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Partie | : Géenéralités
Chapitre 1 : L'allergie

|.  L’allergie alimentaire

1) Définition et prévalence

1.1) Définition & symptdémes

L'ingestion d’antigénes inoffensifs tels que les protéines alimentaires n’induit généralement
pas de réponse du systéme immunitaire. Cette absence de réponse est un mécanisme appelé
tolérance orale, qui est gérée par de nombreux acteurs immunitaires, principalement par les
lymphocytes T régulateurs (Chinthrajah, 2016) . Chez les patients atteints d’allergie
alimentaire, on assiste a une breche dans la tolérance orale conduisant a la sensibilisation
alimentaire puis au développement de la réponse allergique. Toutes les protéines peuvent en
soi constituer des allergénes alimentaires mais certains aliments sont plus allergéniques que
d’autres. Ainsi le lait, I'ceuf, la cacahuete, le sésame, le poisson et le blé représentent les 6
aliments allergéniques majeurs chez les enfants (Perkin & Lack, 2016) . Les allergénes
alimentaires peuvent varier en fonction de I'dge mais aussi d’'un pays a l'autre. Ainsi, chez les
enfants en bas age, le lait de vache et les ceufs sont les allergénes les plus répandus alors
que les adultes sont plutét allergiques aux poissons, aux fruits de mers et aux fruits et légumes
(Koplin, 2015) . Par ailleurs, c’est 'allergie a I'ceuf qui domine chez les enfants en Australie et
en Asie alors que les enfants en Amérique et en Europe occidentale souffrent plutét d’allergie
au lait de vache. De la méme maniére I'allergie aux produits de la mer est retrouvée chez les
adultes en Asie tandis que I'on retrouve plutdt les noix et I'arachide en Europe et aux Etats
unis (Prescott et al., 2013) . Aprés ingestion d’'un aliment allergénique, les symptémes de
l'allergie peuvent se déclencher trés rapidement, de quelques minutes a quelques heures
aprés l'ingestion. Les symptdmes sont également trés variés, ce qui complexifie le diagnostic
des allergies alimentaires. En effet, suite a l'ingestion, les manifestations peuvent aller des
simples démangeaisons a une réaction systémique grave : 'anaphylaxie, qui peut alors mettre
en péril la vie du patient. Les manifestations des allergies peuvent toucher différents organes ;
la peau avec des démangeaisons ou de lurticaire, I'appareil gastro-intestinal avec des

douleurs abdominales, des nausées, des vomissements ou des diarrhées, mais aussi les voies
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respiratoires avec de I'oedéme ou de I'asthme (Kulis, Wright, Jones, & Burks, 2015; Sicherer
& Sampson, 2006) .

1.2) Classement des allergies alimentaires

On classifie généralement les allergies alimentaires selon 'importance des immunoglobulines
E (IgE) dans la pathologie. Ainsi, il existe trois grands types d’allergies alimentaires : les
allergies alimentaires IgE médiées, les allergies alimentaires non IgE médiées et les allergies
alimentaires mixtes (Yu, Freeland, & Nadeau, 2016) . Les allergies alimentaires IgE médiées
sont les plus courantes et les plus étudiées. Elles sont plus fréquentes chez les enfants qui
souffrent généralement d’allergie au lait de vache, aux ceufs, au soja et au blé tandis que les
allergies persistantes qui se poursuivent a I'dge adulte concernent plutét I'allergie a la
cacahuete, aux noix, aux graines et aux fruits de mer (Savage, Sicherer, & Wood, 2016)

Elles sont associées aux IgE car les individus sensibilisés a un allergéne alimentaire
produisent des IgE spécifiques d’un épitope de la protéine allergénique qui se fixent sur leur
récepteur de haute affinité présent sur les basophiles et les mastocytes. Apres une seconde
exposition, la liaison entre les IgE et I'allergéne induit la dégranulation de ces cellules ce qui
entraine les manifestations allergiques (S. R. Chinthrajah, 2016) . On retrouve différents
endotypes au sein des allergies alimentaires IgE médiées. Le syndrome d’allergie orale est
une allergie alimentaire a un allergéne qui cross-réagit avec un pollen. Les patients atteints de
rhinite allergique peuvent ainsi produire des IgE qui vont réagir aprés une ingestion de fruits
ou de légumes possédant une cross-réactivité avec le pollen allergisant (lvkovié-Jurekovic,
2015; Yu et al., 2016) . Ce syndrome se manifeste par des démangeaisons de la gorge
pouvant étre accompagnées d’'un gonflement des lévres ou de cloques au niveau de la
bouche, apparaissant quelques minutes apreés ingestion (Asero, 1998; Nowak-Wegrzyn,
Szajewska, & Lack, 2017) . L’anaphylaxie est la manifestation la plus grave d’une réaction
allergique car elle peut étre fatale. Elle se manifeste par des nausées, des vomissements, des
diarrhées ou des crampes abdominales. Elle peut étre accompagnée d’urticaire, d’'un cedéme
de Quincke, d’essoufflement, de tachycardie et d’hypotension (Nowak-Wegrzyn et al., 2017) .
L’anaphylaxie a l'effort est également une allergie IgE médiée. Les allergies alimentaires
mixtes sont caractérisées par des atteintes gastro-intestinales généralement accompagnées
d’hyperéosinophilie. On retrouve dans cette catégorie, 'cesophagite a éosinophiles (EoE), les
gastroentérites a éosinophiles et les colites a éosinophiles (Rothenberg, 2004) . L'cesophagite
a eosinophiles affecte particulierement les hommes et est caractérisée par des reflux gastro-
cesophagiens, des douleurs abdominales, des vomissements, une perturbation du sommeil et
une résistance aux traitements classiques du reflux gastro cesophagien (Nowak-Wegrzyn et
al. 2017). On retrouve également dans cette catégorie des dermatites atopiques retardées
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associées a lallergie alimentaire, qui se manifestent 6 a 48 heures aprés ingestion de
l'allergéne (Sidbury et al., 2014) . Les allergies alimentaires non IgE médiées impactent
majoritairement le tractus gastro-intestinal et n'impactent pas ou peu la peau ou les voies
respiratoires. Elles affectent généralement les enfants en bas age et disparaissent aprés 1 ou
2 ans. Elles se manifestent par des douleurs abdominales, des diarrhées et des vomissements
et le lait de vache est I'allergéne majoritaire (Nowak-Wegrzyn et al. 2017).

Allergie alimentaire IgE médiée

enfants>adulte Lait, ceuf, blé, soja, cacahuétes, noix, Démangeaisons, urticaire, cedéme de
poisson, fruit de mer Quincke, douleurs abdominales,
vomissement, diarrhées, sifflement

Allergie alimentaire mixtes

Allergie alimentaire associée a la enfants>adulte Lait, ceuf, blé, soja, cacahuétes, noix, Exacerbation de la dermatite
dermatite atopique poisson, fruit de mer atopique apreés ingestion d’un
allergéne
(Esophagite a éosinophiles Enfants et adulte Lait, blé ceuf, viande, soja et poulet Vomissement, défaut de croissance,

surcharge fécale, brulures d’estomac

Autres désordres gastro-intestinal a Enfants et adulte Lait, ceuf, blé, soja, noix, poisson, Douleurs intestinales variées
éosinophiles fruit de mer, viande

Allergie alimentaire non IgE médiée

FPIES (food protein induced enfants Lait, soja, rice, ceuf, avoine Vomissement, diarrhée, défaut de
enterocolitis syndrome) croissance
FPIP (food protein induced enfants Lait, soja, blé, ceuf Saignements rectaux

proctocolitis)

FPE ( food protein enteropathy) enfants Lait, soja blé et ceuf diarrhée, défaut de croissance
Malaborption, stéatorrhée

Tableau 1: Classification des allergies alimentaires. D’aprés YU, Nature, 2016

1.3) Données de prévalence et études cliniques

De nombreuses cohortes de patients ont permis I'analyse des données de prévalences de
l'allergie alimentaire au niveau mondial. La cohorte EuroPrevall a analysé la prévalence de la
sensibilisation a divers allergénes sur une population hétérogéne provenant d’Europe, des
Etats-Unis et d’Australie. Ainsi, le sérum de 4522 individus de 13 pays différents (Australie,
Belgique, Estonie, France, Allemagne, Islande, ltalie, Norvege, Espagne, Suéde, Suisse,
Royaume-Uni et USA) a été testé contre 24 allergénes alimentaires et respiratoires. La
sensibilisation aux allergénes alimentaires (tous allergénes confondus) est trés variable et
atteint son maximum avec 24.6% aux USA. La prévalence la plus élevée aux USA et en
Allemagne est celle de la noisette (14.9% et 14.7% respectivement) alors qu’en France, c’est
la crevette qui domine suivie du blé avec respectivement 7% et 5.5% (Burney et al., 2010)
Une meta-analyse a été réalisé en 2014 sur des études faites sur la prévalence des allergies
alimentaires les plus répandues en Europe : lait de vache, ceuf, blé, soja, cacahuete, noix,
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poisson et fruits de mer. Sur les 42 études incluses dans la meta-analyse, la prévalence des
allergies auto diagnostiquées étaient respectivement de 6%, 2.5%, 3.6%, 0.4%, 1.3%, 2.2%
et 1.3% (Nwaru et al., 2014) . Les enfants et les populations en bas age sont les plus touchés
par les allergies alimentaires avec une prévalence dans les pays occidentaux pouvant
atteindre 10% (Osborne et al., 2011; Prescott et al.,, 2013) . Les études menées par
questionnaire d’auto-diagnostic ont montré que la prévalence des allergies alimentaires
pouvait varier de 3% a 35%, en sachant que ces résultats sont largement surestimés par
rapport a la réalité (Rona et al., 2007) . Plus généralement, la prévalence de lallergie
alimentaire est estimée a environ 5% a 7% chez les enfants (Branum & Lukacs, 2008; Prescott
et al., 2013) et environ 2% chez les adultes (Cianferoni & Spergel, 2009) .

1.4) Augmentation des allergies : une épidémie ?

Il est important de préciser qu’avant 1870, qui constitue la date du premier épisode de rhume
des foins décrit aux Etats-Unis et au Royaume-Uni, les allergies n’étaient pas connues et
encore moins décrites. C'est Blackley qui a la fin du 19°™¢ siécle décrivit pour la premiére fois
les symptémes du rhume des foins. (Platts-Mills, 2015; Waite, 1995) . Par ailleurs, la mention
de 'augmentation de la fréquence des allergies alimentaires n’apparait que dans les années
1990. Au 19°™e siécle les conditions d’hygiéne et de vie étaient bien inférieures a celles
d’aujourd’hui. Il est décrit a Chicago que les sources d’eau « potable » étaient situées au
méme endroit que I'évacuation des eaux usées (Reynolds & Hazen, 1893) . Des changements
majeurs apparurent a la fin du 19°™ siécle et au début du 20°™e. En effet, c'est a cette période
que la généralisation du traitement des eaux usées fit son apparition avec la chloration (Platts-
Mills, 2015) . Les conditions d’hygiéne et de vie furent nettement améliorées par la
généralisation de I'utilisation d’antibiotiques, 'installation des égouts, I'aseptisation des milieux
de vie etc. Tous ces facteurs, ajoutés au déplacement des populations rurales vers la ville ont
conduit progressivement a I'appauvrissement de la flore microbienne. Le manque d’exposition
a des agents microbiens augmenterait ainsi la susceptibilité aux allergies. C’est Strachan qui
en 1989 a élaboré pour la premiére fois cette théorie, appelée hypothése hygiéniste (Strachan,
1989) . Plusieurs études laissent en effet penser que le contact prolongé et précoce aux agents
infectieux, notamment en milieu rural, limiterait 'apparition des maladies (Ege et al., 2011; llli
et al., 2012) . On constate ainsi depuis plusieurs années une augmentation de la prévalence
globale des allergies dans les pays développés (Koplin, 2015) . L’allergie est ainsi devenue un
vrai probléme de santé publique dans les pays occidentaux et constitue la quatrieme maladie
mondiale selon 'OMS (Organisation mondiale de la santé) en termes de morbidité (WAO,
2012) . Plusieurs études effectuées sur une méme population au cours du temps ont pu

démontrer une augmentation de la prévalence des allergies alimentaires ces derniéres
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années. Venter (Venter et al., 2010) a étudié la prévalence de l'allergie sur une population
d’enfants résidant dans une méme zone géographique. Il a ainsi pu observer une
augmentation de la prévalence entre les années 1993/1994 et 1997/1999, de 0.5% a 1.4%.
Aux Etats-Unis, une étude sur une population d’enfants interrogés par un questionnaire a
révélé une augmentation de I'allergie a la cacahuéte de 0.6% a 1.2% a 2.1% entre les années
1997, 2002 et 2007 (Sicherer & Sampson, 2010) . Plus récemment, une étude faite sur les
admissions en hépital pour anaphylaxie a montré une augmentation de 106% entre 1992 et
2012 sur une population agée de 0 a 14 ans au Royaume-Uni (Turner et al., 2015) . Aux Etats-
Unis, le nombre d’hospitalisation pour anaphylaxie suite a l'ingestion d’'un aliment a doublé
entre 2000 et 2009 chez une population agée de moins de 18 ans (Rudders, Arias, & Camargo,
2014) . Lallergie alimentaire semble ainsi avoir atteint un seuil quasi épidémique dans les
pays occidentaux avec une augmentation qui demeure aujourd’hui partiellement expliquée par

le style de vie, I'environnement ou les facteurs génétiques.

