris 

adultes. Néanmoins, les cellules épithéliales respiratoires sont aussi des cellules productrices 

d’IFN-I et -III et sont le site privilégié de la réplication du VRS. Nous avons donc étendu 

notre étude du rôle de la protéine IRAP dans les cellules épithéliales pulmonaires néonatales 

(figure 13).  

 Après l’euthanasie des souriceaux C57BL6 WT et IRAP KO, les lavages broncho-

alvéolaires et la perfusion intracardiaque de PBS ont permis d’éliminer les MAs et les cellules 

sanguines des poumons. Les poumons ont été prélevés et digérés en présence de dispase et de 

DNase pendant 1 h. Les lysats pulmonaires ont été filtrés puis centrifugés pour recueillir les 

cellules. Les culots ont été remis en suspension et les cellules déposées dans boîtes de pétri 

recouvertes d'anticorps anti-CD45 et anti-CD16/CD32 pour éliminer les cellules myéloïdes. 

Les surnageants ont été récoltés après 2 h d’incubation puis centrifugés pour recueillir les 

cellules pulmonaires. Les cellules ont été remises en suspension et 100 µL ont été déposés 

dans des puits de P96 recouverts de fibronectine. Après 7 jours de croissance cellulaire, les 

cellules ont été infectées avec le virus recombinant VRS-mCherry ou non infectées. 

L’émission de la fluorescence par le VRS-mCherry au cours de sa réplication a été évaluée à 

6 h, 24 h, 48 h et 72 h post-infection (580-620 nm, lecture au Tecan). Les cellules ont été 

congelées pour réaliser des analyses de qRT-PCR et les surnageants récoltés pour doser les 

cytokines et les interférons. 

 La réplication du VRS a été évaluée par l’émission de fluorescence ou par analyse de 

l’expression du gène N du virus par qRT-PCR. Ces deux techniques montrent que le VRS se 

réplique bien dans les cellules épithéliales isolées de poumons de souriceaux WT ou IRAP 

KO à 1 et 2 jours post-infection (figure 13A). Cependant, en l’absence de la protéine IRAP, la 

réplication du VRS est significativement réduite 2 jours post-infection (figure 13A). La 

production d’IFN-III et d’IL-6 au cours de l’infection par le VRS ont été mesurées par ELISA 

dans les surnageants de culture (figures 13C et 13D). Les cellules épithéliales IRAP KO 

produisent significativement plus d’IFN-III et d’IL-6 que leurs homologues WT en réponse à 

l’infection. Parmi les ISGs testés (quantification des transcrits par PCR en temps réel), le 

niveau d’expression des transcrits IRF7 est significativement augmenté en l’absence de la 
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protéine IRAP alors que le niveau d’expression des transcrits IFITM3 n’est pas modifié 

(figures 13E et 13F). Nous n’avons pas encore quantifié la production d’IFN-I dans les 

surnageants de culture. 

 L’ensemble de ces données indique que la protéine IRAP est également impliquée 

dans la réponse innée des cellules épithéliales pulmonaires à l’infection par le VRS au cours 

de la période néonatale. Cependant, les mécanismes de régulation de la réponse immunitaire 

par la protéine IRAP peuvent être différents entre les MAs et les cellules épithéliales 

pulmonaires néonatales. Le rôle de la protéine IRAP dans le contrôle des réponses IFNs doit 

être également étudié dans les cellules épithéliales pulmonaires adultes. 
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Figure 13 : Le rôle de IRAP dans la réponse de cellules épithéliales pulmonaires primaires 

infectées par le VRS. Des cellules épithéliales pulmonaires ont été isolées de souriceaux 

C57BL6  WT ou IRAP KO par digestion en dispase et DNase pendant 1 h. Les cellules ont été 

infectées par un VRS recombinant produisant la protéine mCherry ce qui permet de quantifier 

la réplication virale par le niveau de fluorescence au cours du temps (A). Un ou deux jours 

après l’infection, les cellules ont été lysées pour analyser l’expression du gène N du VRS, 

d’IRF7 et d’IFITM3 par qRT-PCR (B) (E) (F). L’IFN-III (C) et l’IL-6 (D) ont été dosées dans 

les surnageants de culture par ELISA. Les données issues de deux expériences indépendantes 

ont été rassemblées pour chacune des figures excepté un jour post-infection pour l’analyse de 

l’expression de N (B). Test statistique utilisé : Mann-Whitney. * p<0,05, ** p<0,01. dpi : day 

post-infection. 
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1.3.2. La caractérisation du compartiment des endosomes IRAP+ dans les MAs  

 Pour étendre notre étude du contrôle exercé par la protéine IRAP sur la réponse IFN-I 

lors de l’infection par le VRS en période néonatale, nous avons souhaité caractériser plus 

finement le compartiment endosomal IRAP
+
 dans les MAs néonataux et adultes.  

 Dans les cellules dendritiques humaines, IRAP co-localise à plus de 50 % avec EEA1, 

Rab 14, STX6 et MMR [216,217]. Pour caractériser les endosomes IRAP
+
 dans les MAs, j’ai 

réalisé des expériences de co-localisation en immuno-fluorescence avec le marqueur EEA1, à 

l’état basal ou après stimulation par l’imiquimod, ligand du TLR7. Nous avons choisi de 

stimuler les MAs par l’imiquimod sur la base des études menées dans les cellules dendritiques 

suggérant que l’activation du TLR7 est contrôlée par la protéine IRAP. Les souriceaux 

C57BL6 WT et IRAP KO ont été euthanasiés et les lavages bronchoalvéolaires ont été 

réalisés. Les MAs ont été isolés puis ensemencés sur des lames recouvertes de fibronectine 

pendant la nuit à 37°C. Le lendemain les cellules ont été stimulées avec l’imiquimod ou non 

traitées. Après 24 h de stimulation, les MAs ont été fixés en paraformaldéhyde (4 %) et 

perméabilisés en présence de saponine (0,2 %) et d’albumine de sérum bovin (0,2 %). Les 

cellules ont été marquées avec les anticorps monoclonaux anti-IRAP et anti-EEA1 et colorées 

au DAPI. Des anticorps secondaires anti-IgG de souris ou de lapin respectivement couplés à 

l’Alexa 488 (A488) et à l’Alexa 594 (A594) ont été utilisés comme anticorps secondaires.  

 Mes travaux préliminaires montrent que la protéine IRAP co-localise en partie avec 

EEA1 à l’état basal dans le cytoplasme des MAs néonataux (figure 14, flèches blanches). En 

présence d’imiquimod cette co-localisation disparaît. En l’absence de l’expression de la 

protéine IRAP (MAs IRAP KO), et après traitement à l’imiquimod, EEA1 est essentiellement 

détectée à la membrane de la cellule. Ces données préliminaires indiquent un lien entre IRAP 

et le trafic de vésicules endosomales EEA1
+
 dans les MAs comme démontré précédemment 

dans les cellules dendritiques [216,217].  

 Sur la base des études menées lors de la stimulation des MAs de souriceaux par les 

différents ligands de TLRs et de RLRs et lors de l’exposition au VRS (figures 1 et 4 de 

l’article), nous avons pu constater que la réponse IFN-I est influencée par la présence de la 

protéine IRAP uniquement au cours de la réplication du VRS.  

 De ce fait, il serait intéressant de poursuivre les investigations en examinant la 

maturation des endosomes IRAP
+
 (acquisition de marqueurs d’endosomes précoces, tardifs ou 

de lysosomes) au cours de l’infection par le VRS dans les MAs WT et IRAP KO ainsi que la 

présence de composants viraux (comme par exemple le compexe RNP) au sein des 
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endosomes IRAP
+
. Ces expériences permettraient d’indiquer le devenir du virus dans les MAs 

(par exemple la rétention du génome viral dans des compartiments de la cellule inaccessibles 

aux PRRs). 

 

Figure 14. La protéine IRAP co-localise en partie avec EEA1 dans les MAs de souriceaux WT 

à l’état basal. Les MAs ont été isolés de souriceaux WT ou IRAP KO puis stimulés pendant 24 

h avec l’imiquimod (10 µg/mL) ou non traités. Les cellules ont ensuite été marquées par des 

anticorps anti-IRAP (A488, vert) et anti-EEA1 (A594, rouge) et le noyau coloré au DAPI 

(bleu). La co-localisation entre IRAP et EEA1 est indiquée par des flèches blanches. Les 

images ont été acquises sur un microscope confocal Leica SP8 (grossissement x63). Le 

traitement et l'analyse des images ont été réalisés avec le logiciel ImageJ. 

1.3.3. L’autophagie comme mécanisme de régulation de la réponse IFN-I par la 

protéine IRAP au cours de l’infection par le VRS dans les MAs en période 

néonatale 

 L’aminopetidase IRAP intervient dans la régulation du trafic endo-lysosomal qui est 

particulièrement important pour le transport, le recyclage et la dégradation de molécules 

internalisées par la cellule. Le système endolysosomal est étroitement lié à l’autophagie 

principalement connue comme un processus physiologique d’autodigestion nécessaire à la 

survie cellulaire en cas de carence énergétique. Il existe plusieurs types d’autophagie : la 

microautophagie, l’autophagie médiée par des protéines chaperonnes et la forme principale, la 
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macroautophagie (ou simplement désignée autophagie). Je me focaliserai sur cette dernière 

qui comprend également le processus de dégradation spécifique aux mitochondries, la 

mitophagie. L’autophagie est régulée par l’activation séquentielle de protéines Atg 

(autophagy-related genes), découvertes chez la levure, qui s’assemblent en complexe pour 

générer une vacuole appelée autophagosome. La formation de l’autophagosome comprend 

trois phases : l’initiation, l’élongation et la maturation. Atg8, aussi nommée LC3 chez les 

mammifères (ou MAP1LC3, microtubule associated protein 1 light-chain 3), intervient après 

la phase d’initiation. Lors de la phagocytose de billes de latex par des cellules dendritiques 

dérivées de moelle osseuse IRAP KO, la protéine LC3 s’accumule autour des billes 2 h après 

le début de l’expérience de façon significativement plus importante que dans les cellules 

sauvages exprimant la protéine IRAP (L. Saveanu, D. Descamps, données non publiées). 

Dans les adipocytes et les cellules de muscles lisses, les protéines IRAP, Rab11 et Rab14 

composent les GSV et dans les cellules denritiques la protéine IRAP colocalise avec Rab14 

(voir partie 4.3.1 de l’introduction) [296]. Les GTPases Rab sont des régulateurs importants 

du trafic vésiculaire intracellulaire. Les protéines Rab se localisent à la membrane d’organites 

spécifiques, dont les protéines et lipides associés sont recyclés à la membrane plasmique, 

transportés à l’appareil de Golgi ou dégradés au sein des lysosomes. Les protéines Rab 

interagissent avec le cytosquelette et le réseau de microtubules grâce à de nombreux 

effecteurs (protéines FIPs, family interacting partners) et protéines motrices (kinésines et 

dynéine). Rab11 associée à FIP-1/-2 est requise pour l'assemblage et le bourgeonnement du 

VRS à la surface apicale de cellules épithéliales humaines [297,298]. Rab11 et Rab14 se 

trouvent au carrefour de l’autophagie et de la voie endolysomale. En réponse à une privation 

nutritive (induction de l’autophagie), Rab 11 facilite la fusion des endosomes avec les 

autophagosomes en levant l’inhibition exercée par la protéine Hook sur les endosomes tardifs 

chez la drosophile [299]. Dans le même modèle, Mauvezin et al (2016) ont montré que Rab14 

permet la fusion des autophagosomes et des lysosomes [300]. Ainsi, l’ensemble de ces 

données suggèrent que la protéine IRAP pourrait participer à la régulation du processus 

autophagique dans les cellules de l’immunité innée. 

 De nombreux travaux mettent en avant le rôle de l’autophagie dans la régulation de 

l’immunité. L’autophagie est impliquée dans l’élimination de pathogènes intracellulaires, 

dans le contrôle de l’inflammation, la sécrétion de médiateurs immunitaires et la mise en 

place de l’immunité adaptative (pour revue [301]). A titre d’exemple, les autophagosomes 

peuvent contenir des PAMPs et de ce fait facilitent leur reconnaissance par les TLRs 

intracytosoliques en libérant les PAMPs au sein de la lumière endosomale. Lee et al (2007) 
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ont montré qu’en l’absence d’autophagie (utilisation d’inhibiteurs tels que la 3-methyladenine 

(3-MA), de wortmannine ou de souris chimériques Atg5
-/-

) les CDp ne produisent pas d’IFN-I 

lors de la reconnaissance et de l’activation du TLR7 par des virus à ARN simple brin [302]. 

Morris et al (2011) ont montré dans des cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse que 

l’autophagie induite par carence nutritive associée à l’infection par le VRS exacerbe les 

productions d’IFN-β, d’IL-1β et d’IL-6. En l’absence de MyD88 ou de TRIF (protéines 

adaptatrices des TLR3, TLR4 et TLR7), les productions de ces cytokines sont réduites au 

moins de moitié [303]. Par ailleurs, Pokharel et al (2016) ont montré que l’autophagie était 

nécessaire à la production d’IFN-β par l’intermédiaire du TGF-β dans des macrophages 

dérivés de moelle osseuse lors de leur exposition au VRS [304]. Kuma et al (2004), grâce à 

l’utilisation de souris recombinantes exprimant la protéine LC3 couplée à la protéine 

fluorescente verte GFP (green fluorescente protein), ont montré que l’autophagie est 

particulièrement induite dans les poumons, le cœur et d’autres organes néonataux durant les 

premières heures de vie des souriceaux [305]. Toutefois, l’autophagie semble rapidement 

réprimée 1 jour après la naissance [305]. Enfin, il apparaît que l’autophagie est indispensable 

à la survie des souriceaux. L’absence d’expression de la protéine Atg5 ou d’Atg6 (aussi 

appelée beclin) conduit à la mort de l’ensemble des animaux au cours du premier jour de leur 

vie [305,306]. 

 Ainsi, étant donné que l’autophagie contribue à l’induction des IFN-I dans les 

macrophages dérivés de moelle osseuse de souris adultes et que la présence de la protéine 

IRAP empêche les souriceaux de produire les IFN-I au cours de l’infection par le VRS, nous 

supposons un rôle répresseur de la protéine IRAP sur l’autophagie pendant la période 

néonatale à l’origine de l’inhibition de la réponse IFN-I au cours de l’infection par le VRS. 

 J’ai donc commencé à tester cette hypothèse en analysant l’autophagie à l’homéostasie 

et lors de l’exposition au VRS dans des MAs de souriceaux et d’adultes et évalué si ce 

processus biologique est dépendant de la présence de la protéine IRAP dans les cellules.  