1.5) Facteurs de risques des allergies alimentaires

1.5.a) Facteurs génétiques

Un des premiers facteurs mis en cause dans l'allergie est bien sur I'histoire familiale. En effet,
les allergies sont héréditaires, avec une prévalence plus élevée chez les enfants dont un ou
les deux parents sont allergiques. Un enfant a 7 fois plus de risque de développer une allergie
a la cacahuéte si un des parents ou un de ses fréres et sceurs est déja allergique (Hourihane,
Dean, & Warner, 1996; Lack, 2012) . L’environnement peut par ailleurs influer sur la génétique.
En effet, la prévalence de I'allergie alimentaire chez des enfants nés en Australie mais d’origine
asiatique est 3 a 4 fois plus élevée que celle trouvée chez des enfants caucasiens nés en
Australie (Jennifer J Koplin, 2015) . Paradoxalement, la prévalence des allergies est
relativement peu élevée en Asie. Ces résultats démontrent donc que I'exposition @ un nouvel
environnement ou au contraire I'absence d’'un environnement protecteur peut avoir une
influence sur les prédispositions génétiques. La premiere étude d’association pangénomique
(genome wide association study ou GWAS) menée sur l'allergie alimentaire sur des enfants
aux USA a identifié un variant génétique des génes HLA-DR et HLA-DQ comme facteur de
risque de l'allergie a la cacahuéte (Hong et al., 2015) . Par ailleurs on sait depuis quelques
années maintenant que les mutations délétéres du gene de la filaggrine sont associées avec

la prévalence de l'allergie dont celle notamment a la cacahuéte (Brown et al., 2011) .
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1.5.b) Microbiote

Les allergies sont généralement associées au mode de vie des pays occidentaux. Selon la
théorie de I'hygiene, le manque d’exposition aux agents infectieux et aux parasites durant
'enfance augmenterait la susceptibilité aux maladies allergiques. Peu d’études montrent une
association claire entre la moindre diversité de la flore microbienne et I'allergie mais certaines
ont observé une diminution nette des maladies allergiques chez les populations vivant en
milieu rural (Ege et al., 2011; Fuchs et al., 2012; llli et al., 2012) .Par ailleurs, les souris
subissant un traitement antibiotique a spectre large ont tendance a développer plus d’allergies
(Stefka et al., 2014) . Chez les humains, des études mettent en évidence I'association entre
allergie et dysbiose du microbiote intestinal (Abrahamsson et al., 2012) . Le microbiote des
patients allergiques semble donc différent de celui des personnes saines. Une étude
examinant la composition du microbiote intestinal sur 76 enfants a haut risque d’atopie a
démontré que les enfants n'ayant pas développé de maladie présentaient une composition
différente de ceux qui ont effectivement développé des allergies, et ce avant 3 ans (Kalliomaki
et al.,, 2001) . Ces observations ont conduit les chercheurs a développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques basées sur 'administration de pré et de probiotiques afin de stimuler

le microbiote intestinal.

1.5.¢) Période et voie d’introduction des aliments

Jusqu'a récemment, les recommandations en matiére de diversification alimentaire des
nouveaux nés étaient de retarder le plus possible l'introduction des allergénes dans le régime
alimentaire. Aujourd’hui, cette vue change et il est de plus en plus admis que l'introduction
précoce des allergénes protégerait contre le développement des allergies alimentaires. Ainsi,
la consommation précoce de cacahuéte durant les premier mois de vie est associée a la
diminution de la prévalence de l'allergie a cet aliment (du Toit, Tsakok, Lack, & Lack, 2016;
Toit et al.,, 2008) . De plus la sensibilisation aux allergénes alimentaires ne se fait pas
uniquement par leur consommation mais aussi par d’autres voies d’exposition dont la peau. |l
est aujourd’hui admis que la consommation précoce des protéines allergéniques induirait la
tolérance orale alors que le contact cutané avec de faibles doses d’allergéne induirait la
sensibilisation. Par ailleurs on sait aujourd’hui que les enfants souffrant de dermatite atopique
ont un risque plus élevé de développer des allergies alimentaires (Amat et al., 2015) . Ces
enfants peuvent donc étre préalablement exposés aux allergénes alimentaires par une peau
altérée avant de développer lallergie alimentaire. En effet, le contact cutané avec les
allergenes alimentaires peut se faire de fagon variable ; par les mains, les meubles, les

téléphones portables, le sol, etc et ces protéines peuvent pénétrer une peau lésée et étre
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captées par les cellules de Langherans (Lack, 2012; Perry, Conover-Walker, Pomés,
Chapman, & Wood, 2004) . Il est ainsi proposé que le premier site d’exposition et de priming
des lymphocytes soit la peau. Les lymphocytes T spécifiques de la cacahuéte chez les patients
allergiques expriment I'antigene CLA* exprimés généralement par les lymphocytes cutanés
(Chan et al.,, 2012) . La peau et spécialement celle des enfants souffrant de maladies

inflammatoires cutanées, représenterait donc un site privilégié de sensibilisation alimentaire.
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Figure 1: Hypothése de la double exposition aux allergénes. D'aprés DU TOIT, JACI 2016

1.5.d) Facteurs alimentaires

Au cours les derniéres décennies, notre régime alimentaire a beaucoup changé. Ces
changements pourraient pour certains auteurs expliquer I'augmentation des maladies
allergiques. Tout d’abord, le manque ou au contraire I'excés de vitamine D a été incriminé
dans les allergies alimentaires. Certaines études ont en effet montré que la supplémentation
en vitamine D était associée a un risque plus élevé d’allergie alimentaire (Milner, Stein,
McCarter, & Moon, 2004) . Au contraire, certaines études montrent que le manque de soleil et
donc de vitamine D di notamment a la naissance des enfants en hiver, serait a I'origine de
augmentation des allergies alimentaires (Vassallo & Camargo, 2010) . Plus probablement le
régime occidental riche en graisse serait une des causes de cette augmentation. En effet, les
populations occidentales consomment aujourd’hui plus d’acide gras saturé w-6 que w-3,
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entrainant un déséquilibre entre ces deux types d’acide gras. Les acides gras w-6 sont en
effet a l'origine de la synthése des prostaglandines E», connues pour leurs propriétés pro-
inflammatoires notamment sur les TH17 (Boniface et al., 2009; Devereux & Seaton, 2005) .
Par ailleurs l'influence de I'obésité sur les allergies a également été étudiée. L’obésité induit
un état inflammatoire général de I'organisme qui pourrait entrainer une augmentation du risque
de développer des allergies alimentaires. Une étude a ainsi montré que l'atopie était plus
fréquente chez les enfants obéses (Visness et al., 2009) .

2) Le mécanisme de 'allergie alimentaire

2.1) Le GALT et la tolérance orale

2.1.a) Le tissu lymphoide associé au tube digestif (GALT)

Le tractus gastro-intestinal est le plus large réservoir de cellules immunitaires du corps humain.
Sa fonction principale est de protéger l'organisme des pathogénes extérieurs, qui sont
directement en contact avec I'épithélium intestinal. Il est séparé du lumen par une seule
couche de cellules épithéliales constituant une véritable barriére contre le milieu extérieur. Ces
cellules sécrétent de nombreux facteurs contribuant a cet effet barriere dont les mucines, des
peptides antimicrobiens ou encore des immunoglobulines A (IgA) (Berin & Sampson, 2013) .
Il peut étre divisé en sites inducteurs et site effecteurs. Les sites inducteurs sont constitués du
GALT (gut-associated lymphoid tissue), des plaques de Peyer et des ganglions
mésentériques. Les sites effecteurs sont constitués de la lamina propria et de I'épithélium
(Pabst & Mowat 2012; Brandtzaeg et al. 2008). Le GALT est une structure indispensable dans
le processus de reconnaissance et de capture des antigénes tels que les bactéries et les virus.
Des cellules spécialisées appelées microfold ou cellules M, présentes dans I'épithélium
intestinal sont considérées comme lieu stratégique pour le transport des antigénes du lumen
vers les organes lymphoides secondaires (Pabst & Mowat, 2012) . Cependant le systéme
immunitaire, exposé quotidiennement a une importante quantité de protéines, doit faire le tri
entre pathogenes réels, antigenes inoffensifs et bactéries commensales. Cet état de non-
réponse du systéme immunitaire est appelé tolérance orale et intervient lorsque les cellules
immunitaires sont confrontées a des antigénes non pathogénes comme les protéines
présentes dans notre régime alimentaire. Plusieurs processus sont alors induits afin de
prévenir la réponse immunitaire (Pabst & Mowat 2012). Une bréche dans la tolérance orale
est a l'origine du développement des allergies alimentaires.
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Figure 2: Le Tissu lymphoide associé au tube digestif

2.1.b) La tolérance orale

La capacité d’'un antigene administré par voie orale a supprimer les réponses immunitaires a
été décrite pour la premiere fois en 1911 par OSBORNE & WELLS (Brandtzaeg, Kiyono,
Pabst, & Russell, 2008; O Pabst & Mowat, 2012) . Plus tard, on a découvert que ce processus
provenait de cellules lymphocytaires. L’existence de ces populations possédant un phénotype
suppressif fut pour la premiére fois mise en évidence dans les plaques de Peyer en 1978
(Kagnoff, 1978; Ngan & Kind, 1978) . Cependant il a été montré que c’est plutoét dans les
ganglions mésentériques que ce processus avait lieu puisque la mise en place de la tolérance
orale est impossible apres ablation de ces ganglions (Spahn et al., 2002; Worbs et al., 2006)
.La tolérance orale est assurée par des cellules lymphocytaires T dites régulatrices (Treg).
Chez les souris comme chez les humains, la suppression des populations régulatrices CD4*
CD25* Foxp3* entraine I'apparition d’eczéma, des allergies alimentaires et une augmentation
d’'IgE (Torgerson et al.,, 2007) . Lors de la sélection thymique, les lymphocytes T et B
reconnaissant les antigénes du soi sont naturellement éliminées par un processus de sélection
négative. Certaines cellules T exprimant le facteur de transcription Foxp3 et reconnaissant les
antigénes du soi avec haute affinité, deviennent ce qu’on appelle des T régulateurs naturels
(nTreg). Ces deux processus de tolérance requiérent cependant l'interaction préalable des
cellules lymphocytaires avec leur antigéne associé. En conséquence ni la sélection négative

ni les Treg naturels ne peuvent participer a la tolérance orale. D’autres mécanismes sont donc
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mis en jeu, notamment l'implication des cellules présentatrices d’antigénes (Pabst & Mowat
2012). Les antigenes alimentaires se retrouvent tres rapidement dans I'organisme. En effet
des protéines alimentaires administrées par voie orale sont détectées dans I'épithélium
intestinal et dans la lamina propria seulement quelques minutes aprés ingestion (Goubier et
al., 2008) . Des cellules présentatrices d’antigéne chargées de fragment antigénique comme
les cellules dendritiques CD11c* sont observées chez des souris 30 a 60 min aprés gavage
(Chirdo, Millington, Beacock-Sharp, & Mowat, 2005) . Ainsi, les protéines alimentaires passent
rapidement et efficacement la barriére intestinale quelques minutes seulement apres leur
ingestion. Des petits peptides sont susceptibles de traverser I'épithélium par voie paracellulaire
atravers les jonctions serrées. Les plus grosses protéines peuvent, elles, étre prises en charge
par voie transcellulaire par les entérocytes (Ménard, Cerf-Bensussan, & Heyman, 2010) . Plus
généralement, les antigénes sont pris en charge par des cellules présentatrices d’antigénes
dont les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques CX3CR1* sont notamment connues
pour étendre leurs dendrites jusque dans le lumen pour y capter les antigénes (Niess et al.,
2005) . Ces cellules n’expriment pas le récepteur CCR7 et ne migrent donc pas vers les
ganglions mésentériques et ne peuvent pas présenter I'antigene a des cellules T naives
(Bogunovic et al., 2009; Schulz et al., 2009) . Au contraire les cellules dendritiques migratoires
CD103* présentes abondamment dans la lamina propria apportent les antigénes jusque dans
les ganglions mésentériques et sont largement impliquées dans la tolérance orale. En effet,
les Treg induits (CD25high Foxp3*) sont générés a partir de cellules TCD4* naives qui se
différencient en cellules T régulatrices sous l'effet de I'environnement inflammatoire (Hadis et
al., 2011) , Ces cellules ont la capacité d’induire I'expression des récepteurs de chimiokines
sur les cellules T (Jaensson et al., 2008) , et particulierement sur les Treg. Cette induction est
en partie due a la capacité de ces cellules dendritiques de métaboliser le rétinol (vitamine A)
en acide rétinoique par I'action de I'enzyme rétinal déshydrogénase (RALDHZ2) (Iwata et al.,
2004) . Les cellules CD103* induisent ainsi 'expression des molécules CCR9 et a4p7 sur les
lymphocytes T (Iwata et al., 2004) . Plusieurs études ont reporté une réduction de la tolérance
orale chez des souris déficientes en a437 ou MadCam-1, son ligand (Wagner et al., 1996) ou
encore chez les souris déficientes en CCR9 (Cassani et al., 2011) . Cette tolérance peut
néanmoins étre restaurée par transfert adoptif de cellules Treg de souris sauvages (Cassani
et al., 2011) . Ainsi la tolérance orale requerrait I'expression des molécules de domiciliation
cellulaire par Treg induits, lors de leur passage dans les ganglions mésentériques.
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2.2) Le mécanisme immunitaire de l'allergie IgE-médiée

2.2.a) La sensibilisation

La premiére phase de la réponse allergique est la sensibilisation. Lorsque lallergene
alimentaire est ingéré et passe au niveau de I'épithélium intestinal, il est pris en charge par
une cellule présentatrice d’antigene (APC). Cette cellule va alors le phagocyter et le réduire
en fragments antigéniques, qui aprés la migration de la cellule vers les ganglions
mésentériques, seront présentés aux cellules T CD4* naives dans le contexte du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMHII). Des molécules de costimulation CD80/CD86
et CD28 portées par les T ainsi que les molécules d’adhérence LFA-1 et ICAM-1 sont
nécessaires afin d’engager la synapse immunologique entre le CMH Il et le récepteur T (TCR).
En parallele, les cellules épithéliales produisent différentes cytokines et chimiokines tel que la
TSLP, PIL-33, I'lL-25 ou les TNF, qui créent un environnement pro-TH2 propice au
développement de la réponse allergique (Lambrecht & Hammad, 2015) . Sous I'effet de ces
difféerents stimuli, les cellules T naives vont se différencier en lymphocytes de type TH2
produisant majoritairement les cytokines IL-4, IL-5 et IL-13. La liaison entre la molécule OX40
présente sur les cellules dendritiques et son ligand entraine la différenciation des lymphocytes
T naifs en lymphocytes TH2 (Berin & Shreffler, 2008) . Les TH2 ainsi que les cytokines
secrétées vont induire la commutation de classe des cellules B activées, qui vont alors sécreéter
des IgE et perdre leur marqueur de surface CD20 (Boyman et al., 2015) . Les IgE vont alors
se fixer sur leur récepteur de haute affinité FceRI présent sur les mastocytes et les basophiles,
afin de préparer le complexe immun créé lors d’'une exposition ultérieure (Gould & Sutton,
2008) .