 Les MAs ont été isolés à partir des lavages broncho-alvéolaires réalisés chez des 

souriceaux et des adultes C57BL6 WT et IRAP KO puis ensemencés sur des lames 

recouvertes de fibronectine pendant la nuit à 37°C. Le lendemain les cellules ont été exposées 

au VRS ou non infectées (mock). Après 2 h ou 24 h d’incubation, les MAs ont été fixés en 

paraformaldéhyde (4 %) et perméabilisés en présence de saponine (0,2 %) et d’albumine de 

sérum bovin (0,2 %). Les cellules ont été marquées avec l’anticorps monoclonal anti-beclin et 

colorées au DAPI. Un anticorps secondaire couplé à l’Alexa 594 (A594) a été utilisé pour 

révéler le marquage beclin qui a été quantifié à l’aide du logiciel Imaris 7.2.  
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 Beclin est une protéine de l’autophagie dont le rôle est indispensable au début de la 

formation de l’autophagosome. A l’état basal, le nombre de spots beclin
+
 dans les MAs est 

significativement plus important chez les souriceaux que chez les adultes (figure 15B, 

conditions mock/WT). En revanche, la quantité de spots beclin
+
 est réduite 2 h et 24 h post-

infection, dans les MAs néonataux alors qu’elle est augmentée dans les MAs adultes (figure 

15B, conditions 2h/WT et 24h/WT). Ces données sont en accords avec les observations faites 

par l’équipe de Santanu Bose qui démontre la nécessité de l’induction de l’autophagie dans 

les macrophages dérivés de moelle osseuse de souris adultes pour produire l’IFN-β [304]. En 

l’absence de la protéine IRAP, le nombre de spots beclin
+
 augmente légèrement dans les MAs 

néonataux et très fortement dans les cellules adultes dans lesquelles ce nombre est déjà 

importante à l’état basal (figure 15B, conditions 2h/IRAP KO). Ces résultats suggèrent que 

l’infection par le VRS des MAs de souriceaux provoque une diminution de l’autophagie, qui 

est dépendante de la présence de la protéine IRAP. 
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Figure 15. L’expression de beclin est réduite dans les MAs néonataux infectés par le VRS. Les 

MAs ont été isolés de souris adultes ou de souriceaux C57BL6 WT ou IRAP KO puis infectés 

pendant 2 h ou 24 h par le VRS. Les cellules ont été marquées par un anticorps anti-beclin 

(A594, rouge) et au DAPI (non montré). A. Images prises en microscopie confocale 

(grossissement x63) puis analysées avec le logiciel Imaris 7.2. Une cellule de chacune des 

populations de MAs analysées 2 h après l’infection par le VRS est montrée : A(a), MA de 

souris adulte IRAP KO ; A(b) MA de souris adulte WT ; A(c) MA de souriceau IRAP KO ; 

A(d) MA de souriceau WT. Les flèches indiquent les spots considérés positifs pour beclin 

(beclin
+
) dont le diamètre est supérieur à 25 µm et l’intensité supérieure à 1800. B. Nombre 

de spots beclin
+
 par MA analysé pour chacune des conditions testée. n=4 à 16 cellules 
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analysées par condition testée. Test statistique utilisé : Mann-Whitney. * p<0,05, ** p<0,01, 

*** p<0,001. Il s’agit d’une unique expérience. 

 Dans le but de tester l’hypothèse que la production d’IFN-I et d’IL-6 au cours de 

l’infection par le VRS est dépendante de l’autophagie et de la protéine IRAP, j’ai utilisé des 

inhibiteurs de l’autophagie dans le contexte néonatal IRAP KO  pour inhiber la réponse IFN-I 

des MAs (figure 16). La 3-MA intervient dans l’inhibition de la formation des 

autophagosomes en inhibant les kinases PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) de classe I et III 

impliquées dans le contrôle de l’activation de mTOR (mammalian target of rapamycin), un 

régulateur clé de nombreux processus biologiques dont la biosynthèse des protéines, la 

croissance cellulaire et l’autophagie (pour revue [307]). 

 Les MAs ont été isolés à partir des lavages broncho-alvéolaires réalisés chez des 

souriceaux IRAP KO, exposés ou non à la 3-MA pendant 2 h puis infectés par le VRS (avec 

ou sans 3-MA) ou non infectés (mock). Après 24 h d’incubation post-infection VRS, les 

surnageants de culture ont été récoltés et les MAs lysés afin d’analyser par qRT-PCR 

l’expression du gène N du virus et d’IFITM3. 

 Mes résultats indiquent que l’inhibition de l’autophagie avec la drogue 3-MA dans les 

MAs IRAP KO néonataux augmente l’expression du gène N du VRS (figure 16A) et réduit 

l’expression d’IFITM3 et la production d’IL-6 (figure 16B et 16C). La production d’IFN-I 

dans les surnageants de culture doit encore être dosée. Il semblerait donc que l’autophagie est 

nécessaire à l’induction de la réponse innée antivirale (IFITM3 et IL-6) au cours de l’infection 

par le VRS dans le contexte IRAP KO. Cependant, ces résultats nécessitent d’être confirmés 

et complétés avec des souris adultes WT et IRAP KO. Bien que la 3-MA soit couramment 

utilisée pour inhibiter l’autophagie [304,308,309], son mécanisme d’action est complexe et 

l’interprétation des données nécessite une certaine réserve. Wu et al (2010) ont montré que la 

3-MA bloque de manière persistante la PI3K de classe I mais seulement de manière transitoire 

la PI3K de classe III dans des fibroblastes embryonnaires murins [310]. Ces auteurs ont 

montré l’accumulation de marqueurs autophagiques dès 6 h d’exposition à la 3-MA et 

suggèrent de travailler avec un autre inhibiteur de l’autophagie, la wortmannine, qui inhibe de 

manière persistante la PI3K de classe III et transitoirement la PI3K de classe I [311]. Mes 

expériences préliminaires avec la wortmannine ne me permettent pas de conclure quant à 

l’effet de l’inhibition de l’autophagie sur la réponse innée antivirale lors de l’exposition des 

MAs néonataux au VRS (données non montrées).     
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Figure 16. Le blocage de l’autophagie inhibe la réponse IFN-I et la production d’IL-6 dans 

les MAs déficients pour l’expression de IRAP infectés par le VRS. Les MAs de souriceaux 

IRAP KO ont été pré-exposés ou non à la 3-MA pendant 2 h puis exposés au VRS pendant 2h 

(avec ou sans 3-MA) ou non infectés (mock). 24 h après l’infection, les cellules ont été lysées 

pour analyser l’expression du gène N du VRS (A) et IFITM3 par qRT-PCR (B). L’IL-6 a été 

dosée dans les surnageants de culture par ELISA (C). Il s’agit d’une unique expérience. 

1.4. Conclusion et discussion 

 Dans ce travail, nous avons montré pour la première fois que les macrophages 

alvéolaires de souriceaux exposés ex vivo au VRS ne produisent pas d’IFN-I de manière 

détectable, contrairement aux MAs isolés de souris adultes. De façon complémentaire aux 

données publiées par le laboratoire avec des souriceaux BALB/c [189], nous avons montré 

chez des souriceaux de fond génétique C57BL6 l’existence d’un défaut global de production 

IFN-I dans les poumons au cours de l’infection par le VRS. Ces résultats permettent de 

généraliser l’absence de mobilisation des voies IFN-I chez les souriceaux infectés par le VRS 

quel que soit le fond génétique de l’animal. L’aminopeptidase IRAP est pour la première fois 

étudiée dans le contexte d’une infection virale dans laquelle son expression et son rôle dans la 

régulation de la réponse pulmonaire anti-vriale sont évalués en fonction de l’âge. Nous avons 

pu montrer que la protéine IRAP exerce dans les MAs et in vivo un contrôle des réponses 

IFN-I à l’infection par le VRS propre à la période néonatale. 

 Le contrôle de la protéine IRAP sur la voie IFN-I a été démontré in vivo dans le 

poumon et in vitro dans les MAs ainsi que dans des cellules épithéliales isolées du poumon 

(données encore préliminaires). La réponse IFN-I est augmentée en l’absence de la protéine 

IRAP dans les poumons de souriceaux infectés in vivo par le VRS alors que la réplication 

virale reste inchangée. Or, dans les MAs et les cellules épithéliales pulmonaires exposés ex 

vivo au VRS la charge virale est diminuée. Ces résultats contraires peuvent s’expliquer par le 

degré de complexité biologique plus élevé que représente le tissu entier lors d’un modèle 
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d’infection in vivo (exposition probablement moindre des cellules pulmonaires à l’inoculum 

virale lors de l’infection in vivo en raison de la dissémination virale débutant au niveau des 

voies aériennes supérieures, nombreuses interactions cellulaires au niveau des poumons et 

masquage de la réplication virale dans les cellules épithéliales et les MAs par le bruit de fond 

généré par l’ensemble du tissu pulmonaire).  

 Nos données obtenues avec les MAs de souriceaux indiquent que ces cellules sont 

autant capables de répondre aux stimulations par des agonistes synthétiques de PPRs que les 

adultes (figure 4 et figure supplémentaire 1 dans l’article). La stimulation des MAs de 

souriceaux et de souris adultes par les ligands des TLR3, TLR4, TLR7, TLR9 et de RIG-I 

montre que la production d’IFN-I par les MAs ne passe pas par l’activation des TLRs mais 

plutôt des RLRs. L’activation de RIG-I par un agoniste synthétique induit la production de la 

même quantité d’IFN-I par les MAs de souriceaux et d’adultes. Les MAs néonataux et adultes 

synthétisent aussi des quantités comparables d’IL-6 en réponse à la stimulation du TLR4. 

Kollmann et al (2009) ont montré que les cellules de sang de cordon produisent en moindres 

quantités l’IL-12p70, l’IFN-α et l’IFN-γ au cours des stimulations par les agonistes des TLR4, 

TLR7 et TLR8 mais sont tout aussi capables voire meilleures dans la production de cytokines 

pro-Th17 (IL-1β, IL-6 et IL-23) et anti-inflammoire (IL-10) [102]. Ces données suggèrent une 

orientation de type Th2 et Th17 de la réponse immunologique néonatale et une capacité 

réduite à soutenir des réponses de type Th1. Le défaut de production d’IFN-I par les cellules 

néonatales du sang pourrait s’expliquer par une signalisation intracellulaire différente selon 

l’âge. La stimulation par le LPS de CDmo humaines induit la translocation nucléaire d’IRF-3 

dans les CDmo de nouveau-nés et d’individus adultes. Néanmoins, la liaison d’IRF-3 à l'ADN 

et son association avec le coactivateur CBP (CREB-binding protein) sont diminuées dans les 

cellules dendritiques néonatales [312]. De plus, Danis et al (2008) ont mis en évidence que la 

translocation nucléaire d’IRF-7 est réduite dans les CDp de sang de cordon lors de la 

stimulation du TLR9 par rapport aux cellules adultes [313]. Ainsi, ces deux études suggèrent 

l’existence d’une signalisation intracellulaire spécifique à la période néonatale dans les 

cellules sanguines néonatales contrairement à nos données sur les MAs néonataux et adultes 

murins qui ne montrent pas de différences lors de la stimulation des TLRs et RLRs. Il est 

donc important de noter que selon le tissu étudié et le modèle utilisé, il est difficile de 

généraliser la réponse immunologique d’une population cellulaire lorsqu’elle est étudiée ex 

vivo avec des ligands synthétiques. 

 Finalement l’étude de l’activation de la voie IFN-I au cours de la stimulation par le 

ligand synthétique de RIG-I de MAs néonataux dépourvus ou non de l’aminopeptidase IRAP 
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n’indique pas de différence de réponse IFN-I (figure 4 de l’article). Nous n’observons pas non 

plus de différence lors de l’exposition des MAs WT et IRAP KO avec le VRS inactivé aux 

UV (figure 1 de l’article). Cependant, la réponse IFN-I est augmentée dans les MAs IRAP 

KO infectés par le VRS lorsque le virus est capable de se répliquer (figure 1 de l’article). Ces 

données indiquent que le contrôle par IRAP de la réponse IFN-I est spécifique à la période 

néonatale et nécessite la réplication virale dans les MAs.  

  Une telle spécificité du contrôle des réponses IFN-I avait été proposée chez l’Homme 

à partir de cellules dendritiques plasmacytoïdes (CDp) isolées de sang de cordon [314].  Les 

CDp isolées de sang de cordon et exposées au VRS produisent significativement moins 

d’IFN-α que des CDp adultes exposées au VRS [314]. Ces auteurs montrent également que la 

production des IFN-I au cours de l’infection des cellules adultes ne dépend pas de l’activation 

des TLRs endosomaux (l’inhibition de l’acidification endosomale n’a pas d’effet sur la 

réponse antivirale), mais de l’activation de RIG-I [314]. La production d’IFN-α en réponse à 

la stimulation de RIG-I est plus faible par les CDp néonatales que par les CDp adultes, alors 

même que l’expression de RIG-I est similaire entre les CDp adultes et néonatales. Ainsi, les 

auteurs proposent d’expliquer le défaut de production d’IFN-I dans les cellules dendritiques 

néonatales par une altération de la maturation post-traductionnelle de RIG-I ou de MAVS ou 

par l’absence de certains évènements de signalisation en aval de MAVS [314].   

 Dans nos mains, la stimulation de RIG-I (avec le ligand synthétique Poly(I:C)-

LyoVec) dans les MAs de souriceaux induit une production d’IFN-I similaire 

indépendamment de l’expression de la protéine  IRAP alors que la réponse IFN-I à l’infection 

par le VRS est indétectable dans les cellules néonatales sauf si le gène IRAP est invalidé. Les 

MAs néonataux sont donc compétents pour produire des IFN-I mais cette production n’est pas 

induite au cours de l’infection par le VRS. D’un point de vue fonctionnel, les protéines NS1 et 

NS2 du VRS sont capables d’inhiber la production d’IFN-I dans des lignées de cellules 

épithéliales humaines en interférant avec la formation du complexe d’activation d’IRF-3 et sa 

translocation au noyau ou en interagissant avec RIG-I, inhibant de ce fait son interaction avec 

MAVS [315–318]. Le rôle des protéines NS1 et NS2 n’a jamais été étudié dans le contexte 

néonatal ni dans les MAs. Il est possible d’envisager que la cellule de nouveau-né soit plus 

sensible à l’antagonisation de la réponse IFN-I par NS1 et NS2 ce qui impliquerait un 

mécanisme intracellulaire spécifique à la période néonatale exploité par le virus pour contrer 

la réponse antivirale.  

 Une autre possibilité est que le mécanisme d’entrée du VRS dans les MAs néonataux 

soit différent de celui des MAs adultes et de ce fait, ne sollicite pas les mêmes signalisations 
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pour activer les voies IFN-I. Le récepteur membranaire CX3CR1, qui est aussi un marqueur 

d’immaturité cellulaire, est capable d’interagir avec la glycoprotéine virale G du VRS et de 

faciliter l’entrée du virus dans les cellules épithéliales et les lymphocytes Breg [78,254,319]. 

Dans nos mains, l’expression de CX3CR1 est significativement augmentée dans les MAs de 

souriceaux à l’homéostasie et lors de l’infection par le VRS par rapport aux adultes (données 

non montrées). Néanmoins l’expression ne diffère pas entre les MAs WT et IRAP KO 

néonataux. Ces données suggèrent que l’entrée du VRS dans les MAs de souriceaux pourrait 

être éventuellement facilitée par l’interaction entre CX3CR1 et la protéine G ce qui 

expliquerait la charge virale augmentée dans les MAs néonataux WT par rapport aux MAs 

adultes. Néanmoins, pour confirmer cette hypothèse, il faudrait analyser par cytométrie en 

flux l’expression de CX3CR1 à la surface des MAs. De plus, l’analyse de l’expression du 

gène N du VRS nécessite d’être réalisée à un temps plus précoce que 24 h afin de s’affranchir 

de l’action antivirale des IFN-I déjà produits par les MAs adultes. Enfin, il serait interessant 

de comparer la charge virale de MAs issus de souris déficientes pour l’expression de 

CX3CR1 avec des cellules sauvages suite à une infection ex vivo par le VRS. 

 Le travail publié en 2017 par l’équipe de Loredana Saveanu montre que l’activation 

des TLR7 et TLR9 est régulée grâce au trafic des vésicules endosomales IRAP
+ 

dans les 

cellules dendritiques. Les vésicules IRAP
+
 transportent ces TLRs jusqu’à des compartiments 

endolysomaux qui permettent l’activation séquentielle des voies de signalisation situées en 

aval de ces récepteurs aboutissant à la synthèse des IFN-I et des cytokines inflammatoires. 

Les auteurs montrent également que les vésicules IRAP
+
 se déplacent dans les cellules 

dendritiques grâce à leur fixation au cytosquelette d’actine par l’extrémité cytosolique de la 

protéine IRAP et de son interaction avec FHOD4. Mon travail de thèse indique que la 

production d’IFN-I est induite au cours de la stimulation de RIG-I par le ligand synthétique 

Poly(I:C)-LyoVec dans les MAs. RIG-I est localisé dans le cytosol des cellules, les 

endosomes IRAP
+
 ne participent donc pas directement à son activation et donc au contrôle de 

la réponse IFN-I selon le mécanisme décrit par l’équipe de Loredana Saveanu [206]. 

 Un certain nombre de données (voir partie résultats paragraphe 1.3.3) nous ont 

poussées à faire l’hypothèse que la protéine IRAP inhibe l’autophagie pendant la période 

néonatale entraînant alors la réduction de la production d’IFN-I au cours de l’infection par le 

VRS. Mes résultats semblent indiquer un rôle différent de l’autophagie entre les MAs adultes 

et néonataux. L’expression de beclin est significativement augmentée dans les MAs adultes 

infectés IRAP KO par le VRS par rapport à leurs homologues WT alors que la réponse IFN-I 

est similaire. Au cours de l’infection par le VRS des MAs néonataux IRAP KO, l’expression 
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de beclin est légèrement augmentée alors qu’elle est diminuée dans les MAs néonataux WT. 

La réponse IFN-I est induite dans les MAs néonataux IRAP KO infectées par le VRS alors 

que les MAs WT ne répondent pas à l’infection. De plus, l’inhibition de l’autophagie par la 3-

MA dans notre étude préliminaire indique que l’autophagie est nécessaire à la production 

d’IFN-I dans les MAs de souriceaux IRAP KO. Ainsi, il serait intéressant d’évaluer l’effet de 

l’inhibition de l’autophagie dans les MAs adultes WT et IRAP KO sur la réponse IFN-I à 

l’infection par le VRS afin d’identifier si l’autophagie est nécessaire à la réponse antivirale à 

cet âge et si la protéine IRAP intervient dans la mécanistique autophagique. Inversement, 

l’activation de l’autophagie dans les MAs neonataux WT par privation de sérum (starvation) 

ou par inhibition de mTOR via la rapamycine, devrait restaurer la production des IFN-/, et 

ainsi finaliser la démonstration de l’importance de l’induction de l’autophagie dans la 

production des IFN-I par les MAs en période néonatale.  

 Pour faire le parallèle avec d’autres types cellulaires infectés par le VRS, l’autophagie 

dans les cellules épithéliales humaines en culture est nécessaire à la réplication virale alors 

que dans les macrophages l’autophagie induit la production d’IFN-I important pour la 

clairance du VRS [304,320]. Li et al (2018) ont montré que l’autophagie favorise la 

réplication du VRS en inhibant l’apopotose des cellules épithéliales respiratoires infectées 

(cellules Hep2). Dans le cas de cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse de souris 

adulte infectées par le VRS, l’induction de l’autophagie provoque la sécrétion de cytokine de 

type 1 et pro-inflammatoires (IFN-I, IL-12p35 et IL-6), favorise la maturation cellulaire 

(augmentation de l’expression des marqueurs de surface CMH-II,  CD40, CD80 et CD86) et 

conditionne les capacité des cellules dendritiques à activer les cellules T CD4
+
 [303]. Reed et 

al (2013) ont montré que l’infection in vivo par le VRS induit l’autophagie dans les poumons 

de souris adultes ce qui limite la sévérité de l’infection (réduction de la production de 

cytokine Th2, de la sécrétion de mucus et de l’infiltration pulmonaire d'éosinophiles). Ainsi, 

le rôle de l’autophagie au cours de l’infection par le VRS est différent en fonction du type 

cellulaire étudié. De plus, dans le cadre de la poursuite des travaux de cette thèse, le rôle de 

l’autophagie dans la réponse antivirale pulmonaire à l’infection par le VRS pourrait être pour 

la première fois décrit en fonction de l’âge. 
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2. Modulation de la réponse immunitaire à l’infection VRS par des 

bactéries primocolonisatrices des poumons au cours de la période 

néonatale  

2.1. Introduction 

 A la naissance, l’organisme du nouveau-né est progressivement colonisé par des 

microorganismes de l’environnement extérieur. Globalement, la stabilisation du microbiote 

des muqueuses intervient à un moment de la vie qui correspond au développement et à la 

maturation des défenses immunitaires. La composition du microbiote pulmonaire se diversifie 

avec l’âge et semble plus encline à la dysbiose avant l’âge adulte (voir partie 5.2.5 de 

l’introduction) [261]. Cette évolution impacte la maturation cellulaire des poumons et donc 

les défenses contre les pathogènes respiratoires et en particulier les virus [262].  

 L’infection par le VRS en période néonatale engendre une empreinte 

immunopathologique caractérisée par une signature immunitaire de type 2. Notre hypothèse 

est que la composition du microbiote respiratoire pourrait participer à la mise en place de 

l’immunité anti-VRS précoce du nouveau-né en agissant sur les effecteurs cellulaires et 

moléculaires de l’immunité innée, en particulier les PRRs. 

 De fait l’influence de la colonisation microbienne des poumons sur l’activation des 

TLRs n’a jamais été étudiée. Pour tester notre hypothèse nous avons utilisé le modèle d’étude 

ex vivo des explants de poumons qui est bien adapté pour tester rapidement un large panel de 

conditions et avoir un aperçu de la réponse immunitaire pulmonaire précoce qui se produirait 

lors d’une exposition in vivo à des ligands de TLRs [321,322]. Dans un premier temps, nous 

avons comparé les réponses cytokiniques d’explants de poumon de souris adultes axéniques et 

de souris conventionnelles C57BL6 lors de la stimulation par les ligands synthétiques des 

TLR3, TLR4, TLR7, TLR9 et lors de l’exposition au VRS. Nous avons également comparé 

les réponses TLRs entre des explants pulmonaires issus de souriceaux et d’adultes BALB/c et 

C57BL6. Dans cette partie de la thèse nous nous sommes intéressées à la polarisation de la 

réponse immunologique en dosant des cytokines de type 1, de type 2, de type 17 et 

régulatrices plutôt qu’à la réponse antivirale IFN-I. 

 Dans un deuxième temps, nous avons choisi d’évaluer la capacité de deux souches 

bactériennes primo-colonisatrices CNCM 4969 et CNCM 4970 à moduler les réponses 

immunitaires innée et systémique lors de l’infection par le VRS. CNCM 4969 et CNCM 4970 

ont été isolées à partir de poumons de souriceaux C57BL6 et référencées à la Collection 
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Nationale de Cultures de Micro-organismes (CNCM) de l’institut Pasteur par l’équipe de 

notre collaboratrice Muriel Thomas (INRA, Micalis). CNCM 4969 induit la production de 

cytokines de type 1 et CNCM 4970 la sécrétion de cytokines de type 2 par des explants 

pulmonaires de souris adultes axénique C57BL6 [269]. Ces deux souches bactériennes ont été 

testées dans un modèle d’asthme chez la souris. Elles ont été administrées de manière répétée 

par voie nasale à des souriceaux C57BL6 pendant les deux premières semaines de vie. Une 

sensibilisation suivie d’une épreuve aux poussières d’acariens (House Dust Mite ; HDM 

administré par voie nasale) a été réalisée sur la même période puis les souris ont été sacrifiées 

à trois semaines de vie. Les données obtenues indiquent que l’hypersensibilité respiratoire 

déclenchée par l’exposition à HDM varie en fonction de la souche bactérienne administrée 

pendant la période néonatale. La souche bactérienne CNCM 4969 protège de l’asthme alors 

que CNCM 4970 sensibilise à la survenue de cette pathologie [269]. Ces données indiquent 

qu’il est possible de moduler l’immunité pulmonaire néonatale via l’administration de 

bactéries commensales des poumons. Nous avons donc testé l’effet de CNCM 4969 et CNCM 

4970 lors de l’exposition néonatale au VRS soit ex vivo sur explants pulmonaires murins, soit 

in vivo.  

 Mon travail montre que la présence d’un microbiote commensal des poumons 

influence la réponse cytokinique à différents ligands de TLRs et à l’infection par le VRS. Par 

contre l’administration répétée de CNCM 4969 ou de CNCM 4970 à la naissance ne modifie 

pas notablement l’orientation de la réponse immunitaire au cours de l’infection par le VRS en 

période néonatale. 

2.2. Matériel et méthode 

2.2.1. Animaux utilisés et préparation des explants de poumons 

 Les explants de poumons ont été obtenus à partir de souris BALB/c et C57BL6 

élevées en condition EOPS (IERP, Jouy-en-Josas) ou de souris C57BL6 axéniques élevées en 

isolateur stérile (Anaxem, INRA, Jouy-en-Josas) âgées de 6 à 8 semaines. Les souris ont été 

euthanasiées par overdose de pentobarbital, la cage thoracique ouverte et la trachée libérée. 

Une canule a été insérée dans la trachée afin de perfuser une solution liquide à 37°C d’agarose 

UltraPure Low Melting Point 1,5% (Life Technologies) pour gonfler les poumons. Après 

quelques minutes de refroidissement de la solution perfusée permettant ainsi la solidification 

de l’agarose, les poumons ont été prélevés et les lobes séparés puis stockés à 4°C dans du 

milieu de culture Roswell Park Memorial Institute (RPMI, GE Healthcare) complet (serum de 
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veau fœtal 10 %, L-glutamine 2 mM). Les lobes ont été ensuite inclus dans un insert 

métallique. L’insert a été refroidit puis introduit dans la partie microtome préalablement 

stérilisée du Krumdieck tissu slicer (Alabama Research and Development). Les lobes ont été 

coupés à une épaisseur de 200-250 µm dans un milieu stérile de Dulbecco’s Phosphate 

Buffered Saline (PBS, Sigma-Aldrich) supplémenté de pénicilline (10 U/mL) et de 

streptomycine (100 µg/mL). Les tranches de poumons ainsi obtenues ont ensuite été 

distribuées en plaques 24 puits (2 explants par puits) et incubées en milieu RPMI complet 

préchauffé à 37°C afin de resolubiliser l’agarose contenu dans les explants pulmonaires. Le 

milieu de culture a été changé quatre fois pendant 2 h pour resolubiliser totalement l’agarose. 

Les explants de poumons ont ensuite été incubés à 37°C et 5 % CO2 pendant la nuit. 

2.2.2. Préparation des bactéries 

 Les bactéries CNCM 4969 ou CNCM 4970 ont été isolées de poumons de souriceaux 

C57BL6 âgés de 6 jours et référencées à la Collection Nationale de Cultures de Micro-

organismes (CNCM) de l’institut Pasteur par nos collaboratrices Muriel Thomas et Aude 

Remot (Institut Micalis) [269]. Pour chacune des expériences impliquant CNCM 4969 et 

CNCM 4970 présentées dans ce manuscrit les inocula bactériens ont été préparés par nos 

colaborateurs de Micalis (Elliot Mathieu). Brièvement, les bactéries ont été décongelées puis 

ensemensées en milieu de culture Brain heart infusion (BHI) (préculture). Après 24 h 

d’incubation à 37 °C sous agitation (120 rpm), 1 mL de préculture additionné à 9 mL de 

milieu frais a été incubé à 37°C pendant 24 h sous agitation (120 rpm). Le lendemain la 

préculture a été centrifugée (10 min, 4200 rpm à 4°C) et le culot repris dans 1 mL de PBS. 

Les bactéries ont été dénombrées avec un cytomètre Accuri (BD Biosciences). 

2.2.3. Stimulation par les ligands de TLRs, pré-exposition bactérienne et infection des 

explants de poumons 

a. Stimulation par les ligands de TLRs 

 Les explants de poumons ont été incubés dans 500 µL de milieu RPMI complet 

préchauffé à 37°C en présence du lipopolysaccharide bactérien (LPS ; 500 ng/mL, Sigma-

Aldrich, Escherichia coli 0111:B4), de CpG-B ODN1826 (10 µg/mL, Sigma-Aldrich, 

séquence (5’-TCCATGACGTTCCTGACGTT-3’), de l’acide polyinosinique-polycytidylique 

(poly(I:C) ; 100 µg/mL, InvivoGen) ou d’imiquimod (10 µg/mL, InvivoGen). Les explants de 

poumons non stimulés (contrôles) ont été incubés avec le milieu de culture seul. Les 

surnageants ont été collectés après 24 h d’incubation afin de quantifier la sécrétion de 
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cytokines et d’évaluer la mortalité tissulaire. Les explants de poumons ont été lysés dans 500 

µL de tampon de lyse (EDTA 0,5 M, NaCl 0,150 M, Triton 1 % et TrisHCl 1 %) en présence 

d’inhibiteurs de protéases (Roche Diagnostics) dans des tubes contenant des billes céramiques 

(Mineralex) et broyés avec le Precellys24 (Bertin Technologies ; 2 cycles de 6000 rpm 

pendant 15 secondes). Les surnageants de culture et les lysats tissulaires ont été stockés à -

20°C. 

b. Pré-exposition bactérienne et infection des explants pulmonaires  

 Dans une première série d’expérience les explants de poumons ont exposées pendant 2 

h à 250 µL d’inoculum de virus recombinant VRS-luciférase (8100 pfu) [323] ou non 

infectés. Les explants de poumons ont ensuite été incubés pendant 24 h après l’ajout de 250 

µL de RPMI complet. Les surnageants ont été collectés afin de quantifier la sécrétion de 

cytokines et d’évaluer la mortalité tissulaire. Les explants de poumons utilisés pour quantifier 

la réplication virale par dosage de l’activité luciéférase ont été lysés dans 500 µL de tampon 

Passive Lysis Buffer (PLB) (Tris 30 mM; MgCl2 10 mM ; Triton X100 1,25 % ; glycerol 

18,75 %) additionné de DTT en présence de billes de céramique et broyés avec le Precellys24. 

La quantité de protéines totales présentent dans les lysats a également été quantifiée (voir plus 

loin).  

 Dans une autre série d’expériences, avant d’être infectés, les explants de poumons ont 

été incubés pendant 5 h dans 500 µL de milieu RPMI (serum de veau fœtal 10 %, L-glutamine 

2 mM) en présence ou non de 10
5
 cfu de CNCM 4969 ou CNCM 4970. Après retrait des 

bactéries et lavage des explants de poumons en RPMI complet, les explants pulmonaires ont 

été exposés au VRS-luciférase selon le protocole cité précédemment et les surnageants et les 

explants pulmonaires ont été récoltés afin d’évaluer la cytotoxicité tissulaire et la réplication 

virale. 

c. Détermination de la cyotoxicité tissulaire 

 La cytotoxicité a été évaluée par la quantification de l’activité lactate deshydrogénase 

(LDH) dans les surnageants et les lysats tissulaires en utilisant le kit CytoTox 96 Non 

Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega). La cytotoxicité tissulaire est exprimée en % et a 

été déterminée avec la formule suivante : 100 x ((LDH surnageant)/(LDH lysat + LDH 

surnageant)).   
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d. Détermination des concentrations protéiques dans les broyats 

d’explants de poumons 

 Les concentrations protéiques des lysats des explants de poumons sans DTT ont été 

déterminées avec le kit Protein Quantification Assay (Macherey-Nagel) à partir d’une courbe 

de calibration (0,031 à 1 µg/µL) obtenue avec la bovine serum albumin (BSA). Le kit de 

dosage Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific) a été utilisé dans le cas des explants de 

poumons broyés en tampon de lyse contenant du DTT (courbe de calibration de la BSA 20 - 

2000 µg/mL)  

2.2.4. Infections in vivo et administration des bactéries  

  Les souches bactériennes primo-colonisatrices CNCM 4969 et CNCM 4970 ou une 

solution saline contrôle (PBS) ont été inoculées en intranasale (10 µL, 10
6
 cfu) à partir de 2 et 

3 jours de vie à des souriceaux BALB/c puis tous les 2 jours. Les groupes de souriceaux ont 

été infectés à 6 jours de vie par inoculation intranasale du VRS-luciférase (10 µL, 23400 pfu) 

(suivi de l’infection néonatale) ou du VRS-A2 (10 µL, 77900 pfu) (suivi de 

l’immunopathologie après réinfection à l’âge adulte). La croissance des souriceaux a été 

suivie par la mesure du poids dès l’âge de 6 jours. Un jour après l’infection, les souriceaux 

infectés par le VRS-luciférase et leurs contrôles non infectés ont été sacrifiés. Des lavages 

bronchoalvéolaires (LBA) ont été réalisés et une partie des poumons prélevée afin de réaliser 

l’analyse de la composition en cellules des poumons par cytomètre de flux (voir plus loin). 

L’autre partie des poumons et les fosses nasales ont été prélevées, pesées et broyées dans 300 

µL de tampon PLB additionné de DTT et de billes de céramique avec le Precellys24 (1 cycle 

de 6000 rpm pendant 15 secondes pour les poumons ou 2 cycles pour les fosses nasales). Les 

lysats tissulaires ont été stockés à -20°C afin de quantifier plus tard la réplication virale par 

analyse de la bioluminescence et les cytokines produites dans les broyats pulmonaires (voir 

plus loin). 