2.2.b) Le challenge

Chez les patients allergiques, la réexposition a un allergene alimentaire induit la création du
complexe entre les IgE et le récepteur FceRl et I'allergéne sur les mastocytes et les basophiles.
Cette fixation entraine en quelques minutes la sécrétion de nombreux médiateurs chimiques
tels que I'histamine, les leucotriénes, les prostaglandines, des tryptases et des protéases (Galli
& Tsai, 2012; Johnston, Chien, & Bryce, 2014) . D’autres cellules sont également recrutées
sur le site d'inflammation par l'intermédiaire de leurs récepteurs de chimiokines comme CCR4
pour les TH2, attiré par ses ligands CCL22 et CCL17 produits par les tissus, les éosinophiles,
stimulés par la production d’IL-5, ou encore les TH17 produisant de I'lL-17 et de I'lL-22,
permettant le recrutement des neutrophiles (Boyman et al., 2015) . Plus récemment le réle de
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I'IL-33 et de son récepteur ST2 a également été montré dans l'allergie. En effet, I'lL-33 ne
cause pas directement la dégranulation des mastocytes mais intervient dans I'expression de
cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-6 et I'lL-13 (Hsu, Neilsen, & Bryce, 2010) , et dans
l'altération de la barriere épithéliale (Boyman et al., 2015) . L’IL-4, I'lL-13 et I'lL-9 sont
également a l'origine de la stimulation des macrophages (macrophages M2). Tous ces acteurs
immunitaires induisent des réactions inflammatoires entrainant une vasodilatation, une
contraction des muscles lisses et une surproduction de mucus (Galli & Tsai, 2012) . Le
récepteur de basse affinité CD23 est également impliqué dans I'amplification de la réponse
allergique IgE spécifique. En effet, CD23 est exprimé par les cellules épithéliales intestinales
et les lymphocytes B et peut réguler de maniére positive la production d’IgE (Gould & Sutton,
2008) . Par exemple, I'expression de CD23 par les cellules épithéliales permet d’amplifier la
réponse allergique en stimulant le passage du complexe IgE-antigéne a travers I'épithélium
par voie transcellulaire (Palaniyandi, Tomei, Li, Conrad, & Zhu, 2011) . Une fois dans la lamina
propria, les IgE peuvent alors se fixer sur leur récepteur de haute affinité. De plus I'lL-4 et I'lL-
13 peuvent stimuler la production de CD23 et ainsi faciliter la capture de I'antigéne (W. Yu,
Freeland, & Nadeau, 2016) .

Allergénes :
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Lymphocyte de la lamina soja, blé, cacahuéte,
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Figure 3: Le mécanisme immunitaire de l'allergie alimentaire
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2.2.c) Le paradigme TH1/TH2

Le paradigme ou la balance TH1/TH2 est un concept élaboré dans les années 90 qui a marqué
I'histoire de l'allergologie (Maggi, 1998) . Aprés la découverte des sous populations TH1 et
TH2 et de l'implication des TH2 dans l'allergie, il a été postulé que l'allergie résulte d’une
modification de la balance TH1/TH2 en faveur des TH2. Ce changement s'illustre d’une part
par une diminution des cytokines de la réponse TH1 telle que I'lL-12 ou IFN-y et par la
réduction de l'activité immunosuppressive des cellules Tregulatrice. Les TH1 sont les cellules
immunitaires consacrées a la défense contre les micro-organismes (bactéries, virus) et sont
impliqués dans les maladies auto-immunes : on parle de réponse cellulaire. Les TH2 pour leur
part sont impliqués dans la défense contre les parasites et dans les maladies allergiques : on
parle alors d'immunité humorale (Mosmann & Sad, 1996) compte tenu de I'importance des
anticorps dans ce processus. Par ailleurs ce concept s’accorde largement avec la théorie de
'hygiene. En effet la dérégulation de la balance TH1/TH2 est associée au manque de diversité
microbienne, ce qui ne « sollicite » donc pas assez le sous-type TH1. A l'inverse la présence
d’infection chez le jeune enfant favorise les réponses TH1 aux dépens des réponses TH2. La
découverte de nouveaux sous types cellulaires comme les TH17 ou les cellules lymphoides
innées, ou encore la présence des Treg, complexifient les mécanismes de lallergie et
démontrent que le concept de balance TH1/TH2 est réducteur. En effet, les TH17 sont
aujourd’hui connus pour avoir un role dans les maladies allergiques comme le psoriasis (Di
Cesare, Di Meglio, & Nestle, 2009) ou la dermatite atopique (Koga, Kabashima, Shiraishi,
Kobayashi, & Tokura, 2008) , mais aussi I'asthme dans les formes les plus sévéres (Chesné
et al., 2015) .
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Figure 4: La balance TH1/TH2
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3) Voie de traitement et prévention de l'allergie alimentaire

3.1) L’éviction

Il N’y a pas aujourd’hui de véritable traitement a l'allergie alimentaire. L’éviction reste le seul
réel traitement avec 'emploi d’adrénaline en cas d’ingestion, avant les manifestations graves.
L’adrénaline peut annuler 'effet d’'un cedéme, de l'urticaire, de la bronchoconstriction ou de
I'hypotension en quelques minutes si elle est prise a temps. Un traitement rapide moins de 6
minutes aprés ingestion avec de I'adrénaline est en effet plus efficace qu’une prise 20 minutes
apres ingestion de l'allergéne. La rapidité de la prise du traitement est donc un point crucial
dans le traitement de la crise allergique (Ho, Wong, & Chang, 2014) . Cependant I'éviction ne
représente pas un traitement curatif et le patient s’expose a un risque non négligeable d’'ingérer
accidentellement I'allergéne. Par ailleurs la gestion du traitement d’éviction est lourde et selon
l'allergéne, il peut étre difficile a respecter. Il peut étre en effet trés difficile de trouver des
aliments qui ne contiennent pas certains allergénes comme les ceufs, le blé ou 'arachide. 50%
des enfants allergiques ont reporté une ingestion accidentelle de I'allergéne 5 ans apres leur
diagnostic et 75% d’entre eux aprés 10 ans (Luyt, Ball, Kirk, & Stiefel, 2016) .

3.2) L'immunothérapie orale

L'immunothérapie permet de désensibiliser un patient a un allergéne alimentaire en lui
donnant de faibles doses croissantes (mg) de I'allergéne quotidiennement sur une période de
plusieurs mois afin de I'habituer a I'allergéne et d’'empécher toute réponse allergique lorsqu’il
ingérera des traces dans certains aliments. L'immunothérapie représente aujourd’hui un
progrés majeur dans le traitement des allergies car il permet aux patients d’ingérer de faibles
doses de l'allergene sans prendre de risque ou d’empécher une réaction qui pourrait étre
mortelle apres une ingestion accidentelle (W. Yu et al., 2016) . Le premier essai clinique de
désensibilisation par immunothérapie orale a été publié en 2005 ; les patients recevaient alors
de faibles doses de noisette par voie sublinguale (Enrique et al., 2005) . Aujourd’hui de
nombreux patients peuvent prendre part a des essais d'immunothérapie orale au sein des
CHU.
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3.4) La prévention par les probiotiques et les prébiotiques

S'il est encore aujourd’hui compliqué de traiter les allergies alimentaires, c’est bien vers la
prévention qu'il faut se tourner afin d’'empécher leur apparition. Plusieurs essais cliniques ont
ainsi étudié I'effet des probiotiques et des prébiotiques sur le développement des allergies.
Les probiotiques sont « un ou un mélange de plusieurs micro-organismes vivants qui, ingérés
par un héte, améliorent sa santé en agissant sur les propriétés de la flore microbienne »
(Gibson et al., 2017; O’Sullivan, Thornton, O’Sullivan, & Collins, 1992) . Les probiotiques sont
généralement retrouvés naturellement dans les produits alimentaires fermentés (yaourt, lait,
viande...) mais ils sont aujourd’hui ajoutés dans d’autres produits afin d’augmenter les
propriétés bénéfiques de I'aliment pour la santé du consommateur. Les bactéries du genre
Lactobacillus et Bifidobacterium sont les probiotiques les plus connus et les plus utilisés en
industrie agro-alimentaire (Farnworth, 2008) . Chez la souris, 'administration de probiotique
en périnatal (gestation et/ou allaitement) (Saliganti, Kapila, Sharma, & Kapila, 2015) ou
directement dans le régime alimentaire (Velez et al., 2015) réduit le développement de la
réponse allergique dans des modeéles d’allergie alimentaire a ['ovalbumine (OVA).
L’administration orale de probiotique (/actobacillus plantarum) diminue également le
développement des Iésions cutanées dans un modele de dermatite atopique spontanée sur
des souris NC/Nga (Kim et al., 2015) . Enfin dans un modele d’asthme allergique a
'ovalbumine, des souris Balb/c supplémentées en probiotique (Lactobacillus rhamnosus) dés
leur naissance présentent une diminution de nombre d’éosinophiles, une diminution de la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et une inflammation pulmonaire réduite (Harb et al.,
2013) . Chez I'humain, des probiotiques (Lactobacillus GG) ont été donnés en périnatal aux
meres allergiques et a leurs enfants 6 mois aprés la naissance. La prévalence de I'eczéma
dans le groupe d’intérét a alors diminué de moitié (23% contre 46% pour le groupe placebo)
(Isolauri, Arvola, Sttas, Moilanen, & Salminen, 2000; Kalliomaki et al., 2001) . Dans une étude
également faite sur des méres en périnatal, des probiotiques (Lactobacillus rhamnosus GG,
lactobacillus acidophilus et Bifidobacterium animalis) ont été donnés a des femmes enceintes
et jusqu’a trois mois aprés I'accouchement. A 'age de 6 ans, les auteurs retrouvent une
incidence plus faible de la dermatite atopique dans le groupe traité (p=0.027). En revanche la
prévalence de I'asthme et de la rhinite allergique n’a pas été significativement modifiée par le
régime enrichi en probiotique (Simpson, Dotterud, Storrg, Johnsen, & Jien, 2015) . Une autre
étude a analysé l'incidence de I'administration de probiotique (/actobacillus rhamnosus) dans
un essai d'immunothérapie orale a la cacahuete chez des enfants de 10 ans. Le groupe traité
(cacahuete * probiotique) présente une réduction des réponses aprés test cutané (skin prick
test) a la cacahuete, une diminution du taux d’lgE spécifique de la cacahuete et une
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augmentation du taux dlgG4 (Tang et al., 2015). Une méta-analyse faite sur la
supplémentation en probiotique chez des femmes pendant la grossesse, durant I'allaitement
ou chez de jeunes enfants a démontré que les probiotiques réduisaient uniquement le risque
de dermatite atopique mais aucune n’étude ne montre clairement une incidence sur toute autre
forme d’allergie (Cuello-Garcia et al., 2015). Les prébiotiques sont « des ingrédients
alimentaires non digestibles qui exercent un effet bénéfique sur 'héte en stimulant de fagon
sélective la croissance et/ou I'activité d’'une ou de plusieurs espéces bactériennes déja établies
dans le colon, et ainsi améliorent la santé de I'héte » (Gibson et al., 2017; Roberfroid, 2007) .
Les seuls composés réellement reconnus comme prébiotiques sont I'inuline, le lactulose et les
galacto- et fructo-oligosaccharides (Roberfroid, 2007) . Plusieurs études ont montré que la
supplémentation en prébiotiques chez 'homme ou chez la souris protéege contre le
développement des allergies. Chez la souris, il a été montré dans plusieurs études que la
supplémentation en prébiotiques en périnatal et/ou durant les premiéres semaines de la vie,
protégeait contre le développement d’allergies. La supplémentation des souris en prébiotiques
(galacto-oligossacharide et inuline) durant les premiéres semaines de vie a diminué I'asthme
allergique dans des modeles d’asthme a I'OVA ou HDM (Trompette et al., 2014; Vos et al.,
2007) . Enfin la supplémentation en prébiotiques (oligosaccharides et inuline) des meéres
gestantes et/ou durant lallaitement réduit la sensibilisation et le développement d’allergie
alimentaire a 'OVA et au blé chez les souriceaux (Hogenkamp, Knippels, Garssen, & Esch,
2015) . Chez I'humain, une étude faite sur 259 enfants a risque d’atopie a montré que la
supplémentation en galacto et fructo-oliggosaccharides durant les 6 premiers mois de la vie
diminue la prévalence de la dermatite atopique (Arslanoglu et al., 2008; Moro et al., 2006) .
Dans une étude de notre groupe, des meres BALB/c ont été supplémenté avec de l'inuline et
des galacto-oliggoacharide (ratio 1:9) tout le long de leur gestation et pendant la lactation. Les
souriceaux soumis a un protocole d’allergie alimentaire semblent étre protégé contre le
développement de la réponse allergique par rapport aux souriceaux non supplémentés en
prébiotiques (Bouchaud et al., 2016) .
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POINTS CLES

Le lait, I'ceuf, la cacahuéte, les noix, le soja, les fruits de mer et le poisson
constituent les allergénes alimentaires majeurs
Les symptomes des allergies alimentaires sont trés variés et multi-organes : ils

peuvent affecter la peau, I'intestin, la gorge ou les voies respiratoires

L’allergie alimentaire est une bréche dans la tolérance orale caractérisée par une

augmentation des IgE spécifiques de lallergéne et une réponse TH2 plus
importante