 Les inoculations bactériennes ont été poursuivies chez les souriceaux infectés par le 

VRS-A2 jusqu’à 15 jours de vie. Ces souriceaux ont été réinfectés par le VRS-A2 à l’âge 

adulte (100 µL en intranasal). Le sang a été prélevé avant et après la réinfection afin de 

quantifier les anticorps anti-VRS et anti-N dirigés contre le virus. Le poids a été mesuré 

chaque jour suite à la ré-administration du virus. 7 jours post-infection les souris ont été 

euthanasiées et le sang prélevé. Les LBA ont été réalisés pour analyser les populations 

cellulaires recrutées dans les poumons et les poumons prélevés pour réaliser les analyses de 

cytométrie en flux.  
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a. Analyse des cellules des LBA chez les souriceaux et les adultes 

 Les cellules des LBA ont été isolées par centrifugation (1200 rpm, 10 min) puis 

dénombrées sur lames de Kovas (Dutscher) ou transférées sur lames de microscopie 

(Superfrost) par cytocentrifugation (Cytospin 5) afin d’être colorées au May-Grünwald-

Giemsa. Les poumons ont été pesés puis broyés avec le Precellys24 dans des tubes contenant 

du tampon PLB additionné de DTT et des billes de céramique. Les lysats tissulaires ont été 

stockés à -20°C. 

b. Analyses par cytométrie en flux des populations cellulaires des 

poumons chez les souriceaux 

 Une partie des poumons a été déposée dans des tubes pré-remplis contenant des billes 

de céramique de 2,8 mm (Bertin Corp) et 1 mL de milieu de culture RPMI complet. Les 

poumons ont été broyés au Precellys24 (5000 rpm, 15 sec) puis filtrés (100 µm) et centrifugés 

(1500 rpm, 10 sec). Le culot a été repris dans 200 µL de RPMI complet. 20 µL ont été 

déposés dans 10 mL d’isoton (Beckman Coulter) et 3 gouttes de tampon de lyse des globules 

rouges Zapoglobin (Beckman Coulter)  afin de dénombrer les cellules avec l’appareil Z Series 

Coulter Counter (Beckman Coulter). Après saturation avec les anticorps anti-CD16/32 (BD 

biosciences), 90 µL de suspension cellulaire ont été déposés en puits de P96 pour chacun des 

cocktails d’anticorps utilisés (voir description des cocktails ci-après). Les cellules ont été 

lavées en tampon FACS (PBS et SVF 2 %) (2000 rpm, 1 min) entre chaque étape du 

traitement des cellules. Le culot a été repris dans 50 µL de chacun des cocktails d’anticorps 

puis incubées à 4°C pendant 10 min. Pour les marquages intracellulaires, les culots de cellules 

ont été suspendus dans 100 µL de Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) et incubés pendant 20 

min à 4°C. 50 µL du cocktail d’anticorps ont ensuite été déposés dans les puits pendant 25 

min à 4°C. Pour finir, les cellules ont été reprises dans 100 µL de tampon FACS afin d’être 

analysées au cytomètre de flux Fortessa (BD biosciences) et analysées avec le logiciel FlowJo 

(Tree Star Inc.). 
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Les anticorps ont été achetés auprès de Sony Biotechnologies, BD biosciences ou 

ebiosciences. 

c. Dosage des anticorps sériques chez les souris adultes 

 Les anticorps spécifiques de la protéine virale N du VRS (IgG2a et IgG1) ont été 

analysés dans les sérums par ELISA. Des plaques de microtitrage (Immulon 2HB, 

ThermoLabsystems) ont été recouvertes pendant une nuit à 4°C avec l'antigène N du VRS 

(200 ng par puits en tampon carbonate-bicarbonate 0,1 M pH 9,5). Les plaques ont été lavées 

(PBS 0,05% Tween 20), saturées (5% de SVF dans du PBS 0,05% de Tween 20) pendant 1 h 

à 37°C. Les anticorps anti-N ont été incubés en présence d’un anti-IgG1/-IgG2a de rat (1 

ng/mL, BD-Biosciences) pendant 1 h à 37 ° C. Le substrat TMB (Kirkegaard & Perry 

Laboratories Inc.) a été ajouté puis après 10 min d’incubation la réaction a été arrêtée par de 

l'acide phosphorique (1 M). Les absorbances ont été mesurées avec le lecteur de plaques 

ELISA Multiskan FC Microplate Photometer (Thermoscientific) à 450 nm et ont été analysées 

avec le logiciel SkanIt Software 3.1 (Thermoscientific). Les résultats sont exprimés en titres 

d'anticorps et ont été calculés grâce à la courbe de régression y = (b+cx)/(1+ax) en utilisant le 

logiciel Origin. Pour le dosage des anticorps anti-VRS, les plaques ont été recouvertes de 

lysats cellulaires inactivés aux UV issus de cellules Hep2 infectées par le VRS ou non 

infectées. Les échantillons ont été dilués en série et incubés avec les lysats cellulaires et le test 

ELISA a été effectué comme décrit ci-dessus. Pour mesurer la spécificité de liaison des 

anticorps, le bruit de fond induit par la liaison non spécifique des anticorps aux lysats 
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cellulaires provenant de cellules Hep2 non infectées a été soustrait à la valeur d’absorbance 

obtenue avec les puits contenant les antigènes viraux. 

2.2.5. Quantification de la réplication du VRS-luciférase 

a. Dans les broyats d’explants, de poumons et de fosses nasales 

 La réplication du VRS-luciférase conduit à la production de luciférase qui catalyse 

l’oxydation de la luciférine en oxyluciférine permettant la libération de photons. L’activité de 

la luciférase a été évaluée après ajout de luciférine (Promega ou Sigma, 100 ng/mL, selon le 

test) et d’ATP (0,5 mM) aux lysats d’explants pulmonaires ou de poumons ou de fosses 

nasales en plaque 96 puits à fond noir. L'émission de photons a été mesurée avec l’appareil 

IVIS200 (Xenogen Biosciences) par délimitation des ROI (Region of Interest) correspondant 

au diamètre des puits. Le logiciel Living Image (version 4.0, Caliper Life Sciences) a été 

utilisé pour quantifier la bioluminescence émise pendant 1 min avec f/stop=1 et binning=8. 

La quantification de l’émission de photons est donnée en radiance = photon/sec/cm2/sr 

(nombre de photons par seconde qui quittent un centimètre carré de tissu et rayonnent en un 

angle solide d'un stéradian) et a été normalisée à la quantité de protéines totales dans les tissus 

pour les explants (luminescence/mg de protéines) ou au poids des poumons (luminescence/mg 

de poumons).  

b. Quantification de la réplication du VRS-luciférase in vivo 

 Les souris ont reçu 50 µL de luciférine (30 mg/mL, Perking Elmer) par voie 

intrapéritonéale et la bioluminescence a été mesurée avec le logiciel Living Image. Les images 

ont été acquises pendant 1 min avec f/stop = 1 et binning = 8. Une image numérique a été 

générée et l’émission de luminescence a été évaluée au niveau des poumons et des fosses 

nasales. L'émission de photons a été mesurée en radiance = photon/sec/cm2/sr par 

délimitation des ROI (Region of Interest) selon un cadrant défini englobant les fosses nasales 

ou les poumons. 

2.2.6. Dosages cytokiniques 

 Les dosages de l’IL-4, l’IL-5, l’IL-6, l’IL-10, l’IL-12, l’IL-13, du TNF-α et de l’IFN-γ 

dans les surnageants de culture des explants pulmonaires ont été réalisés avec les kits de 

dosage mouse ELISA Ready-Set-Go! (ebiosciences) en accord avec les instructions du 

fabricant. Les concentrations ont été déterminées à partir des courbes de calibration obtenues 

avec les étalons correspondant à chacune des cytokines dosées. Les densités optiques (DO) 
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ont été obtenues au Multiskan FC Microplate Photometer (Thermoscientific) à 450 nm et ont 

été analysées avec le logiciel SkanIt Software 3.1 (Thermoscientific). Les concentrations 

cytokiniques ont ensuite été normalisées à la quantité de protéines totales dans les tissus lysés 

(ng/mg de protéines). 

 Les dosages de cytokines et chimiokines dans les broyats de poumons ont été réalisés 

avec le kit Cytokine & Chemokine 26-Plex Mouse ProcartaPlex Panel 1 (ebiosciences) selon 

les instructions du fabricant. Les données ont été obtenues avec le système multiplexe Bio-

Plex (Bio-Rad) et les résultats analysés avec le logiciel ProcartaPlex. Les concentrations ont 

été normalisées au poids des poumons. 

2.2.7. Western blot 

 L’étude de l’expression de la protéine TLR4 dans les poumons de souris adultes 

axéniques et EOPS C57BL6 a été réalisée par nos collaborateurs à Micalis (Marie-Louis 

Noordine). Brièvement, les poumons de souris adultes axéniques ou EOPS C57BL6 ont été 

broyés dans 500 µL de tampon de lyse (EDTA 0,5 M, NaCl 0,150 M, Triton 1 % et TrisHCl 1 

%) en présence d’inhibiteurs de protéases (Roche Diagnostics) dans des tubes contenant des 

billes céramiques (Mineralex) et broyés avec le Precellys24 (Bertin Technologies ; 2 cycles de 

6000 rpm pendant 15 secondes). Les échantillons ont été dénaturés (100°C, 5 min), 15 µg de 

protéines totales ont été déposés sur gel acrylamide 10 % puis les protéines ont été séparées 

par electrophorèse pendant 2 h (60 mA). Le transfert des protéines a été réalisé sur membrane 

de polyvinylidene difluoride (PVDF) grâce à un système de transfert semi-sec (Bio-Rad) (2 

h). La membrane a été saturée en tampon tris-buffered saline et tween 20 (TBST 1X) et lait 5 

% pendant 2 h. Ensuite, la membrane a été incubée pendant 2h en présence de l’anticorps 

polyclonal de lapin anti-TLR4 (0,4 µg/ml,clone M-300, santa cruz biotechnology) ou de 

l’anticorps monoclonal de souris anti-actine β (0,4 µg/ml, clone AC-74, Sigma-Aldrich), 

rincée plusieurs fois puis incubée avec l’anticorps secondaire anti-lapin ou anti-souris couplé 

à la peroxydase (1/5000
e
, Jackson). Après plusieurs rinçages, la membrane a été incubée avec 

la solution de révélation (5 min) (Thermo Scientific) puis la détection des protéines a été 

réalisée grâce à la mesure de la chimioluminescence (30 s à 2 min d’exposition) avec 

l’appareil ChemiDoc (Bio-Rad). 
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2.2.8. Tests statistiques 

 Le test non paramétrique de Mann-Whitney (comparaison de deux groupes, n≥4) a été 

utilisé pour comparer des valeurs non appariées (logiciel GraphPad Prism). La représentation 

de la significativité est la suivante : * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 et **** p <0,0001. 

2.3. Résultats 

2.3.1. Influence du microbiote pulmonaire sur la réponse immunitaire innée locale au 

cours de stimulations des TLRs  

 L’influence du microbiote pulmonaire sur la maturation fonctionnelle de l’épithélium 

n’a jamais été décrite. L’utilisation d’explants pulmonaires permet d’étudier la réponse innée 

épithéliale en exposant directement les cellules à différents stimuli dans un environnement 

tissulaire complexe. Nous avons exposé les explants à différents ligands de TLRs afin 

d’étudier les capacités de réponses du tissu pulmonaire de souris adultes sans microbiote 

élevées en isolateurs stériles (souris axéniques) ou de souris avec une flore bactérienne 

exemptes d’organismes pathogènes spécifiques (souris EOPS). Les explants pulmonaires 

axéniques produisent significativement plus de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et TNF-α) 

que les explants EOPS en réponse aux ligands de TLR3 (Poly(I:C)), TLR4 (LPS), TLR7 

(Imiquimod) et TLR9 (CpG-B ODN 1826) (figure 17). De plus, à l’exception de la 

stimulation du TLR9, la stimulation des autres TLRs induit une plus forte synthèse de 

cytokines de type 2 (IL-4, IL-5 et TSLP) par les explants en conditions axéniques (figure 17). 

Les explants axéniques produisent significativement plus d’IL-17 en réponse au LPS et à 

l’imiquimod, et plus d’IL-12 et d’IFN-γ en réponse à l’imiquimod que les explants EOPS 

(figure 17). La cytotoxicité induite par les stimulations des TLRs dans les explants axéniques 

et EOPS n’excède pas 15 % (données non montrées). Ainsi, l’absence de microbiote dans les 

poumons se traduit par des réponses inflammatoires et de type 2 exacerbées au cours des 

stimulations par les agonistes synthétiques des TLRs. On peut noter que c’est la stimulation 

du TLR7 qui induit la production accrue du plus large panel de cytokines dans les explants 

pulmonaires de souris axéniques. 
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Figure 17. Les réponses cytokiniques au cours de stimulations des TLRs sont exacerbées en 

l’absence de microbiote pulmonaire. Les explants de poumons de souris adultes axéniques ou 

EOPS ont été stimulés pendant 24 h par le poly(I:C), le LPS, l’imiquimod et le CpG-B 

ODN1826, ligands synthétiques respectifs des TLR3, TLR4, TLR7 et TLR9. Les surnageants 

de culture ont été récoltés pour doser par ELISA des cytokines de type 1 (IL-12 et IFN-γ), de 

type 2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 et TSLP), de type 17 (IL-17 et IL-22) et inflammatoires (IL-6 

et TNF-α). Les concentrations cytokiniques ont été rapportées à la quantité de protéines 

totales dans les lysats d’explants. n=16 échantillons axéniques et n=12 échantillons EOPS. 

Test statistique utilisé : Mann-Whitney. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. 

Les données de 2 expériences avec des résultats similaires ont été compilées. 
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2.3.2. Influence du microbiote sur la réponse pulmonaire à l’infection par le VRS 

 Afin d’étudier l’influence du microbiote pulmonaire sur la réponse cytokinique à 

l’infection par le VRS, nous avons infecté des explants pulmonaires de souris axéniques ou 

élevées en conditions EOPS (figure 18). Nous observons que la production de cytokines pro-

inflammatoires, de type 1 et de type 2 au cours de l’infection est significativement plus forte 

dans les surnageants de culture des explants pulmonaires de souris axéniques que de souris 

EOPS (figure 18A), alors que la réplication virale est identique dans les deux types d’explants 

(figure 18B). Ainsi, le tissu pulmonaire dépourvu de flore bactérienne présente une réactivité 

innée accrue à l’infection par le VRS. On remarque que le profil de sécrétion cytokinique 

généré au cours de l’infection par le VRS en l’absence de microbiote est très similaire à celui 

engendré lors de la stimulation du TLR7 (excepté pour la production d’IL-17 qui n’est pas 

détectable au cours de l’infection). 
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Figure 18. Les réponses cytokiniques au cours de l’exposition au VRS sont exacerbées en 

l’absence de microbiote pulmonaire. Les explants de poumons de souris adultes axéniques ou 

EOPS ont été infectés par le VRS-luciférase pendant 24h. (A) Les surnageants de culture ont 

été récoltés pour doser par ELISA des cytokines de type 1 (IL-12 et IFN-γ), de type 2 (IL-4, -

5, -10, -13 et TSLP), de type 17 (IL-17 et -22) et inflammatoires (IL-6 et TNF-α). (B) La 

réplication a été mesurée par la détection de la luminescence (photon/sec/cm2/sr) émise par 

le virus dans les broyats d’explants pulmonaires en présence de luciférine. Les concentrations 

cytokiniques et la luminescence ont été rapportées à la quantité de protéines totales dans les 

lysats d’explants. Les données de 2 expériences avec des résultats similaires ont été compilées 

pour chacun des paramètres évalués. Cytokines : n=16 échantillons axéniques et n=8 

échantillons EOPS. Réplication : n= 10 (axénique) ou 6 (EOPS) échantillons par groupe. 

Test statistique utilisé : Mann-Whitney. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. 
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2.3.3. Influence du microbiote pulmonaire sur l’expression des récepteurs de 

l’immunité innée à l’homéostasie 

 Dans le but de mieux appréhender le rôle des bactéries commensales des poumons sur 

la régulation des réponses cytokiniques induites par l’activation des récepteurs de l’immunité 

innée, nous avons étudié avec l’aide de nos collaboratrices de l’unité Micalis (Marie-Louise 

Noordine et Muriel Thomas) l’expression de gènes de TLRs et RLRs par qRT-PCR dans les 

poumons de souris axéniques et EOPS à l’homéostasie. Nous n’avons pas mis en évidence de 

différence d’expression des PPRs entre les poumons de souris axéniques et EOPS à l’état 

basal (figure 19A). Néanmoins, l’analyse par western blot de l’expression du TLR4 montre 

que cette protéine est présente dans les poumons de souris axéniques alors qu’elle n’est pas 

détectable dans les poumons de souris EOPS à l’homéostasie (figure 19B). Ces données 

indiquent un décalage dans le temps entre l’expression du gène TLR4 et l’abondance de la 

protéine dans les poumons. Nous avons tenté d’analyser en western bot l’expression des 

autres TLRs et de la molécule MyD88 sans succès sans doute du fait de l’absence de bons 

anticorps commercialisés. La détection de RIG-I doit encore être réalisée. Ainsi, 

l’exacerbation des réponses cytokiniques constatée en l’absence de microbiote en stimulant le 

TLR4 par le LPS ou en infectant par le VRS les explants pulmonaires de souris axéniques 

peut être due à la présence accrue de la protéine TLR4 dans leurs poumons.  
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Figure 19. Le TLR4 est plus abondant dans les poumons dépourvu de microbiote commensal. 