La prévalence des allergies alimentaires est estimée entre 5 et 7% chez les
enfants et a 2% chez les adultes

Il n’existe pas aujourd’hui de réel traitement aux allergies alimentaires
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II. L'asthme

1) Définition et prévalence

1.1) Définition et symptémes

L’asthme est une maladie chronique inflammatoire des bronches. C’est la maladie chronique
la plus répandue dans le monde. Cette inflammation est accompagnée d’'une hyperréactivité
bronchique (HRB) favorisant la bronchoconstriction, induisant des sifflements, une dyspnée,
une oppression thoracique et de la toux. L’asthme est également caractérisé par un
épaississement de la paroi des voies aériennes et par une augmentation de la production de
mucus par les cellules épithéliales. Cela augmente la dyspnée, favorise la toux et définit le
remodelage bronchique. Les symptdmes de I'asthme peuvent étre variables d’'un patient a
lautre ( Global Atlas of Asthma, 2013) . Afin de diagnostiquer I'asthme, plusieurs tests sont
pratiqués comme la spirométrie qui permet de mesurer le volume expiré maximal par seconde
(VEMS) qui correspond a la quantité d’air expiré au cours de la premiére seconde d’'une
expiration forcée. Le VEMS est diminué dans I'asthme et la broncho-pneumopathie chronique
obstructive (BPCO) qui comporte aussi une obstruction bronchique ( Global Atlas of Asthma,
2013) . Lorsque la spirométrie est normale, en dehors des symptémes, I'asthme peut étre
diagnostiqué en mettant en évidence I’'HRB au cours d’un test & la métacholine. L’asthme peut
étre grave, 400 000 décés ont été comptabilisés dans le monde en 2015 (GBDS, 2017) . Dans
le cas de I'asthme sévere, la maladie induit un handicap respiratoire important, avec une
dégradation de la qualité de vie, un absentéisme scolaire et au travail et des hospitalisations
répétées. Ainsi 'asthme génére des colts directs et indirects importants pour la société. Les
colts directs sont caractérisés par la prise en charge des hospitalisations, les visites en
urgence, les tests de diagnostics, les traitements médicaux etc., alors que les colts indirects
s’illustrent par I'impact sur le travail comme la perte de productivité, 'accumulation des jours
de congés etc. Une étude a mis en évidence le poids économique important de I'asthme des
adultes aux Etats-Unis, méme en dehors de I'asthme sévére. Sur une cohorte de 50000
adultes, 2000 d’entre eux soit 4% ont rapporté souffrir d’asthme. Ces sujets étaient plus
fréquemment en congé maladie avec en moyenne 1.4 jour de plus d’absence par an que les
sujets sains. Par ailleurs, les patients asthmatiques ont généré 2000$ de plus de prise en
charge médicale par personne (Sullivan et al., 2011) . En Europe, une étude a mesuré les
charges économiques de I'asthme sur 462 patients adultes diagnostiqués asthmatiques de 11
pays européens différents. La moyenne totale des codlts par an s’élevait a 1500 euros par
patient en comptant les colts directs et indirects. Le co(t total des 11 pays représentés étaient
de 4.3 milliards d’euro par an ramenés a 19.3 milliards d’euros sur la totalité du continent
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européen (Accordini et al., 2012) . En 20083, il a été estimé que I'asthme génere en Europe et
aux USA un surcodt de 18 milliards de dollars par an ( Global Atlas of Asthma, 2013) .

Bronche saine
Muscle lisse relaché &
lumiére bronchique
normale

Bronche asthmatique
Muscle lisse contracté,
hypersécrétion de mucus
et paroi bronchique
enflammée

Figure 5: Caractéristiques de I'asthme

1.2) Les différents phénotypes d’asthme

Le terme phénotype est défini ici comme « les propriétés observables d’'un organisme qui sont
produites par les interactions entre le génotype et I'environnement » (Wenzel, 2012) . Ainsi, le
phénotype d’'une maladie est la description de ses caractéristiques observables sans tenir
compte des particularités physiopathologiques. En revanche, I'endotype décrit les sous-types
physiopathologiques particuliers de la maladie. Les phénotypes d’asthme décrivent les
particularités cliniques et morphologiques ainsi que les réponses aux traitements ; les
différents endotypes caractérisent les sous-types en fonction des mécanismes cellulaires et
moléculaires (Agache, Akdis, Jutel, & Virchow, 2012) . Récemment, 'approche mathématique
et statistique permettant 'analyse de larges cohortes de patients en « cluster » ou I'analyse
en composantes principale (ACP) a permis I'émergence de plusieurs endotypes d’asthme
chez les adultes comme chez les enfants (Agache et al., 2012; Haldar et al., 2008) . Un
programme d’étude de I'asthme sévére aux Etats-Unis, le SARP (Severe Asthma Research
Program) a publié une étude sur deux groupes de patients asthmatiques classés
respectivement comme sévere et modéré. L'analyse de différents parameétres tels que la
réactivité bronchique en réponse a la métacholine, le taux d’'IgE dans le sang, le taux
d’éosinophiles dans le sang ou encore la mesure du NO (nitric oxide) expiré, a permis de
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différencier ces patients selon leur profil inflammatoire (Wenzel, 2012; Woodruff et al., 2009) .
L’asthme peut étre catégorisé en deux grands phénotypes introduit par Rackemann en 1947
(RACKEMANN, 1947) :I'asthme extrinseque dit asthme allergique et 'asthme intrinséque dit
non allergique. L'asthme extrinseque est un asthme précoce qui arrive dés I'enfance,
généralement chez des patients atopiques ; il est caractérisé par une forte réponse de type
TH2, une hyperéosinophilie bronchique et parfois sanguine et un niveau élevé d’'IgE. Il est
également caractérisé par une hyperplasie des cellules productrices de mucus, une altération
globale de I'épithélium bronchique et une hypertrophie des cellules musculaires lisses (Agache
et al., 2012) . Cet asthme est généralement associé a d’autres maladies atopiques comme la
rhinite allergique ou la dermatite atopique. En effet, 40% des personnes souffrant de ce type
d’asthme possédent des antécédents de dermatite atopique alors que seulement 4% des
patients avec un asthme non allergique ont eu une dermatite atopique (Haldar et al. 2008 ;
Wenzel 2012). Par ailleurs ces personnes présentent des taux supérieur en cytokines de type
TH2 et plus de mastocytes (Humbert et al., 1996) . Les cytokines de type TH2 (IL-4, IL-5, IL-
13), le nombre d’éosinophiles dans les crachats supérieur a 2% du total, ou encore les
élévations du taux de periostine (Woodruff et al. 2009) sont reconnus comme des marqueurs
de ce type d’asthme. L’asthme intrinséque se manifeste a 'age adulte, vers 40 ans chez des
patients non allergiques. Il est également caractérisé par une réponse de type TH2 et une
hyperéosinophilie mais les tests cutanés sont en régle générale négatifs pour les
pneumallergenes. Ces patients présentent généralement un asthme plus sévere, parfois
associé avec une polypose naso-sinusienne. D’autres patients présentent un asthme non
allergique et non éosinophilique avec une inflammation de type paucigranulocytaire. Ces
patients sont souvent résistants aux corticoides : ils représentent ainsi une frange de la
population asthmatique difficile a traiter et non contrélés. On retrouve dans cette catégorie
'asthme de I'obése. En effet, 'obésité étant une maladie inflammatoire générale, elle est
souvent associée a de nombreuses comorbidités. Les patients obeses sont généralement plus
essoufflés, souffrent de reflux gastro-oesophagien ou sont sujets a un affaiblissement des
muscles, tous ces parameétres pouvant ressembler a de I'asthme et en compliquer I'expression
clinique (Pakhale et al., 2010) . Enfin certains patients manifestant des symptémes de crise
d’asthme aprés l'effort possede un asthme appelé asthme induit par I'effort ou EIA (exercice
induced asthma) (Wenzel, 2012) . Cet asthme a également été associé a des antécédents
d’allergie et a des pourcentages plus élevés d’éosinophiles dans les crachats. L’asthme sévére
peut donc apparaitre dans les deux grands phénotypes. Une étude de WENZEL en 1999
catégorise I'asthme sévére en deux grands groupes : I'asthme sévere éosinophilique (+) et
'asthme sévere non éosinophilique (-) en se basant sur le statut inflammatoire des patients
(WENZEL et al., 1999) . Le groupe éosinophilique + présentent des caractéristiques classique

de I'asthme avec un niveau élevé d’éosinophiles malgré les traitements par corticostéroides.
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Par ailleurs le pourcentage de neutrophiles est significativement élevé dans le groupe
éosinophiles — comparé au groupe €osinophile +. Ainsi en se basant sur la prédominance
d’'une population cellulaire on peut distinguer trois phénotypes d’asthme: lasthme
éosinophilique, 'asthme neutrophilique et 'asthme paucigranulocytaire (Wenzel, 2001) .
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Figure 6: Les différents phénotypes d'asthme. D'aprés WENZEL, Nature Medecine, 2012 et
WENZEL, Lancet, 2001

1.3) Les données de prévalence

Le projet ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childood), démarré en 1991
a pour but d’évaluer et de quantifier la prévalence de I'asthme de I'enfant chez deux
populations : les 6/7 ans et les 13/14 ans. Suivi par plus de 100 pays, le projet ISAAC a recruté
pres de 2 millions d’enfants sur les 25 derniéres (Asher et al., 1995) . Les données ont permis
d’observer une augmentation de la prévalence de I'asthme dans la plupart des pays de 1993
a 2003 mais elle reste inchangée dans les pays industrialisés qui avaient déja une forte
prévalence (Asher et al., 2006) . La prévalence de I'asthme chez les enfants de 6 et 7 ans en
Europe occidentale est alors estimée au minimum a 7.4% en Autriche et au maximum a 20.9%
au Royaume-Uni. Pour les enfants de 13 et 14 ans elle est respectivement de 8.3% en
Belgique et de 26.7% en Irlande (Asher et al., 2006) . Chez les adultes, plusieurs études ont
analysé la prévalence de I'asthme. L'organisation mondiale de la santé a ainsi lancé dans les
années 2000 une vaste étude sur 70 pays, analysant la prévalence de I'asthme d’une
population agée de 18 a 45 ans (World Health Survey). La proportion de I'asthme diagnostiqué,
de I'asthme traité et de 'asthme auto-reporté est respectivement de 4.3%, 4.5% et 8.6% (To
et al., 2012) . Cette étude renforce le fait que I'asthme continue d’étre un probléme de santé
publique majeur a I'échelle mondiale. L’étude GAALEN (Global Allergy and Asthma Network

21



Généralités : I'allergie

of Excellence) a suivi une population agée de 18 a 75 ans sur 15 pays Européens dans les
années 2008 et 2009. La prévalence de I'asthme en France est ainsi estimée a 10.3% (Jarvis
et al., 2012) . On estime aujourd’hui que I'asthme atteint ainsi 300 millions de personnes dans
le monde (Bousquet et al., 2010) .

Figure 7: Analyse de la prévalence de I'asthme chez les 6/7 ans et les 13/14 ans. Triangle
bleu: réduction de la prévalence supérieure a un écart-type par an. Carré vert: pas de changement de
la prévalence. Triangle rouge: augmentation de la prévalence d’au moins un écart-type par an.
D'aprés ASHER, Lancet, 2006
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1.4) Facteurs de risque

L’apparition de I'asthme est fortement associée a des facteurs de risque environnementaux
ou génétiques. En effet, il est reconnu aujourd’hui que des populations possédant un
patrimoine génétique semblable peuvent présenter un taux d’asthme trés différent en fonction
de leur lieu de résidence. Par exemple, la population rurale de Chine posséde un taux trés
faible d’asthme (1.25%) tandis qu’a Pékin, a tout juste 200 km, la prévalence de I'asthme est
de 3.68% (Zhu et al., 2015) . Un exemple intéressant est celui de la Carélie, région coupée en
deux parties a la fin de la Seconde Guerre Mondiale, une Russe et une Finlandaise. La
prévalence de I'asthme est tres différente entre les deux parties. En effet, si la Carélie Russe
a un mode de vie traditionnel, la partie Finlandaise a adopté un mode de vie plut6t occidental.
La prévalence de I'asthme en Carélie Finlandaise est 5.5 fois supérieure a celle retrouvée en
Carélie Russe (Laatikainen et al., 2011) . Ces résultats sont en accord avec I'hypothése
hygiéniste qui établit un lien entre le manque d’exposition microbienne retrouvé notamment
dans les pays occidentaux et I'élévation de la prévalence des maladies allergiques. La
pollution est également un facteur de risque connu et avéré de I'asthme. En effet la pollution
urbaine est un des facteurs expliquant 'augmentation importante de la prévalence de I'asthme
dans les pays les plus développés. Des études montrent que les enfants vivant entre 100 et
500 métres des zones de trafic routier ont plus de risque de développer de I'asthme (Guarnieri
& Balmes, 2014) . Un autre facteur aggravant est la fumée de cigarette, et particulierement
pour les personnes exposées deés leur plus jeune age ou in utero, par exposition indirecte de
la mere. Le risque de développer de I'asthme est plus important chez les personnes qui
fument. Une étude en Ecosse a montré que l'interdiction de fumer dans les lieux publics a
permis une réduction des admissions a I’hOpital pour exacerbation de I'asthme (Mackay, Haw,
Ayres, Fischbacher, & Pell, 2010) . Enfin I'obésité a été associée avec la prévalence et la
sévérité de l'asthme. Une meta-analyse a montré que le surpoids et I'obésité (IMC
respectivement supérieur a 25 et supérieur a 30), étaient corrélés a l'incidence de I'asthme
avec un odd ratio de 1.51 (intervalle de confiance 1.27—-1.80) (Beuther & Sutherland, 2007) .
Une étude sur des enfants et des adolescents de 6 a 19 ans a montré que le surpoids, I'obésité
et 'obésité morbide sont associés a I'asthme avec des odd ratio de 1.22 (IC 1.20-1.24), 1.37
(IC 1.34-1.40) et 1.68 (IC 1.64-1.73) respectivement (Black, Smith, Porter, Jacobsen, &
Koebnick, 2012) . L’obésité peut potentialiser 'asthme et sa sévérité. En effet 'obésité est un
syndrome métabolique touchant 'organisme dans son ensemble. Tout d’abord, I'expansion du
tissu adipeux au niveau thoracique réduit le volume résiduel pulmonaire et limite le débit
ventilatoire. Enfin, les symptdmes de I'asthme sont plus séveres chez les obéses et les
traitements moins efficaces. En effet, le tissu adipeux présente une infiltration supplémentaire
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de macrophages et de mastocytes, induisant une réponse pro-inflammatoire et une sur-
production de cytokine et d’adipokine (Lugogo, Bappanad, & Kraft, 2011; Lugogo, Kraft, &
Dixon, 2010) .