(A) Les expressions des TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR9 ainsi que de RIG-I et MDA-5 ont été 

analysées par qRT-PCR dans les poumons de souris axéniques et EOPS à l’état basal. Les 

courbes de fluorescence ont été analysées avec le logiciel Realplex (Eppendorf) pour 

déterminer la valeur du cycle threshold (Ct) pour chaque gène. Les résultats ont été 

normalisés par rapport au gène de ménage (HPRT) en calculant le ΔCt (Ct moyen (gène) - Ct 

moyen (HPRT)). L’expression relative de chaque gène a ensuite a été calculée avec la 

formule 2
(-ΔCt)

. n=6 échantillons de souris adultes EOPS et n=8 échantillons de souris adultes 

axéniques. Test statistique utilisé : Mann-Whitney (B) La détection de la protéine TLR4 a été 

réalisée par western blot dans les lysats de poumons de souris adultes EOPS et axéniques à 

l’homéostasie (n=3 et n=4 respectivement).   

2.3.4. Microbiote pulmonaire néonatal et réponse immunitaire innée au cours de 

stimulations des TLRs 

 D’après Gollwitzer et al (2014), l’acquisition du microbiote pulmonaire est 

progressive jusqu’à 14 jours de vie [262,269]. A 6 jours de vie la quantité de bactéries dans 

les poumons de souriceaux BALB/c et C57BL6 est significativement plus faible que dans les 

poumons de jeunes souris âgées de plus de 14 jours [262,269]. Nous avons donc testé si cette 

faible abondance en microbiote se traduit par une plus forte réponse cytokinique aux ligands 

de TLRs par rapport à des explants de poumons adultes (figure 20). Nous avons stimulé par 

les ligands des TLR3, TLR4, TLR7 et TLR9 des explants pulmonaires de souris BALB/c de 6 

jours et adultes. Les productions d’IL-6 et de TNF-α par les explants pulmonaires de 

souriceaux et d’adultes BALB/c sont identiques. Ces données indiquent qu’à 6 jours de vie la 
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flore commensale bactérienne présente dans les poumons de souriceaux BALB/c assure des 

niveaux de réponse inflammatoire à des PAMPs synthétiques identiques à la situation de 

l’adulte.  
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Figure 20. La réponse inflammatoire pulmonaire néonatale au cours de stimulations TLRs est 

identique entre les souriceaux et les adultes. Les explants de poumons de souriceaux ou 

d’adultes BALB/c ont été stimulés pendant 24 h par le poly(I:C), le LPS, l’imiquimod ou le 

CpG, ligands synthétiques des TLR3, TLR4, TLR7 et TLR9 respectivement. Les surnageants 

de culture ont été récoltés pour doser l’IL-6 et le TNF-α par ELISA. Les concentrations 

cytokiniques ont été rapportées à la quantité de protéines totales présentent dans les lysats 

d’explants. n=19 échantillons souriceaux et n=16 échantillons adultes BALB/c par condition, 

les données de 3 ou 4 expériences avec des résultats similaires ont été compilées. Test 

statistique utilisé : Mann-Whitney. * p<0,05, ** p<0,01. 

2.3.5. Orientation de la réponse immunitaire à l’infection par le VRS par 

l’administration de souches bactériennes primo-colonisatrices des poumons au 

cours de la période néonatale 

 L’enrichissement en cellules immunitaires dans les poumons se déroule en parallèle de 

l’acquisition et de la diversification de la flore microbienne au cours du temps. La 

composition microbienne des poumons pourrait donc avoir un effet sur la sensibilité néonatale 

à l’infection par le VRS. 

 L’équipe de Muriel Thomas a isolé de poumons de souriceaux C57BL6, 20 souches 

bactériennes dont quatres ont été référencées au CNCM de l’institut Pasteur (Paris). Leurs 

caractéristiques immunologiques ont été déterminées à partir des profils de sécrétions 

cytokiniques obtenus en exposant des explants pulmonaires de souris adultes axéniques 

C57BL6 aux différentes bactéries découvertes. La souche CNCM 4969 a été sélectionnée 

pour ses capacités d’induction cytokinique de type 1 et la souche CNCM 4970 pour ses 

propriétés de type 2 [269]. De plus, si les explants de souris adultes C57BL6 sont pré-exposés 
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à CNCM 4969 ou CNCM 4970, la réplication du VRS est significativement plus faible dans 

les explants traités par CNCM 4969 par rapport au contrôle non pré-exposé aux bactéries 

(milieu de culture) et à CNCM 4970 (figure 21). La mortalité tissulaire est faible et similaire 

entre les groupes (donnée non montrées). 
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Figure 21. La pré-exposition des explants de poumons de souris adultes à CNCM 4969 et 

CNCM 4970 réduit la réplication du VRS. Les explants pulmonaires de souris adultes 

C57BL6 EOPS ont été exposés pendant 5 h à CNCM 4969 ou CNCM 4970 (100 000 cfu) puis 

infectés par le VRS-luciférase pendant 24 h. Les surnageants de culture ont été récoltés et les 

explants broyés afin d’analyser la cytotoxicité tissulaire par dosage de l’activité LDH. La 

réplication a été mesurée par la détection de la luminescence (photon/sec/cm2/sr) émise par 

les broyats d’explants pulmonaires en présence de luciférine. La luminescence a été 

rapportée à la quantité de protéines totales présentent dans les lysats d’explants. n= 6 

échantillons par groupe. Test statistique utilisé : Mann-Whitney. * p<0,05, ** p<0,01, *** 

p<0,001. Les données de 2 expériences avec des résultats similaires ont été compilées. 

 Dans le but d’évaluer les effets de l’administration de bactéries primo-colonisatrices 

des poumons sur l’immunité innée néonatale et sur la réplication du VRS-luciférase in vivo, 

nous avons administré à des souriceaux BALB/c par voie nasale CNCM 4969 ou CNCM 

4970 à 2 et 3 jours de vie puis tous les deux jours pendant 15 jours avec une infection par le 

VRS à 6 jours de vie (figure 22A). Nous avons choisi d’euthanasier les souriceaux 1 jour 

après l’infection en raison de la fulgurance des réponses cytokiniques et du pic de réplication 

virale situé entre 1 et 2 jours post-infection. Cela d’après des données non publiées par 

l’équipe comparant les cinétiques de réplication virale entre des souriceaux et des adultes dans 

les fonds génétiques BALB/c et C57BL6. De plus, les premières expériences d’intervention 

sur le microbiote pulmonaire nous ont indiqué que l’IFN-α et l’IFN-β étaient indétectables 

dans les poumons BALB/c néonataux. Nous n’avons donc pas évalué l’influence de 

l’administration des souches bactériennes primo-colonisatrices sur la réponse antivirale IFN-I 

dans les expériences présentées ci-après.  
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 Le traitement par les souches bactériennes CNCM 4969 ou CNCM 4970 ne modifie 

par la réplication du VRS mesurée in vivo (figure 22B) ou dans les lysats de poumons 1 jour 

post-infection (figure 22C) ni dans les lysats de fosses nasales (non montré). Cependant nous 

avons observé un léger ralentissement de la croissance des souriceaux traités avec la souche 

bactérienne CNCM 4970 après infection par le VRS (figure 22D). En l’absence d’infection 

par le VRS, l’exposition à la souche bactérienne CNCM 4970 provoque également une 

augmentation significative des productions d’IL-9, d’IL-13 voire d’IL-6 dans les lysats 

pulmonaires (figure 22E) sans que cela s’accompagne d’une différence significative sur le 

recrutement cellulaire dans les lavages broncho-alvéolaires (figure 22F, nombre de cellules 

dans les LBA et % de neutrophiles). Les analyses par cytométrie de flux ne montrent pas non 

plus de modification significative de la composition cellulaire des poumons (MAs, 

neutrophiles, éosinophiles, cellules dendritiques, monocytes, cellules NK, ILC2, lymphocytes 

CD49a
+
CD49b

+
, lymphocytes T CD4

+
 et T CD8

+
, lymphocytes Treg et Th17 et lymphocytes 

B) après traitement par les souches bactériennes et l’infection par le VRS de (données non 

présentées). Ces résultats indiquent que CNCM 4969 et CNCM 4970 n’influencent pas la 

réponse immédiate à l’infection par le VRS. En dehors de l’infection, CNCM 4970 tend à 

orienter l’immunité des poumons vers un environnement pulmonaire de type 2 et pro-

inflammatoire. 
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Figure 22. L’administration répétée de CNCM 4969 ou de CNCM 4970 au cours de la 

période néonatale n’influence pas significativement la réplication du VRS-luciférase dans les 

poumons ni l’orientation de la réponse immunitaire innée à l’infection in vivo.  

(A) CNCM 4969, CNCM 4970 ou une solution saline contrôle (PBS) ont été administrées par 

voie intranasale à des souriceaux BALB/c âgés de 2 et 3 jours de vie puis tous les deux jours 

pendant 15 jours avec une infection par le VRS à 6 jours de vie. Un jour post-infection (7 

jours de vie), certains souriceaux ont été sacrifiés (étoile) alors que les inoculations 

bactériennes (flèches bleues) ont été poursuivies chez d’autres souriceaux qui ont grandi 

jusqu’à l’âge adulte.  
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(B) La réplication a été mesurée par la détection de la luminescence (photon/sec/cm2/sr) 

émise dans les broyats de poumons en présence de luciférine puis rapportée au poids des 

poumons.  

(C) Image illustrant l’émission de luminescence in vivo.  

(D) La croissance des souriceaux a été suivie par la mesure du poids chaque jour post-

infection rapporté au poids avant l’infection (J0).  

(E) Les concentrations de cytokines dans les broyats de poumons ont été mesurées en 

multiplex avec le système BioPlex puis rapportées au poids des poumons.  

(F) Les cellules ont été dénombrées dans les liquide de lavages bronchoalvéolaires (LBA).  

Test statistique utilisé : Mann-Whitney. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. (B) (D) (F) Les 

données obtenues dans 2 expériences indépendantes ont été compilées (n=10 souris par 

groupe). (E) Il s’agit d’une unique expérience (n=4 souris par groupe). 

 Dans le modèle de sensibilisation immunopathologique au VRS en période néonatale, 

les souriceaux BALB/c infectés par le VRS avant l’âge de 7 jours de vie, vont développer lors 

d’une seconde infection à l’âge adulte une perte de poids sévère, un recrutement de cellules 

inflammatoires (éosinophiles et neutrophiles), une forte production d’IL-4 et une réponse 

anticorps majoritairement tournée vers une réponse Th2 [146,324]. Nous avons évalué l’effet 

immunomodulateur du traitement par les souches bactériennes CNCM 4969 et CNCM 4970 

en période néonatale dans ce modèle de double infection par le VRS (néonatale et adulte) 

(figure 23A). Tous les groupes présentent une perte de poids au cours de la seconde infection 

par le VRS et cette perte de poids est plus marquée lorsque les souriceaux ont reçu les 

souches bactériennes CNCM 4969 ou CNCM 4970 (figure 23B). Le pourcentage en 

neutrophiles et en éosinophiles dans les LBA est un bon marqueur de l’immunopathologie 

post ré-infection par le VRS (augmentation du % en éosinophiles). Quel que soit le traitement 

en période néonatale (PBS, CNCM 4969 ou CNCM 4970), le pourcentage de neutrophiles est 

diminué et celui des éosinophiles augmenté lors de l’infection des souris qui avait déjà été 

infectées par le VRS à l’âge de 6 jours (figure 23C). De plus, les réponses anticorps dirigés 

contre le VRS ou spécifiquement contre la protéine N du virus sont identiques entre les 

différents groupes (données non montrées). Ainsi, l’administration en période néonatale des 

bactéries primo-colonistrices CNCM 4969 ou CNCM 4970 n’a pas permis de modifier 

l’empreinte immunopathologique induite lors de l’infection néonatale par le VRS. 
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Figure 23. L’administration répétée de CNCM 4969 ou de CNCM 4970 au cours de la 

période néonatale n’influence pas la réponse immunitaire induite lors de la ré-infection par 

le VRS à l’âge adulte. (A) Les souris exposées au cours de la période néonatale à CNCM 

4969, CNCM 4970 ou au PBS ont été primo- ou ré-infectées à l’âge adulte par le VRS-A2. (B) 

Le poids des souris a été mesurée chaque jour post-infection puis rapporté au poids avant 

l’infection (J0). (C) Sept jours post-infection les souris ont été sacrifiées et les cellules 

présentes dans les liquides de lavages bronchoalvéolaires (LBA) dénombrées. Test statistique 

utilisé : Mann-Whitney. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Les données issues de 2 

expériences similaires ont été compilées (n=8 souris par groupe). 
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2.4. Conclusion et discussion 

 Les résultats que nous avons obtenus ex vivo à partir des explants de poumons 

montrent que l’absence de microbiote pulmonaire chez l’adulte influence la réactivité 

immunitaire innée du tissu pulmonaire (évaluée par la réponse à des ligands synthétiques de 

TLRs ou à l’infection par le VRS). Cependant, la comparaison des réponses en cytokines 

inflammatoires d’explants de souris adultes et de souriceaux ne permet pas de retrouver cette 

différence de réactivité innée du tissu. Cela peut suggérer que déjà à 6 jours de vie la 

colonisation bactérienne conditionne les capacités de réponse du tissu pulmonaire.  

 De nombreuses équipes ont montré que le microbiote commensal des poumons 

apparait et se diversifie avec l’âge [261,262,269]. A l’âge de 6 jours, le niveau de 

développement immunitaire des poumons de souriceaux (mais aussi la taille, données non 

montrée) semble dépendre du fond génétique des souris. Il serait intéressant de comparer la 

composition des microbiotes commensaux pulmonaires et des cellules immunitaires présentes 

dans les poumons entre des souriceaux C57BL6 et BALB/c mais aussi après une infection par 

le VRS. 

 Nos données suggèrent que l’acquisition d’une flore commensale bactérienne 

pulmonaire module la réponse immunitaire à différents stimuli probablement en diminuant 

l’expression de la protéine TLR4. Nous ne pouvons pas conclure pour le moment quant à 

l’expression protéique des autres TLRs et RLRs dans le tissu pulmonaire axénique et non 

axénique. Toutefois, pour valider cette diminution de l’expression du TLR4 dans les souris 

EOPS, il serait interessant de comparer la sensibilité de ces souris à produire des cytokines 

suite à une exposition de leurs poumons au LPS par rapport à la réponse de souris axéniques. 

 Nous pensons qu’intervenir sur la composition du microbiote commensal au cours de 

la période néonatale pourrait ré-orienter le système immunitaire vers une immunité protectrice 

contre l’infection par le VRS. Dans nos conditions expérimentales, l’administration de 

souches bactériennes primo-colonisatrices des poumons à des souriceaux ne modifie pas 

notablement la réponse à l’infection par le VRS (lors de l’infection néonatale ou de la ré-

infection à l’âge adulte). CNCM 4969 et CNCM 4970 ont été isolées dans les poumons de 

souriceaux C57BL6 et leur profil d’inductions cytokiniques ont été évalués avec des explants 

pulmonaires de souris adultes axéniques C57BL6. L’absence d’effet immunomodulateur de 

CNCM 4969 et CNCM 4970 chez les souriceaux BALB/c infectés par le VRS pourrait être la 

conséquence d’un effet âge associé à un effet du fond génétique sur l’orientation 

immunologique pré-existante à l’homéostasie : C57BL6 (pro-Th1) et BALB/c (pro-Th2). 
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Ainsi, ces 2 souches bactériennes pourraient être nouvellement testées au cours d’un 

protocole d’infection par le VRS impliquant des souriceaux C57BL6 dans le cas de l’étude de 

la modulation de réponse immunitaire innée (étude de la réponse IFN-I, de la réplication 

virale et des profils de réponses cytokiniques de type 1 et 2). D’autres souches primo-

colonisatrices des poumons ont été isolées par l’équipe de Muriel Thomas. Dès lors, pour 

étudier la modulation de la réponse adaptative à l’infection par le VRS avec le modèle de 

double infection qui fonctionne avec des souris BALB/c, il sera nécessaire de caractériser en 

amont le profil cytokinique induit, et notament les interférons, par l’administration de ces 

souches bactériennes sur des explants pulmonaires de souriceaux BALB/c. 

D. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

 L’infection par le VRS est problématique chez les nouveau-nés dont l’immunité est en 

cours de développement. Les mécanismes de détection du virus et les voies de signalisation 

aboutissant à la réponse à l’infection par le VRS évoluent avec l’âge. En parallèle, la flore 

microbienne commensale des poumons apparaît progressivement après la naissance et se 

diversifie avec l’âge.  