2) Mécanisme de 'asthme

2.1) Uinfiltrat cellulaire

Le mécanisme de I'asthme allergique suit les mémes étapes que le mécanisme de l'allergie
alimentaire. Il débute par la sensibilisation des lymphocytes a un allergéne aéroporté, capturé
par des cellules présentatrices d’antigene telles que les cellules dendritiques, localisées au
niveau du sous épithélium muqueux. La capture de I'antigéne est un processus actif, facilité
par la sécrétion de nombreux facteurs chimioattractants par les cellules épithéliales
bronchiques tels que CCL20, CCL19 et CCL27 les ligands respectifs de CCR6, CCR7 et
CCR10, exprimés par les cellules dendritiques. La liaison des récepteurs de chimiokines a ces
facteurs induit la migration des cellules dendritiques vers I'épithélium (Hammad et al., 2010) .
Les cellules dendritiques ont la capacité de digérer les antigénes afin de les fragmenter en
peptides courts, qui seront présentés par la suite dans le contexte du CMH aux récepteurs
TCR et BCR des lymphocytes T et B (Holgate, 2012; Medoff, Thomas, & Luster, 2008) . Une
fois les cellules dendritiques matures et activées, elles peuvent migrer vers les ganglions
lymphatiques ou elles sensibilisent les lymphocytes. Les lymphocytes T mémoires et
effecteurs spécifiques de I'allergene peuvent alors sortir du ganglion lymphatique et migrer
vers les tissus sous l'influence de différents facteurs. Les T mémoires peuvent alors résider a
long terme et étre activés en cas de réexposition a I'allergéne (Medoff et al., 2008) . La
réexposition au méme allergéne induit une rapide exacerbation des réponses pulmonaires
inflammatoires. La phase précoce de la réponse arrive trés rapidement, dans les 5 minutes a
une heure aprés exposition : c’est la conséquence directe de la dégranulation mastocytaire.
De nombreux médiateurs chimiques sont alors libérés et induisent une vasoconstriction et une
bronchoconstriction. La phase tardive, qui arrive quelques heures plus tard est caractérisée
par linfiltration de cellules inflammatoires (Islam & Luster, 2012; Muro, Minshall, & Hamid,
2000) . Plusieurs études ont démontré qu’aprés un challenge respiratoire a un allergene, les
lymphocytes T ne proliféerent pas in situ mais sont recrutés a partir des ganglions lymphatiques
vers les bronches (Harris, Watt, Ronchese, & Le Gros, 2002). Ainsi les stratégies
thérapeutiques visant les récepteurs de chimiokines et donc linhibition du recrutement

cellulaire devraient se révéler efficaces contre I'asthme.
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2.1.a) Réponse de type TH2

Les cellules présentatrices d’antigéne vont dans les ganglions lymphatiques présenter
I'allergéne aux cellules T naives et stimuler leur différenciation en TH2. La présentation des
peptides allergéniques aux lymphocytes T se fait par 'engagement du TCR et du CMH Il ; en
paralléle plusieurs molécules de co-stimulation sont nécessaires afin que la synapse
immunologique se crée. Ainsi, les molécules CD80 et CD86 des cellules dendritiques se lient
au CD28 présent sur les lymphocytes T, ainsi que la molécule CD40 et son ligand CD40L. La
différenciation en TH2 est stimulée par la présence d’IL-4. Si les molécules de co-stimulation
sont absentes, cela induit une anergie ou I'apoptose des cellules (Holgate, 2012; Rudd, Taylor,
& Schneider, 2009) . Les études initiales sur des cohortes de patients asthmatiques ont montré
que le challenge respiratoire induisait une augmentation du nombre de lymphocytes CD4*
produisant de I'lL-4 et une augmentation de la concentration en IL-5 dans les lavages broncho-
alvéolaires (Robinson et al., 1992) . Par ailleurs, les souris déficientes pour les cytokines de
type TH2 présentent une inflammation des voies aériennes réduite (Brusselle et al., 1994) .
Ainsi, 'asthme provoque une réaction de type TH2, avec une sécrétion des trois cytokines
caractéristiques des réponses TH2: I'lL-4, I'lL-5 et I'lL-13. L’IL-4 est importante pour la
différenciation et la prolifération des TH2, I'lL-5 permet le recrutement des éosinophiles, tandis
que I'lL-13 posséde plusieurs effets, dont un réle central dans I'’hyperréactivité bronchique et
le remodelage pulmonaire (Finkelman, Hogan, Hershey, Rothenberg, & Wills-Karp, 2010) .
L’IL-13 est également nécessaire dans la différenciation des cellules caliciformes et la
production de mucus (Wills-Karp et al., 1998) . Le recrutement des lymphocytes de type TH2
est régulé par I'expression des récepteurs de chimiokines CCR4, CCR8 et CX3CR1. En effet
une augmentation de leur expression ainsi que celle de leur ligand (CCL17 et 22, CCL1 et
CX3CL1 respectivement) a été constatée dans les lavages broncho alvéolaires de patients
asthmatiques ou chez des souris apres challenge respiratoire (Mutalithas et al., 2010; Panina-
Bordignon et al., 2001; Pilette, Francis, Till, & Durham, 2004) . Une cellule clé dans le
mécanisme immunologique de l'asthme est bien sur I'éosinophile. L’asthme est en effet
caractérisé le plus souvent par une importante éosinophilie bronchique. Les éosinophiles sont
recrutés par I'lL-5 ainsi que par la sécrétion par les cellules épithéliales bronchiques de
chimiokines comme CCL11, CCL24 et CCL26 appartenant a la famille des éotaxines. Ces
molécules se lient alors au récepteur de chimiokine CCR3 porté par les éosinophiles
(Lambrecht & Hammad, 2015) . Les éosinophiles permettent d’entretenir les réponses
inflammatoires par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telle que I'lL-4, I'lL-5, I'lL-13
'IL-6 et le TNF-a, ou de chimiokines telles que RANTES, GM-CSF ou CXCL8 (IL-8). lls
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stimulent donc la prolifération et la différentiation des TH2 de maniére indirecte et participent
au recrutement de différentes cellules inflammatoires (neutrophiles, macrophages...)
(Jacobsen, Zellner, Colbert, Lee, & Lee, 2011) .
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Figure 8: La synapse immunologique

2.1.b) Les T régulateurs dans I'asthme

Chez les sujets sains, la réponse immunitaire déclenchée face a un allergéne est la tolérance ;
elle s’illustre notamment par I'action des cellules T régulatrices sécrétant de I'lL-10 et du TGF-
B. Les cellules T régulatrices exprimant le Foxp3 sont des cellules essentielles dans la
suppression de l'inflammation dans les maladies allergiques. Dans une premiére étude, il a
été montré que le transfert adoptif de Tregs générés in vitro a partir de cellules T CD4* naives
mises en présence de TGF-B, induit la suppression de I'asthme allergique aux acariens chez
la souris (Chen et al., 2003; Ray, Khare, Krishnamoorthy, Qi, & Ray, 2010) . Par ailleurs ce
méme transfert montre une réduction des réponses inflammatoires pulmonaires notamment
par I'action de I'lL-10 et du TGF-B (Lewkowich et al., 2005) . Cependant méme s'il est clair
que les Trégulateurs sont des cellules importantes dans la suppression de I'inflammation dans
I'allergie chez la souris, des résultats contradictoires ont été soulevés chez 'lhomme. En effet,
chez les patients asthmatiques le nombre de Treg retrouvés dans les expectorations et dans
le sang est inférieur a celui retrouvé chez des contrbles. De plus leur activité suppressive
semble réduite (Mamessier et al., 2008) . Chez les enfants asthmatiques, le pourcentage de
Treg est retrouvé diminué dans les lavages broncho-alvéolaires (Hartl et al., 2007) alors que
c’est plus ambigu chez les adultes. En effet, certaines études montrent une augmentation des
Treg (Smyth, Eustace, Kolsum, Blaikely, & Singh, 2010) tandis que d’autre montrent une
diminution des Treg dans l'asthme de l'adulte (Barczyk et al., 2014) . Ces données
contradictoires sur les analyses de cohortes humaines peuvent étre expliqués par le fait que
les patients des essais cliniques sont souvent des patients contr6lés qui ne présentent pas
alors d’inflammation en continue. Par ailleurs, chez la souris, on procéde au phénotypage
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cellulaire aprés un challenge intra-nasal ; en revanche chez 'homme le moment du

prélevement est un point déterminant qui peut faire varier le niveau de cellules Trégulatrices.

2.1.c) Les TH17 et les neutrophiles

Mémes si I'asthme est régulierement associé a I'éosinophilie, les neutrophiles jouent
également un réle, particulierement chez les patients atteints d’asthme sévére ou tardif,
présentant une inflammation mixte TH2/TH17 (Manni et al., 2014) . Les TH17 sont un type
particulier de lymphocytes CD4* sécrétant la cytokine IL-17, le facteur de transcription RORyt
et le récepteur de chimiokine CCR6 (Harrington et al., 2005; Park et al.,, 2005) . La
différenciation et la prolifération des TH17 s’effectuent sous l'influence des cytokines IL-6, IL-
23 et du TGF-B. Les patients asthmatiques présentent une augmentation de la concentration
en IL-17 pulmonaire corrélée a un asthme neutrophilique et plus sévere (Molet et al., 2001) .
En effet la réponse TH17 est fortement associée au recrutement des neutrophiles et a une
augmentation importante de I'hyperréactivité bronchique (He, Oyoshi, Jin, & Geha, 2007;
Wilson et al., 2009) . Les neutrophiles sont recrutés par 'lL-8 (CXCL8), I'lL-17, CXCL1 et
CXCL2 sécrétées par les cellules épithéliales bronchiques et d’autres cellules inflammatoires
(Nembrini, Marsland, & Kopf, 2009) . Par ailleurs, une augmentation de I'lL-8 et de I'lL-17 est
constatée dans les expectorations induites et les biopsies bronchiques de patients
asthmatiques (Bullens et al., 2006) .

2.1.d) Les ILC (innate lymphoid cells)

Découvertes a la fin des années 2000, les cellules lymphoides innées ou ILC sont un groupe
de cellules immunitaires innées qui ne sont ni des T ni des B mais qui posseédent une fonction
effectrice similaire. Elles ont la particularité de ne pas posséder de récepteur a antigéne
dépendant des genes de recombinaison (RAG recombination activating gene); elles
n’expriment donc pas le TCR ou le BCR et ne sont donc pas spécifiques d’'un antigene(Artis
& Spits, 2015) . Les ILCs répondent a divers facteurs comme les cytokines, ou des facteurs
sécrétés en réponse aux PAMPs et DAMPs. Elles sont classées en trois grands groupes (ILCs
1, 2 et 3) qui reprennent les caractéristiques fondamentales des différents groupes de
lymphocytes T auxiliaires, en suivant le méme schéma de production cytokinique et de
facteurs de transcription (Morita, Moro, & Koyasu, 2016) . Le groupe des ILCs le plus associé
a I'asthme est celui des ILC2. Semblables aux TH2, les ILC2 secretent de I'lL-5, de I'lL-13, et
également de I'lL-9 et expriment le facteur de transcription GATA-3. Elles expriment en
revanche trés peu d’IL-4 (Spits et al., 2013) . Les ILC2 sont activés par 'IL-33, I'IL-25 et le
TSLP. De par leurs caractéristiques proches des TH2, il a été a juste titre suggéré que les
ILC2 pouvaient étre impliquées dans I'asthme. En effet, les ILC2 sont fortement corrélées a la
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voie de I'lL-33 et de son récepteur ST2, que I'on retrouve dans les mécanismes de I'asthme.
[l est admis que les TH2 sont les premiéres cellules clés a intervenir dans I'hyperréactivité
bronchique mais que les ILC2 contribuent aux réponses inflammatoires de type TH2,
notamment par la voie de I'll-33 (Kearley, Buckland, Mathie, & Lloyd, 2009) . L’administration
intra-nasale d’'IL-25 ou d’IL-33 induit I'expansion des ILC2 au sein des poumons, des lavages
broncho-alvéolaire et des ganglions médiastinaux (Barlow et al., 2012; Bartemes et al., 2012)
. Par ailleurs, cette expansion est suivie d’'une production importante d’'IL-5 et d‘IL-13 par les
ILC2 (Klein Wolterink et al., 2012) . Concernant le mécanisme d’action des ILC2, il a été décrit
que l'activité protéasique de la papaine pouvait activer les ILC2. Une autre étude a montré
que I'administration intra-nasale de papaine a des souris RAG1" (déficientes en lymphocyte
mais possédant des ILC) induisait une hyperéosinophilie, une hypersécrétion de mucus et une
augmentation de I'IL-5 et de I'lL-13 dans les lavages broncho alvéolaire, ce qui n’est pas le
cas chez des souris RAG2™"/ IL2rg” (déficientes en ILC2) (Halim, Krauss, Sun, & Takei, 2012).
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2.2) Importance des cellules épithéliales