 Les MAs et les cellules épithéliales pulmonaires agissent rapidement lors de la 

détection des microorganismes commensaux et pathogènes entrant dans les poumons. Ils sont 

des éléments importants de la régulation de l’immunité puisque leur réponse va conditionner 

l’activation des autres cellules pulmonaires résidentes (cellules épithéliales, cellules 

dendritiques, NK et ILC).Leur réaction immédiate nécessite d’être finement régulée afin 

d’éviter de potentielles séquelles immunopathologiques. La relation entre ces défenseurs 

cellulaires locaux et le microbiote devient évidente et leur association est dynamique tout au 

long de la vie. Cependant, les perturbations dans leur relation ont des conséquences pour le 

développement d'une immunité efficace. 

 Etudier les mécanismes de défenses intracellulaires mis en place par les nouveau-nés 

pour contrer l’infection par le VRS est un défis majeur car il est nécessaire d’utiliser des 

cellules primaires de nouveau-nés ce qui techniquement est limitant. Il en découle que les 

mécanismes de régulation des réponses cytokiniques à l’échelle de la cellule chez les 

nouveau-nés infectés par le VRS sont encore méconnus. A l’heure actuelle, il n’existe pas 

d’étude comparant les mécanismes d’entrée du virus dans les cellules néonatales et adultes 

(MAs, cellules épithéliales…). Cela suggère que les PRRs sollicités au cours de l’infection 

par le VRS peuvent être différents en fonction de l’âge ainsi que le recrutement et l’activation 

de molécules de signalisation localisées en aval du récepteur. De plus, le VRS est fin 
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modulateur de la réponse immunitaire innée via ses protéines NS1 et NS2 qui inhibent la 

réponse IFN-I. Il existe probablement des mécanismes de subversion de l’immunité antivirale 

employés par le VRS spécifiques à la période néonatale. Dans le modèle murin, de 

nombreuses données indiquent que le défaut de réponse IFN-I constaté au cours de la période 

néonatale participe à la sévérité de l’infection par le VRS d’autant plus que le poumon 

néonatal est prédisposé à générer une réponse immunologique de type 2. 

 

1. La réponse immunitaire innée au VRS en période néonatale 

1.1. Le MA, une des cellules immunitaires innées responsables du défaut d’IFN-I au 

cours de l’infection par le VRS 

 Dans ce travail, nous avons montré pour la première fois que les macrophages 

alvéolaires de souriceaux exposés ex vivo au VRS ne produisent pas d’IFN-I de manière 

détectable, contrairement aux MAs isolés de souris adultes. De plus, nos résultats permettent 

de généraliser l’absence de mobilisation des voies IFN-I dans les poumons de souriceaux 

infectés par le VRS quel que soit le fond génétique de l’animal (BALB/c ou C57BL6).  

Nous avons également montré que les MAs de souriceaux sont capables de générer une 

réponse antivirale en réponse à l’activation de RIG-I par un ligand synthétique comme chez 

les adultes ce qui révèle un mécanisme de subversion de la réponse antivirale par le VRS 

spécifique à la période néonatale. 

 L’aminopeptidase IRAP est pour la première fois étudiée dans le contexte d’une 

infection virale au cours de laquelle son expression et son rôle dans la régulation de la réponse 

pulmonaire antivirale sont évalués en fonction de l’âge. Nous avons pu montrer que la 

protéine IRAP exerce dans les MAs et in vivo un contrôle des réponses IFN-I à l’infection par 

le VRS propre au contexte néonatal. 
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1.2. L’autophagie dans les MAs au cours de la période néonatale 

  

Figure 24. Proposition d’un mécanisme d’inhibition de la réponse IFN-I des MAs à 

l’infection par le VRS au cours de la période néonatale. Dans les MAs l’exposition au VRS 

induit l’autophagie (1) qui est rapidement bloquée par l’action des endosomes IRAP
+
 (2) 

empêchant alors la synthèse d’IFN-I (3). 

 Reed et al (2013) ont montré que l’infection in vivo par le VRS induit l’autophagie 

dans les poumons de souris adultes ce qui limite la sévérité de l’infection [308]. De plus, 

Pokharel et al (2016) ont montré que l’autophagie permet la production d’IFN-I dans les 

macrophages de souris adulte [304]. Le rôle de l’autophagie dans l’immunité néonatale n’est 

pas bien défini. Juste après la naissance, période de carence nutritive, l’autophagie est à son 

paroxysme dans les poumons puis semble rapidement inhibée [305]. En parallèle, les 

nouveau-nés sont soumis à un bombardement d’éléments de l’environnement extérieur 

auxquels ils répondent en évitant que cela devienne pathologique (auto-immunité). On ne sait 

pas actuellement si le processus autophagique peut influencer les défenses immunitaires 

néonatales, cela reste à définir. Les voies endolysosomales impliquées dans le transport et 
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l’activation des TLRs et des RLRs croisent les voies de l’autophagie, il est donc possible 

d’envisager que la protéine IRAP soit au carrefour de ces différentes voies de régulation et 

devienne une cible majeure pour interférer avec certaines d’entre elles. Ainsi, nous supposons 

que la répression de l’autophagie exercée par les endosomes exprimant à leur membrane la 

protéine IRAP contribue au défaut de réponse IFN-I au cours de l’infection néonatale par le 

VRS (figure 24). 

1.3. Les MAs et le microbiote commensal des poumons 

 Notre travail concernant l’étude du microbiote pulmonaire indique que l’absence de 

colonisation microbienne des poumons génère un environnement pulmonaire prompte à 

l’inflammation lors de stimulation des TLRs par des ligands synthétiques ou lors de 

l’infection par le VRS. A l’âge de 6 jours, la charge bactérienne des poumons est plus faible 

qu’à l’âge adulte. Néanmoins, le tissu pulmonaire du souriceau BALB/c est déjà moins 

sensible à l’exacerbation inflammatoire provoquée par des ligands de TLRs montrant alors les 

capacités de modulation précoce du microbiote pulmonaire au cours de la période néonatale. 

 Les bactéries des poumons participent à la polarisation immunologique des MAs chez 

la souris adulte. L’absence de bactéries après un traitement antibiotique induit l’apparition de 

MAs producteurs d’IL-6 et de CCL24 (eotaxin-2), impliqué dans le recrutement 

d’éosinophiles, au cours de stimulation des TLR3 et TLR4 [267]. Le microbiote commensal 

des poumons  protège de la grippe par l’intermédiaire des MAs. Abt et al (2012) ont montré 

chez des souris adultes traitées par cures répétées d’antibiotiques que les MAs présentaient un 

défaut de réponse IFN-I au cours de l’infection par le virus Influenza [325]. De plus la 

composition bactérienne des poumons semble importante au cours de l’infection grippale. 

Wang et al (2013) ont montré que la colonisation bactérienne des poumons par 

Staphylococcus aureus permet le recrutement de MAs de type M2 protecteurs [326]. Ainsi, il 

serait intéressant d’établir une corrélation entre la polarisation des MAs de souriceaux dans le 

contexte de l’infection par le VRS et les populations bactériennes présentes dans les poumons 

à cet âge. Cela afin d’identifier les souches présentant un profil de polarisation de la réponse 

immunitaire de type 1 ou de type 2.  

1.4. Existe-t-il un lien entre les bactéries commensales des poumons et 

l’autophagie ? 

 Est-ce que l’inhibition ou l’activation de l’autophagie modifie la composition 

microbienne (bactéries commensales ou pathogènes) des poumons ? Inversement est-ce que le 
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microbiote commensal influence l’autophagie ? Ces questions n’ont jamais été étudiées dans 

les poumons. Néanmoins quelques études réalisées à partir du microbiote commensale du 

système digestif mettent en évidence que Bacteroidetes fragilis, bactérie commensale du tube 

digestif, est capable de moduler l’activation des macrophages de la muqueuse digestive et 

d’induire l’autophagie dans le cas de maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

[327,328]. Ainsi, s’il est prouvé que l’induction de l’autophagie est bénéfique au cours de 

l’infection par le VRS en période néonatale, ce paramètre pourrait devenir un marqueur 

d’efficacité dans le cas de stratégies de modulation de la réponse immunitaire des poumons.  

2. Modulation de l’immunité innée néonatale pour lutter contre 

l’infection par le VRS 

 Il a été montré que l’augmentation de la réponse IFN-I au cours de la période 

néonatale pourrait renforcer les défenses antivirales (état antivirale par induction des ISGs), 

conditionner la réponse adaptative (activation des cellules dendritiques et des lymphocytes B) 

et potentiellement favoriser un environnement pulmonaire de type Th1. 

 Dans le but de favoriser la production d’IFN-I au cours de la période néonatale il serait 

interessant de contrer l’action régulatrice de la protéine IRAP dans les poumons des nouveau-

nés. Toutefois, il n’existe actuellement pas de drogue inhibant le trafic des endosomes IRAP 

sans toucher aux autres fonctions de cette protéine (rôle de l’aminopeptidase IRAP dans la 

présentation croisée). Bien que le rôle de l’autophagie dans la réponse antivirale à l’infection 

par le VRS soit prouvé chez l’adulte, l’induction de l’autophagie au cours de la période 

néonatale, comme moyen de lutte contre l’infection VRS, reste à demontrer. Il existe des 

drogues et des régimes alimentaires particuliers qui peuvent induire l’autophagie, dont 

beaucoup sont utilisés chez l’Homme. Toutefois, leurs indications dans le cadre de l’induction 

de l’autophagie restent à être évaluées (pour revues [329–331]. 

 Nous pensons qu’une intervention sur la composition du microbiote commensal au 

cours de la période néonatale constitue un moyen pour ré-orienter le système immunitaire 

vers une immunité protectrice contre l’infection par le VRS. Ainsi, si  une bactérie 

commensale des poumons néonataux pro-Th1 au cours de l’infection VRS était découverte, 

elle pourrait être administrée de manière répétée dès la période néonatale afin d’amener 

l’immunité pulmonaire du nouveau-né vers une immunité de type 1. Il pourrait être envisagé 

d’évaluer l’effet pro-autophagique et stimulant de la réponse IFN-I de cette souche 

bactérienne.  
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 Pour finir on peut imaginer combiner des stratégies d’immunomodulation pour 

prévenir les infections graves par le VRS en période néonatale. Par exemple, Eichinger et al 

(2015) ont montré que l’administration intranasale d’IFN-γ à des souriceaux stimule 

l’activation des MAs, accélère la clairance virale mais n’induit pas le recrutement de 

lymphocytes T CD4
+
 et T CD8

+
 [235]. Dans le but de booster les défenses immunitaires 

innées contre le VRS et d’améliorer la réponse adaptative, il pourrait être bénéfique de 

coupler l’administration d’IFN-γ à des souches bactériennes commensales des poumons 

capables d’induire une immunité de type 1 pour prévenir de la bronchiolite du nourrisson. 

Toutefois, la balance bénéfice/risque des inductions des IFN-α/β et de l’autophagie devra être 

évaluée et les modalités de suivi de ces paramètres biologiques déterminées. 
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Human respiratory syncytial virus (RSV) is a common and highly contagious viral agent responsible for acute lower respiratory
infection in infants. This pathology characterized by mucus hypersecretion and a disturbed T cell immune response is one of the
major causes of infant hospitalization for severe bronchiolitis. Although different risk factors are associated with acute RSV
bronchiolitis, the immunological factors contributing to the susceptibility of RSV infection in infants are not clearly elucidated.
Epidemiological studies have established that the age at initial infection plays a central role in the severity of the disease. Thus,
neonatal susceptibility is intrinsically linked to the immunological characteristics of the young pulmonary mucosa. Early life is a
critical period for the lung development with the first expositions to external environmental stimuli and microbiota
colonization. Furthermore, neonates display a lung immune system that profoundly differs to those from adults, with the
predominance of type 2 immune cells. In this review, we discuss the latest information about the lung immune environment in
the early period of life at a steady state and upon RSV infection and how we can modulate neonatal susceptibility to RSV infection.

1. Introduction

Human respiratory syncytial virus (RSV) was isolated for the
first time in chimpanzees and identified in 1957 in children
with severe lower respiratory illness [1–3]. RSV is an envel-
oped negative-sense single-stranded RNA (ssRNA) virus of
the Pneumoviridae family [4]. RSV consists of a single
serotype and two antigenic subtypes, A or B. The RSV genome
is about 15 kb nucleotides and encodes nine structural pro-
teins and two nonstructural proteins (NS1 and NS2). The
envelope of RSV contains three transmembrane surface
proteins, which are the fusion glycoprotein (F protein), the
G glycoprotein (G protein), and the SH protein. F and G are
the only RSV proteins that induce neutralizing antibodies [5].

RSV is the commonest viral agent causing acute lower
respiratory infection (ALRI) in infants, a disease usually
named bronchiolitis [6]. Bronchiolitis is characterized by
mucus hypersecretion and inflammatory cell infiltration into
the airspaces leading to airway lumen narrowing [7]. RSV
infection is the main cause of hospitalization for severe
bronchiolitis and is responsible for important infantmortality
in developing countries [8]. RSV is highly contagious, and it is

estimated that 95% of children have experienced at least one
RSV infection before the age of two. Thus, the development
of new treatment strategies is the World Health Organiza-
tion’s priority. A growing concern is that severe RSV infec-
tion may adversely affect pulmonary development and may
lead to long-term respiratory disorders. Indeed, infants
exposed to severe bronchiolitis or even to mild RSV disease
are at much higher risk to develop recurrent wheeze up to
teenage years [9].

In the sixties, the administration of formaldehyde-
inactivated RSV vaccine (FIRSV) to a cohort of infants
resulted in 80% of hospitalization due to an enhanced form
of RSV-mediated disease (RSV disease). Two infants died
and eighteen developed bronchiolitis and/or pneumonia,
characterized by an excess of monocytes and eosinophils in
the lungs [10]. High levels of anti-inflammatory type 2 T
helper cell (TH2) cytokines, such as interleukin-4 (IL-4),
IL-13, and IL-15, have also been detected in mice vaccinated
with FIRSV [11, 12]. This dramatic episode highlights the
need to improve our knowledge of infant immune responses
to viral infection as well as of RSV pathogenesis in newborn
airways. Although different risk factors (preterm birth,
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polymorphisms in host immune genes) are associated with
acute RSV bronchiolitis [13, 14], the immunological factors
contributing to the susceptibility of RSV infections in infants
are not clearly elucidated. Different human epidemiological
studies have established that the age at initial infection plays
a key role in the susceptibility of RSV disease and the develop-
ment of an asthma-like phenotype [15]. At birth, neonates,
which rely on maternally derived antibodies (MDA) and
innate responses, have a limited ability to defend themselves
against pathogens. Indeed, the critical period of susceptibility
to RSV arises between 2 and 6 months of age when MDA
decrease beyond protective levels and before host neutralizing
antibodies reach sufficient titers [16, 17]. Protection of
preterm infants with higher occurrence of severe bronchiolitis
(measured as the duration of wheezing) can be achieved
through prophylactic treatment with a neutralizing human-
ized antibody called palivizumab [18]. Innate immune
components that are the first available line of defense in
neonates will also contribute to covering the “hole” in
acquired immunity, educating the adaptive immune system,
and strengthening it. Yet little is known about innate immu-
nity in the lungs of neonates and how it will imprint further
acquired immunity to RSV.

To better understand the immune pathways mobilized
by RSV infection in infants and their long-term effects on
the lungs, a mouse model of neonatal infection has been
developed in BALB/c mice [19]. Mice infected under age 7
days (neonatal mice) develop an asthma-like pathology
upon adult reinfection, characterized by weight loss, airway
hyperresponsiveness, mucus hypersecretion, type 2 immune
responses (neutrophil and eosinophil recruitment and IL-13
and IL-4 secretion), and airway remodelling [19, 20].
Thereby, as in human infants, the age of neonatal mice at
initial RSV infection determines the clinical outcome upon
RSV reexposure at adult age. These data suggest that RSV
infection during the neonatal period is responsible for an
immunopathological imprinting in the lungs that could
influence the development and the severity of disease and
finally long-term respiratory disorders. Thus, neonatal mice
are an experimental model of interest to study the causes of
this age-specific susceptibility.

The infant susceptibility to RSV infection is intrinsically
linked to the immunological characteristics of the pulmonary
mucosa. To date, neonatal innate immune responses and
their effects on RSV disease progression remain poorly
described. In this review, we resume the latest information
about the immune environment in the young lung (mice
and human). Then, the advanced researches on the mecha-
nisms of the innate response to RSV infection in neonates
are described. Finally, we discuss different approaches to
modulate the young susceptibility to RSV infection by target-
ing the neonatal window of intervention.

2. Lung Tissue in Neonatal Life: A
Moving Landscape

In mice, lung development begins at embryonic day 9 (ED9)
and can be divided in three main periods, referred to as
embryonic, fetal, and postnatal periods [21]. Before birth, lung

development proceeds to pseudoglandular (ED12–16.5),
canalicular (ED16.5–17.5), and saccular (ED18–PND4) stages
forming the branching tree and future air space [21]. After
birth, the formation of the secondary septa occurs resulting
in the formation of the alveoli. This alveolarization phase takes
place from postnatal day (PND) 4 to approximately PND21,
with the development of the first mature alveoli and micro-
vascular system around PND14 [21, 22]. During this period,
the young lungs are exposed to a specific pattern of chemo-
kines and cytokines, physical stress, and/or external envi-
ronmental stimuli that will influence the immune system
development [23, 24].

Immune cells start to colonize the lungs during the
pseudoglandular phase (ED12) with the major population
consisting of CD45+ yolk sac-derived macrophages, followed
by fetal liver monocytes that enter the lungs at the beginning
of the saccular phase (ED18) [25]. Following birth, lung epi-
thelial cells produce elevated levels of GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor or Csf-2). GM-CSF is
a hematopoietic growth factor that promotes alveolar macro-
phage (AM) development in the lungs from fetal monocytes
[25, 26]. AMs appear after PND1 in lung tissue and reach
their maximum abundance in the lungs at PND3 where they
fully colonize the alveolar space, coinciding with the start of
the alveolar phase [25] (Figure 1). At PND14, monocytes,
macrophages, and granulocytes reach adult-like cell frequen-
cies [25, 27]. An influx of granulocytes (CD11b+ CD11cint

Ly6G/SiglecF+ cells probably corresponding to neutrophils)
is quickly observed at PND1 [27]. Similar observations have
been reported for circulating neutrophils. In human, follow-
ing the first 24 hours after birth, the circulating neutrophil
count abruptly raises and gradually stabilizes by 48 to 72
hours of life [28]. In neonatal mice, there is also a marked
increase in circulating neutrophil numbers from PND1 to
PND3 reaching an adult number from PND14 [29].

A recruitment of type 2 innate cells (type 2 innate lym-
phoid cells or ILC2s, mast cells, eosinophils, and basophils)
occurs in the lungs at the start of the alveolarization period.
Their frequency reaches a maximum at PND14 and then
declines until weaning [27, 30]. A recent study showed that
following the first breathes, the lung epithelium also pro-
duces high amount of IL-33 [30]. IL-33 is an alarmin that
belongs to the IL-1 family and is mainly secreted by stromal
cells such as epithelial and endothelial cells [31]. IL-33 signals
through its receptor ST2 present in particular at the mem-
brane of macrophages, dendritic cells (DCs), mast cells, and
ILC2 [32]. IL-33 contributes to the promotion of TH2 immu-
nity [31], particularly in the lungs of newborn mice [27, 30].
Indeed, IL-33 released by lung epithelial cells has been
recently associated with the accumulation of ILC2 during
the alveolar period [27, 30]. ILC2 cells belong to the family
of innate lymphoid cells (ILCs). This family comprises three
cellular groups that have been divided according to their
cytokine production profile. Group 1 comprises both ILC1
and NK cells and is defined by the production of the signa-
ture cytokine IFNγ, while ILC2 has been defined by their
ability to produce TH2-type cytokines such as IL-4 and IL-5
and ILC3 through their IL-17 production [33]. Thus, IL-33
secretion stimulates steady-state IL-5 and IL-13 production
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by ILC2 that in turn promotes a neonatal AM or DC pheno-
type switch towards type 2 immune response [27, 30]. To our
knowledge, neither ILC1 nor ILC3 has been found in murine
lungs [34, 35]. It is well known that NK cells represent up to
10% of resident lymphocytes in the lungs of adult mice [36],
but their proportion in neonates has not been described yet.

GM-CSF also controls DC development in the lungs [37].
DCs are extremely rare in the respiratory tract after birth, but
their frequency gradually increases over time. From E20 until
PND2, CD11b+CD64+ monocyte-derived DCs (moDCs)
form the majority of DCs. Our group showed that 6-day-
old BALB/c neonatal lungs display less conventional (cDCs)
and plasmacytoid DCs (pDCs), with a lower CD103+ to
CD11b+ cDC ratio, as compared to adult lungs [38]. How-
ever, a study using a gating strategy that separates cDCs from
moDCs in C57Bl/6J newborn mice showed that lung CD11b+

cDCs developed more slowly, leading to a predominance of
CD103+ cDCs until PND7 [27]. During the alveolarization
phase, neonatal DCs and pDCs display increased levels of
OX40L (CD134) [27, 39] and this is related to their preferen-
tial ability to promote TH2 responses. Both IL-33 [27] and
TSLP [39] production by lung epithelial cells seem to influ-
ence OX40-L expression in neonates.

As for DCs, T and B cells progressively accumulate in the
lungs from birth to weaning [27]. Lung tissue of 6-day-old
mice contain fourfold less CD3+ lymphocytes than adult
tissue [38]. Neonatal T cell population is enriched in
CD4−CD8−GATA3+ T cells while CD4+ and CD8+ T cells
are less represented than those in in adults [38]. No differ-
ence in both NKT and γδ pulmonary cells are observed
between adults and neonates. Little is known about B cells
in neonatal lungs. At PND6, the neonatal lung tissues contain
fivefold less CD19+ B cells than adult tissue [27]. Our group
observed that the neonatal B cell population is enriched in
both immature B cells and innate-like CD5+ B1a cells
(Laubreton D. and Descamps D., unpublished data). A previ-
ous study has demonstrated that the CD5+ B cell population
is more abundant in the spleen of 6-day-old C57Bl/6J

neonates than in the adult spleen [40]. An equivalent subset
named neonatal regulatory B cells (nBreg) has recently been
identified in human cord blood [41].

First breaths not only provide signals that will shape lung
maturation but also carry microbes that will form the micro-
biota. In neonatal mice, bacteria start to colonize the lungs
around PND3, with their number and diversity progressively
increasing until weaning [42, 43]. Interestingly, microbiota
installation is closely related to the alveolarization phase.
Indeed, Yun et al. suggest that bacteria influence lung
development and barrier functions [44]. Bacteria can also
influence the lung immune environment. In germ-free (GF)
mice, invariant NKT accumulates in the lungs [45], and
CD40 and programmed death-ligand 1 (PD-L1) expression
by neonatal DCs is affected [42].

In conclusion, neonates display a lung immune system
that is profoundly different from that of adults especially in
regard to the presence of innate immune cells able to induce
TH2 immunity. Moreover, the early life is a critical period for
the lung development with the first expositions to external
environmental stimuli and microbiota colonization. All these
events affect the maturation of the pulmonary immune
capacity and thus the lung susceptibility to respiratory
pathogens [23, 24, 46].

3. Innate Sensing of RSV in Neonatal Lungs

At a steady state, the age-specific cellular composition of the
neonatal lungs naturally promotes the initial development
of TH2 immune responses [27, 30]. This ability can be
influenced by innate responses of resident airway cells that
produce different mediators following RSV sensing. Innate
immune responses to RSV are important to control the early
phase of viral infection but also to influence the polarization
of anti-RSV immune responses and thus the outcome of
RSV infection. The difficulty in studying lung cells in infants
with bronchiolitis and in healthy controls leads to an
incomplete knowledge of innate pulmonary immunity and

Birth 7 days 14 days 21 days 6 weeks 

Monocytes/ 
granulocytes 

ILC2/ 
eosinophils

DCs

AMs

B cells 

T cells 

Innate 

Adaptive 

Figure 1: Immune cell colonization of the lungs during the postnatal period (schematization of cellular frequencies in CD45+ lung cells).
Adapted from [25, 27, 30, 38] and personal unpublished data.
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factors influencing it in neonates. However, using animal
models, numerous studies have identified that innate
responses to RSV are decisive immunological events in
neonatal RSV susceptibility [14, 47].

3.1. RSV Detection by Pattern Recognition Receptors (PRRs).
Several Toll-like receptors (TLRs), RIG-I-like receptors
(RLRs), or nucleotide-binding domain and leucine-rich
repeat-containing proteins (NLRs) are particularly involved
in antiviral defenses and cytokine production upon RSV
infection [14, 47]. Recognition of the virus by these PRRs is
well defined in human and adult mouse but is still poorly
described in neonates [48–50].

3.1.1. Membrane TLRs Involved in RSV Recognition. The F
fusion protein is recognized by TLR4, which is also known
to detect lipopolysaccharide (LPS) of Gram-negative bacteria
[51]. TLR4 stimulation leads to the production of proinflam-
matory cytokines and type I interferons (IFN-I), involving
the signalling pathways dependent on two adaptive mole-
cules which are the myeloid differentiation primary response
88 protein (MyD88) or the TIR domain-containing adapter
inducing interferon β (TRIF). In TLR4-deficient C57BL10/
ScCr mice, RSV clearance as well as activation and recruit-
ment of NK cells is impaired [51, 52]. However, RSV infection
is not affected in another TLR4-deficient BALB/c mice [53].
Human and murine pulmonary epithelial cells and macro-
phages express a broad range of TLRs including TLR4
[50, 54–56]. Interestingly, TLR4 signalling and IL-4Rα/
STAT6 and IFN-β pathway engagement in murine AMs
promote a type 2 immune response in the course of RSV
infection [57].

TLR2/TLR6 complex is also involved in the detection
of RSV, but the mechanisms of sensing remain unknown.
Activation of these receptors promotes the production of
IFN-I and proinflammatory cytokines through the MyD88-
dependent pathway [48–50]. In the lungs of TLR2- and
TLR6-deficient adult mice, viral load is increased and
neutrophil recruitment is impaired following RSV infection.
Moreover, isolated AMs from these mice produce decreased
levels of IFN-I and inflammatory cytokines [58].

The PRR expression by other mucosal innate immune
cells like ILCs is better documented for the digestive tract
than for the lungs [59]. Nevertheless, a recent work showed
that TLR2 and TLR4 are expressed in pulmonary ILC2 and
drive together a type 2 immune response by inducing IL-13
production [60].

3.1.2. Endosomal TLRs Involved in RSV Recognition. TLR3
detects the double-stranded RNA form of the RSV genome,
which is generated during the virus replication cycle [61].
TLR3 exclusively signals through the TRIF pathway. TRIF
recruitment leads to the activation of the transcription factor
interferon regulatory factor 3 (IRF-3), which generates IFN-I
production by the cell. TLR3 is constitutively expressed in
numerous cell types including nasal and pulmonary epithe-
lial cells, AMs, and DCs [62, 63]. Rudd et al. showed that
RSV promotes a type 2 immunity in TLR3-deficient adult
mice with eosinophilic infiltration, mucus overproduction,

and TH2-type cytokine secretion (IL-5, IL-8, and IL-13) while
viral load remains unchanged [61].

TLR7 recognizes the single-stranded RNA genome of
RSV and triggers subsequent expression of genes encoding
IFN-I and proinflammatory cytokines via IRF-7 and NF-κB
activation through the MyD88-dependent pathway [48–50].
Lung epithelial cells, DCs, and eosinophils are able to sense
RSV via TLR7 activation [56, 64–66]. RSV infection in
TRL7-deficient mice induces a significant increase in inflam-
mation and mucus production in the lungs [65]. Interest-
ingly, Schlender et al. showed that RSV prevents IFN-I
production in human pDCs in a TLR7-dependant manner,
but they cannot explain the mechanism involved in such
inhibition [67].

3.1.3. Cytosolic Location of RLRs and NLRs. Retinoic acid-
inducible gene I (RIG-I) and melanoma differentiation-
associated gene 5 (MDA5) are both RNA helicases that
can bind to the double-stranded RNA form of the RSV
genome and 5′-triphosphorylated uncapped viral RNA in
the cytosol [68, 69]. RIG-I signalling is particularly involved
in IFN-I responses in lung epithelial cells, DCs, and AMs
[56, 64, 68, 70]. RIG-I and MDA5 contain two N-terminal
caspase activation and recruitment domains (CARDs), which,
upon virus sensing in the cytosol, interact with the mitochon-
drial antiviral signalling (MAVS) protein to trigger the NF-κB
and IRF-3 pathways [48–50].

Nucleotide-binding oligomerization domain 2 (Nod2), a
member of the NLR family, can also detect single-stranded
viral RNA and triggers innate immune activation by binding
with MAVS [71]. Upon RSV infection, MAVS-deficient mice
displayed higher viral load in the lungs and profound defects
in antiviral defenses in comparison with control WT mice,
although RSV clearance is still effective in the absence of
RIG-I, MDA5, and Nod signallings [64, 72]. Johansson’s
group showed that AMs are the main IFN-I producers
through the MAVS-dependent pathway in adult lungs of
RSV-infected mice [70, 73].

3.2. PRR Expression or Functionality, a Factor of Neonatal
Susceptibility to RSV Infection. In infants, several genetic poly-
morphisms in innate immune genes have been associated
with the susceptibility to develop RSV-mediated bronchiolitis
[13, 74–76]. Thus, single-nucleotide polymorphisms (SNPs)
in genes coding for PRRs have been considered attractive
targets for clinical decision-making [77]. However, contra-
dictory studies with other cohorts have failed to correlate
SNPs in RIG-I or TLR4 genes with the severity of RSV
disease [78]. Adult mouse models similarly show a variable
role of the TLR4 pathway in the development of RSV disease
[51–53]. Consequently, the severity of RSV disease appears
likely dependent on both genetic and environmental factors
(microbiota and coinfections) during the neonatal period
[47]. Accordingly, a combination of the TLR4 genotype
and environmental exposure to LPS during early life is
involved in the occurrence of RSV bronchiolitis [79]. Most
studies using cord blood cells suggest that TLR expression
is not a modulator of the degree of cytokine responsiveness
during the perinatal period [69, 80]. Furthermore, Marr
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et al. showed that RIG-I expression is similar between
neonatal and adult pDCs [69]. They propose that IFN-I
responses following RSV infection are decreased in neonatal
pDCs compared to adult pDCs because of different signal-
ling events downstream of MAVS or posttranslational
modifications affecting either RIG-I or MAVS pathways [69].

Nevertheless, a correlation between pulmonary PRR
acquisition after birth and RSV susceptibility cannot be
excluded. Several studies in the mouse model showed that
TLR4 expression is very low in the fetal lungs and increases
throughout development [81, 82]. Harju et al. proposed an
association between reduced pulmonary TLR4 expression at
baseline and neonatal hyporesponsiveness to LPS [82]. Cur-
rently, there are virtually no studies on the maturation of
TLR3 and 7 and RIG-I signalling in the neonatal lungs at a
basal state and upon RSV infection.

3.3. Immediate Innate Responses of Pulmonary Resident
ImmuneCells toRSV Infection.RSV infection inneonatalmice
promotes a type 2 immunity characterized by a strong

proliferation of an IL-4Rα+-CD4+ TH2 subset together with a
defect in CD8+ T cell activation and IFNγ production
[83, 84]. In this part, we describe the first innate responses
of pulmonary resident cells to RSV infection that contrib-
ute to the development and/or maintenance of anti-RSV
TH2 immunity (Figure 2).

Adaptive immune responses are initiated by DCs that
traffic from the infected lungs to the draining respiratory
lymph nodes in order to prime T cell responses. Our group
and others have described major deficiencies in the func-
tionality of DCs in neonatal lungs following RSV infection
[85–87]. As compared to adults, cDCs are poorly represented
in the lungs and in the lymphnodes of RSV-infected neonates,
with an increased proportion of a CD103+ DC subset [85].
These neonatal DCs also have lower expression of the costim-
ulatory molecule CD86 and thus are less effective in antigen
presentation [85]. Moreover, a poor pulmonary mobilization
of pDCs, potent producers of IFNα/β, and aweak activation of
the IFN-I pathway are described in RSV-infected neonatal
mice [86, 87]. IFN-I production is important not only to
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Figure 2: Immediate immune responses of pulmonary resident cells to RSV infection in neonates. Servier Medical Art has provided images.
Neonatal RSV exposure leads to an early IL-33 secretion by respiratory epithelial cells [96]. IL-33 signals through its receptor ST2 localized at
the membrane of ILC2. This alarmin supports the increase in the ILC2 number and IL-13 production in the lungs of RSV-infected neonatal
mice [74]. ILC2 can promote a switch towards a type 2 phenotype for AMs or lung DCs at a steady state or in a house dust mite-induced
asthma model [27, 30]. Concerning the IFN-I pathway, neonatal pDCs display a poor pulmonary mobilization and a weak activation of
the IFN-I pathway following RSV infection [29]. AMs are the main source of IFN-I in RSV-infected adult lungs, but the question remains
open during the neonatal period [54]. Therefore, it is strongly suspected that ILC2 cells are indirectly responsible for the inability of
neonatal mice to mount an effective IFN-I response to counteract RSV infection. In addition, IL-10-secreting nBregs may constitute
another cellular subset contributing to the type 2 immunity induced by RSV infection in neonates [40, 99].
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induce antiviral responses but also to amplify proinflamma-
tory responses in the lungs of adult mice [88]. It has been
demonstrated that IFNα treatment or an increased lung DC
number (by adoptive transfer of adult pDCs or administration
of a hematopoietic cell proliferation factor, the Flt3 ligand
(Flt3-L)) reboots the IFN-I pathway upon RSV neonatal
infection and decreases TH2-biased immunopathology upon
adult reinfection [86, 87]. Thus, IFN-I production clearly
appears as a key factor in neonatal susceptibility to RSV
infection [86, 87, 89].