L’épithélium pulmonaire représente la premiére ligne de défense entre l'organisme et
environnement extérieur, chargé de bactéries, de virus et d’allergénes (Lambrecht &
Hammad, 2012) . L’épithélium pulmonaire est constitué d’'une couche de cellules épithéliales
divisées en deux sous-types majeurs : les cellules sécrétrices et les cellules ciliées. Les
cellules sécrétrices ou cellules caliciformes sécrétent différentes mucines (principalement
MUC5AC et MUC5B) permettant de recouvrir I'épithélium d’un gel épais et visco-élastique qui
forme une barriere physique imperméable contre les pathogenes (Erle & Sheppard, 2014) .
Les cellules épithéliales sont capables d’exprimer a leur surface des molécules de
reconnaissance des pathogénes appelées PRR (pattern recognition receptors) qui se lient soit
aux « pathogen-associated molecular pattern » (PAMPS) présent sur les bactéries, soit aux
« damage-associated molecular pattern » (DAMPS) sécrétés apres un stress cellulaire ou une
lésion tissulaire (Lambrecht & Hammad, 2012) . L’intégrité de I'épithélium est assurée par des
protéines de jonctions appelées jonctions serrées qui maintiennent les cellules épithéliales
entre elles et assurent le maintien de leur polarité. Un des allergenes les plus connus
responsable de l'asthme est l'acarien (HDM house dust mite). La protéine allergénique
majeure est Der p (Dermatophagoides pteronyssinus). Le potentiel allergénique de 'HDM est
contenu dans la matiere fécale des acariens, naturellement composée de plusieurs enzymes
protéolytiques dont des protéases. Ces enzymes ont la capacité de cliver les molécules des
jonctions serrées permettant ainsi I'entrée des allergénes dans le milieu intérieur (Gregory &
Lloyd, 2011) . Il a été montré que les protéases de 'HDM pouvaient activer la lyse
intracellulaire des protéines ZO-1 et de l'occludine constituants principaux des jonctions
serrées (Wan et al., 2001) . Par ailleurs, ’'HDM peut aussi interagir avec les cellules épithéliales
et activer des récepteurs appelés PAR (protase activated receptors). Cette interaction entraine
alors l'infiltration leucocytaire et amplifie la réponse a l'allergéne. L’activation des PAR peut
également déclencher la dégranulation des cellules granulocytaires (Reed & Kita, 2004) .
Enfin, ’'HDM contient des endotoxines et du LPS (lipopolysaccharide), qui permettent
I'activation des TLR (toll like receptor) notamment TLR4 et TLR2, exprimés par les cellules
épithéliales et les cellules dendritiques (Hammad et al., 2009) . L’activation des TLR induit
également l'activation de 'EGFR (epidermal growth factor receptor) qui entraine alors le
recrutement et la prolifération de cellules inflammatoires et la production de cytokines et de
chimiokines pro-inflammatoires. L’épithélium pulmonaire posséde un réle central dans
I'activation des réponses innées et adaptives du systeme immunitaire. En effet, la sécrétion

de cytokines telles que I'lL-25, I'lL-33 et le TSLP favorise fortement les réponses TH2 ainsi
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que le recrutement des éosinophiles. L’IL-25 est membre de la famille de I'lL-17 et est sécrétée
par les cellules épithéliales, les TH2, les mastocytes, les basophiles et les éosinophiles
(Andreakos & Papadopoulos, 2014) . L’IL-33 fait partie de la famille de I'lL-1, et est sécrétée
principalement par les cellules épithéliales, les macrophages, les mastocytes et les monocytes
(Mitchell & O’Byrne, 2017) . L’IL-33 lie le récepteur ST2 présent sur de nombreuses cellules
dont les éosinophiles, les basophiles les ILC2 et les CD8 (Pecaric-Petkovic, Didichenko,
Kaempfer, Spiegl, & Dahinden, 2009; Yang et al., 2011) . L’IL-33 est appelée « alarmine » car
elle est produite aprés une lésion de I'épithélium en tant que signal de danger. L’IL-25 et I'lL-
33 ont la capacité de stimuler les réponses TH2, en inhibant la production d’'IL-12, en activant
certaines chimiokines participant au recrutement des TH2 et en stimulant I'expression du
marqueur de surface OX40 qui dirige la différentiation des T naifs en TH2 (Lambrecht &
Hammad, 2012) . Des taux élevés d’IL-33 et de ST2 peuvent étre retrouvés dans le sérum de
patients asthmatiques (Kamekura et al., 2012) . Le TSLP (thymic stromal lympho-poietin) est
une cytokine dont la sécrétion par I'épithélium est médiée par I'action des protéases et
I'altération des tissus. Son récepteur est exprimé par la plupart des cellules immunitaires ainsi
que par les cellules épithéliales (Mitchell & O’Byrne, 2017) . Le TSLP participe également a
I'activation des réponses TH2 dont la production d’IL-13 ainsi qu’a la différentiation et a la
prolifération des basophiles (Semlali, Jacques, Koussih, Gounni, & Chakir, 2010) . Chez des
souris déficientes pour le géne du récepteur au TSLP, la réponse inflammatoire suite a un
modeéle d’asthme allergique a I'ovalbumine est fortement réduite mais peut étre restaurée
apres reconstitution par des cellules CD4* TSLPR* (Al-Shami, Spolski, Kelly, Keane-Myers, &
Leonard, 2005) . Les cellules épithéliales sont enfin connues pour sécréter de nombreux
médiateurs chimioattractants tels que CCL2 et CCL20 qui attire respectivement les monocytes
et les cellules dendritiques vers les poumons (Hammad et al., 2009; Nathan, Peterson, Chakir,
& Wills-Karp, 2009) . Enfin, en réponse aux cytokines IL-4 et IL-13 produites par les TH2, les
cellules épithéliales peuvent sécréter de I'lL-8, CCL11 et CCL17, permettant de recruter
respectivement les neutrophiles, les éosinophiles et les TH2 (Lordan et al., 2002; Matsukura
et al., 2001) .
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3) Les traitements actuels et en cours

Les traitements de fond de I'asthme sont divisés en deux catégories : les bronchodilatateurs
et les anti-inflammatoires bronchiques. Parmi les bronchodilatateurs on retrouve les p2-
mimétiques qui sont des agonistes des récepteurs B2-adrénergiques. lls agissent en relaxant
les muscles lisses bronchiques. Les autres bronchodilatateurs font partie de la famille des
anticholinergiques avec des agonistes des récepteurs muscariniques et des agonistes des
récepteurs nicotiniques. Leur action est moins rapide et moins importante que celle des 32-
mimétiques. Parmi les anti-inflammatoires bronchiques, les plus efficaces et les plus utilisés
sont les corticostéroides inhalés (CSI). Cependant, méme si la majorité des asthmes sont
aujourd’hui bien contrdlés par des traitements standards, 5 a 10% des patients restent encore
mal contrélés (Global Atlas of Asthma, 2013) . Ces asthmes dits séveres sont traités par une
corticothérapie lourde possédant des effets secondaires importants. Grace au développement
de larges cohortes et de I'analyse en cluster, différents phénotypes d’asthme ont émergé
permettant 'apparition de thérapies ciblées. Les travaux de recherche ont permis 'émergence
de nouveaux traitements basés sur l'utilisation d’anticorps monoclonaux. Ainsi, le premier
traitement issu des biotechnologies est I'anti-IgE ou Omalizumab. Il est réservé aux asthmes
allergiques non contrélés malgré un traitement de fond administré a forte dose. Plus
récemment, d’autres biothérapies ciblant 'activité Th2 dans I'asthme ont vu le jour.

3.1) Anti IL-5

Un des premiers essais cliniques utilisant un anti IL-5 fut conduit en 2000 par une étude
randomisée en double aveugle et contrélée par placebo sur 24 hommes asthmatiques. Le
traitement, donné par voie intraveineuse, a montré une diminution du taux d’éosinophiles
totaux dans les crachats jusqu’a 4 semaines apres le traitement, en réponse a un test de
provocation par I'allergéne (Leckie et al. 2000). En revanche il n’y avait aucun effet sur le
VEMS ou I'hyperréactivité bronchique. Deux autres études ont confirmé plus tard I'efficacité
de l'anti IL-5 sur la réduction des exacerbations de I'asthme en ciblant les patients sur la
présence d’une éosinophilie bronchique. La premiére sur 20 patients a confirmé la réduction
des éosinophiles sanguins et présents dans les expectorations et une amélioration du VEMS
8 semaines apres injections (Nair et al., 2009) ; la deuxiéme a observé une réduction des
exacerbations sur un échantillon de 60 personnes asthmatiques (Agache et al., 2012; Pranab
Haldar et al., 2008) . Deux anti-IL-5 ont aujourd’hui 'autorisation de mise sur le marché (AMM),
le Mepolizumab et le Reslizumab. Le Benralizumab, dirigé contre une sous-unité du récepteur
a I'lL-5 n’a pas encore d’AMM (Fahy, 2014) .
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3.2) Anti IL-13/IL-4

L’interleukine-13 peut se lier avec deux récepteurs différents. Le premier est un hétérodimeére
composé de la chaine a1 du récepteur a I'lL-13 (IL-13Ra1) et de la chaine a du récepteur a
'IL-4 (IL-4Ra). Le deuxiéme récepteur est le monomeére IL-13Ra2. Cette caractéristique
particuliere a été exploitée pour développer des anticorps bloquant a la fois les voies de
signalisation de I'lL-4 et de I'lL-13. Le Dupilumab a été testé dans plusieurs essais cliniques
chez des patients présentant des asthmes modérés a séveres. Le Dupilumab donné par voie
sous-cutanée a permis une réduction des exacerbations et une amélioration de la fonction
pulmonaire ainsi qu’une réduction du taux de cytokines de types TH2 (Wenzel et al., 2013) .
Une autre étude en double aveugle a montré une amélioration de la fonction pulmonaire et
une diminution des exacerbations chez des patients porteurs d’'un asthme non contrélé par
rapport a des thérapies classique (Wenzel et al., 2016) . D’autres types d’anticorps
monoclonaux anti IL-13 sont également testés en essais cliniques tels que le Tralokinumab
qui bloque la liaison de I'lL-13 avec ses récepteurs IL-13Ra1 et IL-13Ra2 (Fahy 2014).

3.3)AntiIL-17

Les patients souffrant d’'asthme sévere et ne répondant pas aux traitements classiques y
compris les corticostéroides ne répondent généralement pas bien non plus aux thérapies
ciblant les cytokines de types TH2. Ainsi des thérapies ciblant I'lL-17 ont vu le jour afin de
bloquer sa voie de signalisation. L’anticorps monoclonal anti IL-17R, Brodalumab aujourd’hui
commercialisé dans le traitement du psoriasis a été testé dans I'asthme. L’essai clinique n'a
cependant pas éte concluant et aucune différence n’a été montrée dans la population générale
de I'étude. En revanche, a cause de la grande hétérogénéité de I'asthme, plusieurs clusters
peuvent se dégager d'une méme population de patients asthmatiques. Ainsi, les auteurs
observent une amélioration du score de contr6le de I'asthme et du VEMS seulement dans le
cluster de patients présentant une réversibilité importante aprés test aux bronchodilatateurs
(32.8%) (Busse et al., 2013) . D’autres anticorps tels que le Secukinumab et I'lxekizumab sont
également testés dans des essais cliniques sur différentes maladies inflammatoires dont
'asthme (Nirula et al., 2016) .

3.4) Autres

Il existe également d’autres thérapies en cours de développement toujours basées sur
Iinflammation. Ainsi la cytokine TSLP (thymic stromal lymphopoietin) produite par les cellules
épithéliales bronchiques lors d’'un épisode inflammatoire a été ciblée par un anticorps
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monoclonal et testée sur une cohorte de 31 patients souffrant d’asthme modéré. Le traitement,
injecté par voie intraveineuse a permis la réduction de la bronchoconstriction et du taux
d’éosinophiles sanguins (Gauvreau et al., 2014) . GATA-3, le principal facteur de transcription
impliqué dans les voies de signalisation TH2 a également été ciblé par une DNAzyme capable
de cliver et d'inactiver le mRNA de GATAS3. Dans une cohorte de 40 asthmatiques, I'étude
montre une amélioration du VEMS chez les patients traités par rapport aux patients sous
placebo (Krug et al., 2015) .

Omalizumab Genentech/Roche/Novartis Anti IgE
Mepolizumab GlaxoSmithKline Anti IL-5
Benralizumab Medlmmune/AstraZeneca Anti IL-5Ra

Reslizumab Teva Pharmaceutical Anti IL-5

Industries

Lebrikizumab* Genentech/Roche Anti IL-13Ra
Tralokizumab Medlmmune/AstraZeneca Anti IL-13Ra

Dupilumab Regeneron Anti IL-4Ra et IL-13Ra

Pharmaceuticals/Sanofi
Brodalumab Amgen Anti IL-17

Tableau 2: Anticorps monoclonaux dirigés contre la réponse TH2 (* : essai clinique stoppé)
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POINTS CLES

L’asthme affecte environ 10% de la population générale et 300 millions de
personne dans le monde

Il existe deux grands phénotypes d’asthme : 'asthme allergique d’origine précoce
et 'asthme non allergique a démarrage tardif

Le mécanisme inflammatoire de I'asthme implique aussi bien la réponse innée
(cellules dendritiques, éosinophiles, neutrophiles, ILC) que la réponse adaptative

(TH2, TH17) et les cellules épithéliales (chimiokine, IL-25 IL-33, TSLP)

5 a 10% des patients ne réagissent pas aux traitements habituels corticoides et

bronchodilatateurs
Des traitements innovants basés sur les biotechnologies sont aujourd’hui utilisés

ou en cours tel que I'anti-IgE ou I'anti-IL-5

IIl. La marche atopique

1) Définition

Une des premieres études faites sur 'animal et mimant la marche atopique fut celle de Spergel
en 1998. Les souris étaient alors sensibilisées par voie cutanée a I'ovalbumine grace a des
patchs placés au niveau de 'abdomen pendant une semaine et cela répété trois fois. Aprés
sensibilisation, certaines souris ont recu une nébulisation d’ovalbumine (Spergel et al., 1998)
. Les résultats démontrent qu’une seule dose d’OVA nébulisée est suffisante pour induire une
hyper-réactivité bronchique caractérisée par la présence d’éosinophiles dans les lavages
broncho-alvéolaires et une augmentation de la résistance pulmonaire. Cette étude est ainsi
'une des premiéres a montrer dans un modeéle murin une corrélation entre la sensibilisation
cutanée et le développement d’asthme allergique. Par la suite, Spergel définira la marche
atopique comme étant : « 'histoire naturelle des manifestations allergiques, caractérisée par
une séquence typique de progression des maladies atopiques ; dermatite atopique puis
asthme au cours de la vie » (J M Spergel et al.,, 1998) . Cette définition suggére que la
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dermatite atopique est le « point d’entrée » de la maladie allergique. La dermatite atopique
coexiste souvent avec lallergie alimentaire durant la petite enfance. Ces doubles
manifestations sont peuvent étre expliquées par le fait que la dermatite atopique serait la
conséquence directe de l'allergie alimentaire. En effet, 35% des enfants porteurs d'une
dermatite atopique présentent également des IgE spécifiques d’'une allergie alimentaire
(Eigenmann, Sicherer, Borkowski, Cohen, & Sampson, 1998) . |l n’est donc pas s(r encore
aujourd’hui que l'allergie alimentaire soit une des premiéres étapes de la marche atopique ou
bien que cela soit un facteur indépendant. En effet, comme I'allergie alimentaire et la dermatite
atopique coexistent chez la plupart des enfants, on ne sait pas clairement si la progression de
la maladie vers de I'asthme est due a la dermatite atopique ou a l'allergie alimentaire elle-
méme (Bantz, Zhu, & Zheng, 2014) . Il est estimé qu’un tiers des enfants souffrant de dermatite
atopique et/ou d’allergie alimentaire vont développer de I'asthme plus tard dans leur vie
(Alduraywish et al., 2016; van der Hulst, Klip, & Brand, 2007) .

Facteurs environnementaux (exposition animale, vie
rurale ou urbaine...)

-4

Eczéma Défaut de barriere Entrée des Sensibilisation Migration des TH2
3 o cutanée allergénes cutanée vers les poumons
infantile 3 s

Réexposition &
allergéne |

Figure 12: Hypothese de I'explication de la marche atopique aprés eczéma atopique. D'apreés
DHARMAGE, Allergy, 2014

2) La dermatite atopique

La dermatite atopique, aussi appelée eczéma atopique est une maladie inflammatoire
chronique de la peau, caractérisée par un prurit, et des Iésions érythémateuses (Weidinger &
Novak, 2016) . La dermatite atopique est 'une des maladies chroniques les plus répandues
surtout dans les pays développés et affecte environ 15 a 30% des enfants et 2 a 10% des
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adultes avec une prévalence qui ne cesse d’augmenter (Williams, Stewart, von Mutius,
Cookson, & Anderson, 2008) . 45% des patients affectés le sont durant les 6 premiers mois
de la vie, 60% durant la premiere année de vie et 85% avant 5 ans (Bieber, 2008) . Cependant,
dans 70% des cas, la maladie disparait ou s’améliore considérablement apres I'enfance
(Peters et al.,, 2010) . La dermatite atopique se manifeste par différents symptomes,
généralement variant avec I'age. Ainsi, durant la petite enfance, les premiéres lésions
eczémateuses apparaissent au niveau des joues et de la téte. Plus tard, les lésions
apparaissent plutét au niveau du dos, des articulations ou des membres. A I'age adulte, elles
sont localisées au niveau des articulations, de la téte et du cou. A chaque période de la vie
ces plaques démangent, peuvent perturber le sommeil et altérer la qualité de vie des patients
(Bieber, 2008) . Le mécanisme de la dermatite atopique peut étre divisé en deux grandes
catégories : la perte de fonction barriere de la peau et l'inflammation cutanée. En effet,
I'altération de la peau favorise I'entrée de différents pathogenes, d’allergenes et autres toxines,
polluants, irritants etc. Cette perte de fonction barriere est reconnue comme l'un des
mécanismes principaux induisant la dermatite atopique (Cork et al., 2006) . La dégradation de
la barriere cutanée est souvent associée a la colonisation bactérienne par Staphylococcus
aureus ce qui est le cas chez 90% des patients atteints de dermatite atopique (Leyden,
Marples, & Kligman, 1974) . Cliniguement cette dégradation est mesurée par 'augmentation
du TEWL (trans epidermal water loss), un paramétre mesurant le desséchement de la peau.
Geénétiquement, cette altération peut étre associée a des mutations de la filaggrine, une
protéine de structure clé présente dans I'épiderme. Les mutations de la filaggrine sont
considérées comme un facteur majeur de risque de développer une dermatite atopique et a
plus long terme son évolution vers de I'asthme au cours de la marche atopique (Marenholz et
al., 2006) . Ces mutations peuvent étre d’ailleurs aussi associées a la présence d’allergie
alimentaire. Une étude a montré que ces mutations augmenteraient le risque d’apparition de
I'allergie alimentaire et des sensibilisations alimentaires chez les enfants (Venkataraman et
al., 2014) . L’inflammation cutanée est le deuxiéme parametre clé dans la dermatite atopique.
Linfiltrat cellulaire est principalement composé de cellules TH2, TH22 et TH17 avec la
présence de chimiokines, de cytokines (IL-25 et IL-33 notamment) et de molécules d’adhésion
spécifique de la peau comme I'antigeéne CLA (cutaneous lymphocyte antigen) porté par les
lymphocytes cutanés (Weidinger & Novak, 2016) . De nombreuses cytokines entrent
également en jeu particulierement le TSLP (thymic stromal lympho-poietin) qui entraine le
remodelage et la fibrose tissulaire. Le TSLP prduit par les kératinocytes stimule également la
maturation et la prolifération des cellules dendritiques, la polarisation des cellules T en TH2 et
la différenciation des B (Leyva-Castillo, Hener, Jiang, & Li, 2013) . La capture des antigénes
se fait essentiellement par les cellules de Langerhans et par les cellules dendritiques
inflammatoires épidermiques IDEC (inflammatory dendritic epidermal cell) (Novak, 2012) .

37



Généralités : I'allergie

L’altération de la barriére cutanée ainsi que la colonisation bactérienne favorise I'exacerbation
et rend la maladie chronique. Ceci est renforcé par la production de protéases, la libération
d’enterotoxines et la dégranulation mastocytaire provoquée par les IgE. L’inflammation
cutanée affecte également la structure de I'épiderme et peut altérer la fonction des protéines
de jonction. Tous ces parametres contribuent a transformer une Iésion cutanée simple en
maladie chronique (Weidinger & Novak, 2016) .
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Figure 13: Mécanisme immunologique de la dermatite atopique

3) Donnée de prévalence et étude des cohortes

Plusieurs études de population ont analysé l'incidence de la dermatite atopique ou des
allergies alimentaires chez le jeune enfant sur I'asthme quelques années apres. Dans une
premiere étude, 8500 enfants de 7 ans ainsi que leurs parents ont été suivis de 1968 a 2004.
L’analyse portait essentiellement sur les réponses a un questionnaire d’autodiagnostic. Les
résultats montrent que la dermatite atopique est tres significativement associée a I'asthme de
I'adolescent et de I'adulte a 95% (Burgess et al., 2008) . Une cohorte de 3000 enfants agés

de 1 a 2 ans a été suivie pendant 5 ans et 'incidence de I'asthme et de la rhinite allergique a
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été évaluée par des questionnaires. Les enfants présentant un eczéma atopique a cet age
(17.6%) ont eu 3 fois plus de risque de développer de I'asthme et des rhinites allergiques par
rapport aux enfants sans dermatite atopique (von Kobyletzki et al., 2012) . Plusieurs études
se sont également intéressées a l'incidence de la sensibilisation alimentaire et de la dermatite
atopique sur I'apparition de I'asthme. La cohorte ORCA (observatoire des risques respiratoires
associés a la dermatite atopique) a suivi 200 enfants souffrant de dermatite atopique jusqu’a
'age de 6 ans. Les résultats basés notamment sur I'analyse du SCORAD (scoring atopic
dermatitis) et sur des prick-tests ont permis [lidentification de 3 clusters. Le premier
comprenant des enfants n’ayant pas ou peu de sensibilisation alimentaire et respiratoire et
une dermatite atopique modérée (n=94), le deuxiéme cluster comprenant des enfants
présentant une dermatite atopique plus sévere et des sensibilisations alimentaires et/ou
respiratoire connues et multiples (n=84) et enfin le troisieme cluster comprenant des enfants
présentant une dermatite atopique modérée, pas de sensibilisation alimentaire ou respiratoire
mais une histoire parentale d’asthme (n=36). Sur ces trois clusters, le pourcentage d’enfants
présentant de I'asthme a I'dge de 6 ans était plus élevé dans le cluster 2 (36.1%) et le cluster
3 (33.3%) contre 14.9% pour le cluster 1. Les enfants porteurs d’une dermatite atopique ont
plus de risque de développer de I'asthme s’ils souffrent également de multiples sensibilisations
alimentaires et/ou respiratoires ou s'’ils sont issus d’'une famille dont certains membres sont
aussi asthmatiques (Amat et al., 2015) . Différentes études se sont également penchées sur
I'incidence de la sensibilisation a un allergéne alimentaire particulier sur I'apparition de
'asthme. Ainsi, l'allergie a I'ceuf chez des enfants a été associée significativement a la
présence d’allergie respiratoire a 'age de 4 ans (asthme et rhinite) (p<0.05) (Tariq, Matthews,
Hakim, & Arshad, 2000) . Une étude suivant des enfants atteints d’allergie au lait de vache a
analysé leur hyperréactivité bronchique a I'age de 8 ans. Par rapport aux contrdles, les enfants
allergiques au lait présentaient une inflammation pulmonaire plus importante caractérisée par
une mesure du NO exhalé supérieure (P=0.0009) et une mesure des IgE positive (P=0.027)
(Malmberg, Saarinen, Pelkonen, Savilahti, & Méakela, 2010) . Une autre étude analysant la
sensibilisation alimentaire d’enfants a 6, 12 et 24 mois a montré que 31% des enfants
sensibilisés a un aliment a 6 et 12 mois ont développé un asthme 12 ans plus tard. Si ces
enfants étaient sensibilisés a un allergéne alimentaire et respiratoire ce chiffre passe alors a
53% (S. Alduraywish et al., 2016; van der Hulst, Klip, & Brand, 2007) . Ainsi, la sensibilisation
alimentaire augmente bien le risque d’asthme ou de rhinites allergiques plus tard dans la vie ;
par ailleurs on estime également I'évolution de la maladie vers de I'asthme chez 30% des

enfants sensibilisés.
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4) Le mécanisme de la marche atopique

4.1) Hypothese des systéemes immunitaires muqueux communs

Plusieurs mécanismes ont été proposés mais aujourd’hui rien n’est clairement admis. Le
systéme immunitaire des muqueuses est le systéme immunitaire que I'on peut retrouver au
niveau de lintestin, de la filiere uro-génitale et des poumons. Toutes ces surfaces ont en
commun le fait d’étre en contact permanent avec I'environnement extérieur et sont donc
soumises a des pathogénes. Les muqueuses représentent la premiere interface de défense
entre I'héte et I'environnement et agissent comme de véritables barriéres. Le concept de
systéme immunitaire muqueux commun est apparu en 1978 avec BIENENSTOCK. Il suggére
que les tissus lymphoides muqueux interagissent les uns avec les autres et fonctionnent
comme un seul organe (Bienenstock, McDermott, Befus, & O’Neill, 1978) . Des études ont en
effet montré que le systéeme immunitaire peut fonctionner en réseau entre les différents
organes et que la stimulation d’'un compartiment pouvait en affecter un autre. Ainsi, l'utilisation
d’antibiotiques chez les nouveau-nés a été associée a un risque plus élevé de développer de
'asthme (Sobko et al., 2010) . De plus on sait aujourd’hui que les patients atteints de
bronchopneumopathie obstructive chronique (BPCO) ont deux a trois fois plus de risque de
développer une maladie inflammatoire de l'intestin (Keely, Talley, & Hansbro, 2012) . Ces
patients présentent par ailleurs une perméabilité intestinale plus importante (Rutten et al.,
2014) . Les poumons et l'intestin dérivent du méme feuillet embryonnaire et présentent des
similarités de structure ; il est donc logique de penser que ces deux sites peuvent interagir.
Depuis quelques années, le microbiote et particulierement le microbiote intestinal est au centre
de toutes les attentions. Il est en effet suggéré qu’en plus de son rble connu et avéré dans le
fonctionnement de l'intestin, le microbiote aurait d’autres effets non négligeables sur d’autres
organes notamment le poumon. Une dysbiose au sein du microbiote intestinal ou une
altération de son contenu a été associée avec un risque accru de développer de I'asthme
particulierement dans les premiéres années de vie. Cependant chez les adultes asthmatiques,
on ne retrouve aucune différence dans la composition du microbiote intestinal par rapport aux
personnes saines (Hua, Goedert, Pu, Yu, & Shi, 2016) . Un régime riche en fibres donné a des
souris permet de prévenir le développement de I'asthme (Trompette et al., 2014) . Comprendre
comment le microbiote interagit avec d’autres organes et comment se régule I'axe intestin-
poumon permettrait peut-étre de comprendre l'augmentation des maladies allergiques
d’aujourd’hui. En effet cette augmentation, due notamment a notre mode de vie et notre régime
alimentaire peut peut-étre étre expliquée par des modifications de notre microbiote (Budden
et al., 2017) . Appréhender le systéme immunitaire des muqueuses comme un seul et méme
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organe pourrait peut-étre étendre nos connaissances sur son fonctionnement. Ainsi les
maladies allergiques ne sont plus vues aujourd’hui comme une maladie d’organe mais comme

une maladie multifactorielle, affectant 'organisme dans son ensemble.