The role of AMs in primary RSV infection only begins to
be appreciated. Thus, the depletion of AMs in the early
period of life has been associated with a reduction in RSV
clearance and a delay in weight gain [90]. In adult mice,
AMs have also been described to play an essential role in
early inflammatory molecule production (TNFα, IL-6,
CCL3, and IFNα) and activation/recruitment of NK cells
[91, 92]. Recently, it has been reported that adult AMs are
the main source of IFN-I following RSV infection [70]. To
date, these observations have not been checked in neonatal
mice. AMs are known to be a flexible cellular subset that
adapts to the microenvironment of the airway lumen [93].
It is not known yet whether neonatal AMs have the same
reactivity to RSV infection than adult AMs. Addressing this
issue seems critical to understand the causes of inability of
a neonate to generate IFN-I response following RSV infec-
tion. Similar to the classification of T cells in a TH1/TH2
phenotype, macrophages have been also categorized into
classically activated macrophages (CAMs or M1) or alterna-
tively activated macrophages (AAMs or M2), based on
activating cytokines (IFNγ and IL-4, resp.) and functional
activities (inflammation and airway remodelling, resp.)
[94]. Interestingly, Empey et al. have demonstrated that neo-
natal AMs present a delay of their differentiation toward a
CAM phenotype following RSV infection, likely due to unde-
tectable IFNγ production [95]. In adult mice, RSV infection
induces AAMs that are important to reduce lung pathology
[57]. Thus, pulmonary AM polarization seems to depend
on age. Altogether, in the particular context of the neonatal
airway environment, it becomes important to understand
the mechanism that triggers the polarization of neonatal
AMs following RSV infection and to evaluate its relationship
with exacerbated airway responses upon adult reinfection.

The contribution of ILC2 and IL-33 to the neonatal RSV
susceptibility has been recently investigated. Neonatal RSV
exposure leads to an early IL-33 secretion by respiratory epi-
thelial cells; this is not observed in adult mice. IL-33 plays a
major function in the immunopathogenesis of RSV infection
by supporting an increase in the ILC2 number and IL-13
production in the lungs of neonatal mice that will impact
on disease severity in reinfected mice [96]. Additionally, it
has been reported that hospitalized infants with viral
bronchiolitis have detectable levels of nasal IL-13, IL-33,
and thymic stromal lymphopoietin (TSLP) [96, 97]. Impor-
tantly, TSLP-deficient adult mice are unable to mount ILC2
proliferation and activation upon RSV infection [98]. The
link between TSLP from respiratory epithelium and ILC2
proliferation/activation is not yet reported in RSV-infected
neonatal mice. Nevertheless, the release of TSLP is identified

as an important event for pulmonary DC polarization during
RSV infection in the neonatal period and for RSV-mediated
long-term respiratory disorders [39]. ILC2 is known to
secrete TH2-type cytokines, such as IL-5 and IL-13. In the
neonatal lungs, these cells can promote an AM or DC
phenotype switch towards type 2-polarizing abilities at a
steady state or in a house dust mite-induced asthma model
[27, 30]. Therefore, it is strongly suspected that ILC2 cells
are indirectly responsible for the inability of neonatal mice
tomount an effective IFN-I response following RSV infection.

Finally, nBregs (or CD5+ B1a subset) may constitute
another cellular subset contributing to the type 2 immunity
induced by RSV infection in neonates. In the neonatal spleen,
these nBregs have been previously described for their ability
to produce IL-10 and to control the DC activation in vivo
for TH1/TH2 polarization [40]. Moreover, IL-10-producing
nBregs in the lungs could be induced by IL-33, as previously
described in the intestines [99]. An equivalent subset of
nBregs has been recently characterized in the blood of human
neonates, and its frequency is identified as a predictive factor
for the severity of RSV-mediated bronchiolitis in infants [41].

All these results point to the existence of TH2-like innate
immune responses that are early induced by RSV infection in
the neonatal lungs. These specific immunological properties
must be considered in order to develop relevant therapeutic
approaches against RSV infection.

4. Experimental Strategies to Modulate the
Neonatal Susceptibility to RSV

An increasing set of data supports the concept of a “neonatal
window of opportunity”. The early life is the critical period
for the development of immunity and therefore for the
newborn sensitivity to the development of pulmonary pathol-
ogies. Immunomodulatory interventions targeting this period
of life are likely to have profound effects on immune system
homeostasis and hence on an individual’s susceptibility to
pathogens [23]. Different studies using neonatal or adult mice
have shown the possibility to take advantage of immunomo-
dulation strategies on innate defenses to modify the neonatal
pulmonary susceptibility to RSV infection and to fight RSV
disease (Table 1).

4.1. Counteracting the Ineffective IFN-I Secretion in the Lungs

4.1.1. Increase and/or Activation of IFN-I-Producing Cell
Population. IFN-I production in neonatal RSV infection is
decisive for the severity of RSV pathology [86, 87, 89]. Thus,
with recombinant IFN-I intranasal instillation prior to
mouse infection, Cormier et al. suggested that boosting the
antiviral response of pDCs during the neonatal period limits
RSV pathology [86]. Additionally, the treatment of neonatal
mice with the Flt3-L, a growth factor for hematopoietic cells,
before RSV infection increases pDCs in the lungs, partially
restores the IFN-I pathway, and reduces the long-term path-
ological pulmonary consequences of RSV infection [87].
However, AMs have been identified as predominant pro-
ducers of IFN-I in RSV-infected adult mice [70]. Therefore,
the role of these cells in neonates and in the development
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of pulmonary anti-RSV immunity in the long term should
not be ignored.

4.1.2. Promoting IFN-I Signalling Via TLR/RLR Agonists. By
targeting PRRs, several groups propose the use of TLR or
RLR agonists to boost antiviral responses. Thus, the preexpo-
sure of neonates to CpG (TLR9 ligand) prior to the first RSV
infection reduces RSV pathology observed in the second RSV
exposure at adult age. TLR9 stimulation induces the alter-
ation of neonatal TH2 skewing, probably by accelerating
maturation of neonatal antigen-presenting cells as well as
NK cell recruitment in the lungs [100]. In an adult mouse
model, others propose to target TLR3 with the synthetic
dsRNA agonist poly IC stabilized with poly-L-lysine carbox-
ymethyl cellulose (poly ICLC). However, the administration
of poly ICLC fails to induce an appropriate innate immune
response following RSV infection in the cotton rat model,
which is not the case in BALB/c mice [101]. These results
highlight the importance of the choice of an animal model
used for therapeutic evaluation in the context of RSV infec-
tion. Recently, SB 9200, a dinucleotide prodrug targeting
RIG-I and NOD2 activation, has been presented as a novel
prophylactic and therapeutic anti-RSV immunomodulatory
agent by Spring Bank Pharmaceuticals. In the mouse model,
it has been observed that SB 9200 reduces viral load and lung
inflammation while increasing IRF3-dependent IFN-I pro-
duction [102]. To our knowledge, it is the first immunomo-
dulation strategy targeting RLRs that could be considered
in RSV treatment. However, because of the known dissimilar-
ities in PRRs and cell immune responses according to age, it
would be necessary to test SB 9200 in a neonatal model for
assessing innate immune response following RSV infection.

4.2. Modulating the Activation of Cells Promoting the
Pulmonary TH2 Environment in the Neonatal Period

4.2.1. Modulating by Blocking TH2-Polarizing Cytokines.
Several studies point out the major role of IL-13 in airway
hyperresponsiveness of adult mice during RSV infection
[20, 103]. Thus, IL-13 targeting could represent a good strat-
egy to modulate neonatal responses to RSV infection. In
adult mice, anti-IL-13 treatment prior to RSV infection
reduces both viral load and mucus hypersecretion and
increases IL-12 production in the lungs [103]. It would be
interesting to study the effect of anti-IL-13 treatment on neo-
natal mice because it has been shown that IL-13 is highly
secreted in the lungs upon neonatal RSV infection [96].

A recent study suggests that TSLP might also represent a
therapeutic target for IL-13-driven immunopathology to
RSV. Indeed, Stier et al. showed in adult mice that TSLP
signalling is required for IL-13 production by ILC2. RSV-
infected adult mice receiving an anti-TSLP neutralizing
antibody presented a reduction in IL-13 production as well
as a decrease in viral load and airway mucus secretion [98].
Furthermore, administration of anti-TSLP before neonatal
RSV infection has been shown to reduce OX40-L expression
on DCs thereby reducing their capacity to promote TH2
polarization and to decrease eosinophil numbers in the bron-
choalveolar lavage fluids [39]. Both strategies (anti-IL-13 and

anti-TSLP) are currently under clinical trial evaluation for
adult patients with asthma [104, 105]. In the same way, the
administration of an IL-33-neutralizing antibody during
primary RSV infection in neonatal mice reduces IL-13
production and ILC2 numbers in the lungs and consequently
decreases disease severity after reinfection at adult age [96].

4.2.2. Modulating by Blocking Signalling Pathways Involved
in the Type 2 Immunity Induction. Several groups propose
to interfere with the TH2-biased immunopathogenesis of
neonatal RSV infection by targeting receptors of TH2-type
cytokines or proteins involved in their downstream signal-
ling. Recently, Shrestha et al. have revealed that cDCs and
pDCs downregulate their IL-4 receptor α (IL-4Rα) with age.
Interestingly, the elevated IL-4Rα expression on CD11b+

cDCs is related to the immunopathology upon RSV reinfec-
tion [106]. Accordingly, the downregulation of pulmonary
IL-4Rα expression with antisense oligonucleotides (ASO)
enhances the presence of maturation markers (CD80 and
CD86) at the membrane of CD11b+ cDCs and leads to a shift
of T cell responses toward TH1 cells producing IFNγ. Besides,
IL-4Rα ASO-treated neonates display higher level of TH1-
like IgG2a antibodies in response to RSV exposure than
nontreated mice, while viral load is unchanged. Subse-
quently, long-term respiratory disorders associated with
RSV reinfection are reduced by the neonatal administration
of IL-4Rα ASO [107]. In accordance with these results, the
inhibition of STAT6 activity, an essential transcription factor
in IL-4Rα signalling, by a specific inhibitory peptide during
neonatal RSV infection, decreases IL-4 secretion and AAM
number in the lungs and prevents from pulmonary eosino-
phil recruitment and airway hyperresponsiveness upon adult
RSV reinfection [108].

4.2.3. Modulating by Activation of Neonatal AMs. Several
studies have reported that neonatal AMs present an imma-
ture phenotype upon RSV infection [90, 95] and this has
been associated with TH2-biased airway immunopathology
upon adult reinfection [108]. AM differentiation is controlled
by local IL-4 or IFNγ secretion [94]. However, in neonatal
mice, IFNγ production is absent following RSV infection
[95]. Furthermore, it has been demonstrated that IFNγ
production during neonatal infection influences the outcome
of RSV pathology upon adult reinfection [109]. Indeed, it has
been shown that intranasal injection of recombinant IFNγ in
neonatal RSV-infected mice induces a better AM activation
characterized by the expression of CAM markers (CD86+,
MHC II+ and CCR7+, and mannose receptor−) on neonatal
AMs and reduced viral load in the lungs [90, 95, 110].

4.3. Promoting the Maturation of the Pulmonary Immune
System by Modulating the Microbiota. Several groups focused
their research on the capacity of probiotic microorganisms
to stimulate the lung immune system and to prevent RSV
infection during the first years of life [111]. Studies were
carried out with Lactobacillus rhamnosus isolated from goat
milk in order to control RSV infection via TLR3 modulation
[112–114]. Oral treatment of 3-week-old BALB/c mice with
L. rhamnosus CRL1505 significantly reduces viral load and
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pulmonary tissue damage due to inflammation following
RSV infection with respect to the control group [114]. Hence,
L. rhamnosus CRL1505 administrated orally is able to benefi-
cially modulate the respiratory mucosal immunity to RSV
infection. The nasal administration of heat-killed probiotic
L. rhamnosus CRL1505 is also able to increase the resistance
of adult mice to the challenge with RSV [115]. Moreover, oral
administration of this probiotic has reduced the frequency
and severity of respiratory infections in a randomized clinical
trial involving 298 children aged from two to five years in
Argentina [112].

In parallel with the gut microbiota, a lung microbiota
gradually colonizes the airways during the neonatal period
[42, 43]. Its composition and diversity can affect host
physiology and the immune capacity of the airway tissue
[23, 111]. Thus, it has been observed that the nasopharyngeal
microbiota of young children can influence the spread of
RSV infection to the lower respiratory tract and can modu-
late the host immune response to virus [116, 117]. Thomas’s
group has recently isolated different primocolonizing bacte-
rial strains of the mouse neonatal lungs in order to propose
a new approach to modulate the immune response to respira-
tory pathologies. Thus, Remot et al. showed in a neonatal
mouse model of asthma that the repeated administration of
one strain of these primocolonizing lung bacteria positively
or negatively impacts the outcome of pathology [43]. There-
fore, it will be interesting to evaluate this strategy on RSV
disease in neonates.

All these results indicate that the control of type 2
immune responses during primary RSV infection in the
neonatal period can prevent RSV-mediated long-term respi-
ratory problems. Altogether, the existence of the pulmonary
neonatal environment displaying specific immunological
properties must be considered in order to develop relevant
therapeutic approaches against RSV infection.

5. Conclusion

In conclusion, the early response to RSV infection is closely
associated with specific immunological characteristics of the
developing lungs. That is why the RSV researches of new
preventive or curative treatments against RSV must take
advantage of experimental models in young animals. A
better understanding of anti-RSV innate immune responses
in neonates, and their relative contributions to long-term
pulmonary immunopathology, is required to develop new
immunomodulation—but also vaccination—strategies spe-
cific to this early period of life.
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Résumé : Le Virus Respiratoire Syncytial 

(VRS) est responsable de 70 % des cas de 

bronchiolite chez les enfants de moins de cinq 

ans. La survenue de bronchiolites sévères chez 

le nourrisson est un facteur de risque de 

développement d’asthme en grandissant. Aucun 

vaccin contre le VRS n’est disponible chez 
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Le système immunitaire inné est la première 
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infections. De plus, en interaction avec la flore 

bactérienne commensale des poumons, 

l’immunité innée participe à la maturation de la 

réponse immunitaire adaptative qui confère à 

l’individu une protection sur le long terme vis-

à-vis des pathogènes.  

Afin d’expliquer la susceptibilité néonatale au 

VRS, nous avons caractérisé un nouveau 

mécanisme de contrôle de la réponse innée 

antivirale lors de l’infection de souriceaux. 

Nous avons également testé une nouvelle 

approche de modulation de la réponse 

immunitaire au VRS par le microbiote 

pulmonaire.  

Ainsi, mieux comprendre les mécanismes 

immunologiques et virologiques responsables 

de bronchiolites sévères en période néonatale 

permettra de développer des moyens de lutte 

sûrs et efficaces contre l’infection par le VRS. 
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Abstract : Respiratory Syncytial Virus (RSV) 

is responsible for 70 % of bronchiolitis in 

children under five years old. Severe 

bronchiolitis in infants is a risk factor for 

asthma development. No vaccine against RSV 

is available in humans. 

The innate immune system is the first line of 

defense against infections. Moreover, in 

interaction with lung microbiota, innate 

immunity shapes adaptive immune response 

responsible for long-term protection against 

pathogens. 

To explain the susceptibility of young children  

 

to RSV, we characterized a novel regulatory 

mechanism of the innate antiviral response 

during neonatal RSV infection in the murine 

model. 

We also tested a new approach for modulating 

immune responses to RSV by the pulmonary 

microbiota. 

Thus, a better understanding of immunological 

and virological mechanisms responsible for 

severe bronchiolitis during the neonatal period 

will allow the development of safe and effective 

therapeutic strategies against RSV infection. 

 

 

 