4.2) Réle des cytokines dérivées des cellules épithéliales

Plusieurs études ont mis en cause les cytokines dérivées des cellules épithéliales comme le
TSLP, I'lL-25 et I'lL-33 dans les mécanismes de la marche atopique. En effet, ces cytokines
sont associées avec la réponse TH2 et sont généralement retrouvées augmentées dans le
sang des patients allergiques, toutes maladies confondues. Dans un modéle murin de
dermatite atopique associée a I'lL-13, une étude montre que les souris provoquées par voie
intra-nasale par de I'ovalbumine présentent une hyperréactivité bronchique, une production de
mucus et une inflammation pulmonaire plus importante si elles ont été soumises au protocole
de dermatite atopique avant. Par ailleurs, chez les souris déficientes pour le récepteur au
TSLP, la réponse TH2 est diminuée ; les souris présentent alors a la fois une diminution des
symptomes de la dermatite atopique et de 'inflammation pulmonaire (W.-J. J. Zhu et al., 2015)
. Une autre étude impliquant le TSLP a montré que les souris sur-exprimant le TSLP ou
subissant des injections de TSLP et exposées par voie cutanée a de Il'ovalbumine
développaient une inflammation plus sévére lorsqu’elles étaient aussi challengées avec le
méme allergéne au niveau des poumons (Han et al., 2012) . En utilisant un KO (knock-out)
conditionnel du TSLP dans les kératinocytes, une équipe a montré que le TSLP produit par
les kératinocytes est essentiel dans la mise en place de linflammation cutanée et le
déclenchement de I'asthme allergique, dans un modele murin mimant la marche atopique
(Leyva-Castillo et al., 2013) . Une étude similaire a montré que le TSLP sécrété par les
kératinocytes était indispensable a l'inflammation pulmonaire dans un modéle de marche
atopique avec induction de dermatite atopique par application de MC903, un analogue de la
vitamine D (Zhang et al. 2009). Plusieurs études de I'équipe de Ziegler ont montré que le TSLP
était indispensable dans la phase de sensibilisation cutanée dans des modeles de marche
atopique (Han et al, 2012 et Han et al. 2014). En revanche, 'lL-33 parait essentielle dans le
développement de la réponse allergique aprés provocation (Muto et al, 2014). En effet, les
souris déficientes pour I'lL-33 ou celles traitées par un anticorps anti-IL-33 ont bien des IgE
anti-OVA mais présentent une réduction des signes de l'allergie alimentaire tels qu’une
réduction du nombre de basophiles et sont protégées contre la baisse de la température
rectale aprés challenge (Muto et al, 2014). Dans un modéle de marche atopique
cutanée/intestinal a 'OVA, les auteurs montrent que I'induction de I'allergie alimentaire TSLP-
dépendante nécessite également la présence de I'lL-33 car son blocage permet une
amélioration du score clinique (diarrhée notamment) (Han et al., 2017) . La méme équipe avait

41



Généralités : I'allergie

auparavant démontré le caractére indispensable du TSLP et de I'lL-25 dans la réponse
allergique clinique au niveau intestinal (diarrhée et anaphylaxie) dans un modeéle d’allergie a
'OVA (H Han et al., 2012) . Concernant I'lL-33 et son récepteur ST2, une équipe a analysé
leur rGle dans la marche atopique en utilisant des souris déficientes pour ST2 et soumises a
un protocole de sensibilisation cutanée a 'OVA suivie de challenges intranasaux au méme
allergéne. Le nombre d’éosinophiles dans les lavages broncho-alvéolaire, la sécrétion des
cytokines et des chimiokines de types TH2 dans les poumons ainsi que le taux d’lgE
spécifiques de 'OVA étaient diminués dans les souris ST2” par rapport aux souris sauvages
(Morita et al., 2012) . En revanche, la réponse TH17 ne semble pas étre altérée. Récemment,
une équipe a étudié l'effet de linjection intradermale d’IL-33 dans un modéle murin de
sensibilisation cutané ; cela provoque une exacerbation de I'inflammation des voies aériennes,
caractérisée par une augmentation de [infiltrat cellulaire et une augmentation des IgE
spécifiques de l'allergéne (Hongwei Han & Ziegler, 2017) . Une autre étude a montré une
diminution des éosinophiles et des cytokines de type TH2 dans les poumons de souris ST27
apres sensibilisation et challenge intranasal, mais pas de réduction des éosinophiles ni de la
réponse TH2 au niveau cutané chez ces souris comparées aux souris sauvages, cette étude
confirme ainsi le caractére essentiel de I'axe IL-33/ST2 dans la phase de challenge (Shimura
et al., 2016) . Dans un modéle de marche atopique cutanée/intestinal a 'OVA sur des souris
déficientes pour ST2 et des souris dépourvues de mastocytes, les auteurs observent une
diminution de la réponse allergique clinique chez les deux souches de souris KO. Par ailleurs,
cette réponse est restaurée si les souris sont reconstituées par des PBMC provenant
uniquement de souris sauvages mais pas de souris ST2". Ces résultats permettent de
formuler I'hypothése que I'lL-33, sécrétée aprés une agression des cellules épithéliales permet
de promouvoir la dégranulation des mastocytes et la réponse anaphylactique apres
sensibilisation cutanée (Galand et al., 2016) .

4.3) Role de la réponse TH17

On sait aujourd’hui que les lymphocytes TH17 sont impliqués dans les maladies auto-immunes
comme I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale qui mime la sclérose en plaque chez
les souris ou encore l'arthrite rhumatoide. Par ailleurs, I'lL-17 est exprimé par les cellules
bronchiques des patients asthmatiques séveres (Chakir et al., 2003) . L’'expression de I'lL-17
est augmentée dans le sérum et les expectorations induites de patients asthmatiques et est
corrélée au taux de neutrophiles et a la réponse a la métacholine (Bullens et al., 2006; Wong
et al., 2001) . Ainsi, il a été suggéré que I'lL-17 pourrait étre impliquée également dans la
marche atopique. Dans un modéle de sensibilisation cutanée suivie d’'un challenge intranasal
a 'ovalbumine, une équipe a démontré que les souris présentaient une plus forte production
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de CXCL2 (ligand des neutrophiles) et un infiltrat neutrophilique plus important. Par ailleurs, le
blocage de I'lL-17 par un antagoniste permet d’inverser cette situation. Les cellules
dendritiques migrant de la peau vers les ganglions lymphatiques expriment plus d’IL-23 et
stimulent la sécrétion d’IL-17 par les cellules T naives. Ces résultats peuvent étre inhibés par
linjection d’anti-IL-23 in vitro et par l'injection intradermique d’anti-TGFB in vivo (He et al.,
2007) . Ces résultats semblent suggérer que la sensibilisation cutanée initiale induirait une
expression d’IL-17, responsable de l'inflammation ultérieure des voies aériennes. Dans un
modele similaire mimant la marche atopique sur des souris IL-4/IL-13 double KO, une équipe
a montré que les souris sensibilisées a 'OVA présentaient une réponse TH2 altérée, un taux
d’'IL-17 plus élevé et une diminution de [linfiltrat cutané éosinophilique. Par ailleurs, le
challenge intra-nasal ultérieur induit une régulation positive de I'expression de I'lL-17 dans les
poumons, une augmentation des neutrophiles dans les lavages broncho alvéolaires et une
hyper réactivité a la métacholine; cette réponse peut étre inversée par [I'utilisation d’'un
antagoniste de I'lL-17 (He et al., 2009) . Ces résultats suggerent donc qu’en I'absence des
cytokines de type TH2 IL-4 et IL-13, la sensibilisation cutanée induit une réponse TH17
responsable de l'inflammation pulmonaire subséquente.

POINTS CLES

La marche atopique est I'évolution naturelle des maladies allergiques, caractérisée
par une dermatite atopique et/ou une allergie alimentaire pendant 'enfance suivie
d’asthme ou de rhinite allergique

On estime que 30% des enfants souffrant de dermatite atopique et/ou d’allergie
alimentaire vont développer de I'asthme plus tard

La dermatite atopique est caractérisée par une altération de la barriere cutanée et
a une inflammation

L’allergie est reconnue aujourd’hui comme une maladie multifactorielle dans

laquelle les systémes immunitaires muqueux interagiraient entre eux

Le mécanisme de la marche atopique n’est aujourd’hui toujours pas décortiqué ;

le réle des cytokines dérivées des cellules épithéliales TSLP et IL-33 a été

investigué
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IV. Les modeles animaux d’allergie

1) Les modeles animaux d’allergies sont-ils pertinents ?

Les modeles animaux ont énormément contribué a la compréhension des mécanismes
immunitaires de I'allergie et restent toujours indispensables pour en disséquer les mécanismes
les plus compliqués. Si la souris reste a ce jour I'animal le plus utilisé dans les modéles
d’allergie, elle présente pourtant des différences évidentes avec I'homme dans le
fonctionnement de son systéeme immunitaire (Graham & Nadeau, 2014) . Les animaux
domestiques tels que les chiens, les chats ou les chevaux développent spontanément des
maladies allergiques mais leur inclusion dans des modéles reste bien sar tres compliquée et
infaisable éthiquement. Chez la souris cependant, des différences peuvent étre trouvées en
fonction de la souche. En effet, la souris Balb/c présente par exemple des taux plus élevés
d’lgE spécifiques de la cacahuéte par rapport a d’autres souches (Bagh et al., 2016) . Smit a
démontré que les splénocytes des souris Balb/c allergiques a la cacahuete sécrétaient plus
d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 que les souris C3H suggérant ainsi que ces souris sont préférables
pour mimer la réponse allergique (Smit et al., 2011) . Le rat Brown Norway représente
également une alternative car il posséde un fort taux d’'IgE (Bagh et al., 2016) . Le choix de
I'allergéne ainsi que la voie d’exposition sont des éléments cruciaux lors de la mise en place
d’'un modele d’allergie. En effet 'ovalbumine est souvent utilisée comme allergéne respiratoire
alors que ce n’en est pas un chez les humains. Mais 'ovalbumine peut également étre utilisée
en tant qu’allergéne alimentaire afin de mimer I'allergie a I'ceuf. La voie de sensibilisation est
cruciale dans le développement d’'un modele d’allergie pertinent. Si l'injection intra-péritonéale
de protéine de blé est suffisante pour induire une réponse spécifique IgE chez la souris, il est
préférable de sensibiliser par voie orale pour des modéles d’allergie a la cacahuéte ou au lait
de vache (Bagh et al., 2016; Deneryl1Papini et al., 2011) . La peau représente également une
voie de sensibilisation possible dans le cadre d’'une allergie alimentaire. En effet, une étude
sur une cohorte humaine a démontré que I'exposition cutanée a la cacahuéte était suffisante
pour induire une allergie alimentaire (Fox, Sasieni, du Toit, Syed, & Lack, 2009) . Chez la
souris, Spergel a montré que la sensibilisation a I'ovalbumine par voie cutanée en absence
d’adjuvant induisait une concentration en IgE spécifiques de l'allergéne supérieure a celle
retrouvée sur des modeles d’allergie par injection intra-péritonéale avec adjuvant (hydroxyde
d’aluminium) (J M Spergel et al., 1998) . Pour mimer I'asthme, les modéles utilisés sont plus
généralement des modéles d’asthme aigu plutét que des modéles chroniques, typiques de
I'asthme développé par 'humain (Jensen-Jarolim, Pali-Schéll, & Roth-Walter, 2017; Kumar,
Herbert, & Foster, 2016) . Concernant les allergénes, a part I'ovalbumine, on retrouve
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maintenant de plus en plus l'utilisation d’extrait total ’HDM. Dans la plupart de ces modéles,
la sensibilisation est faite par voie intra-péritonéale ou intra-nasale puis le challenge est fait
par aérosol ou par injection intra-nasale. (Jensen-darolim et al., 2017) . La capacité
allergisante d’un allergéne est parfois contenue au sein de son activité protéasique. En effet,
I'HDM contient des protéases causant une altération de la barriere et induisant une production
de cytokines pro-inflammatoire par les cellules épithéliales. La papaine, une protéase dérivée
du fruit possede les mémes propriétés. Elle est ainsi régulierement utilisée en tant qu’allergéne
dans des modeles d’allergie. Elle stimule en effet la réponse TH2 (M. L. Tang et al., 2015) ,
stimule les cellules épithéliales(Kouzaki, O’Grady, Lawrence, & Kita, 2009) et induit la
production de 'lL-33, notamment par les ILC2 (Halim et al., 2012) .

2) Les modeles animaux de marche atopique

Quelques études ont essayé de mimer la marche atopique en utilisant des modéles animaux
combinant soit des protocoles de dermatite atopique et d’asthme soit des protocoles d’allergie
alimentaire et d’asthme. Parmi ces modéles, si tous parviennent a mimer la marche atopique
et parfois a induire une aggravation de I'asthme aprés induction de I'allergie alimentaire, peu
essaient de décortiquer les mécanismes immunitaires. Dans un modéle OVA / latex (allergéne
alimentaire/allergéne respiratoire), une étude montre que la premiére sensibilisation a
'ovalbumine stimule la réponse TH2 et augmente la réactivité bronchique au latex aprés
challenge intranasal (Blumchen et al., 2006) . Dans un modéle d’allergie alimentaire par
sensibilisation intra-péritonéale et challenge intra gastrique a I'ovalbumine, suivi d’'une
exposition intra-nasale a 'HDM, une étude montre que [lallergie alimentaire exacerbe
I'hyperréactivité bronchique illustrée par une augmentation de linfiltrat cellulaire et une
augmentation de I'’hyper réactivité des voies aériennes (Brandt, Scribner, Akei, & Rothenberg,
2006) . Concernant les modeéles de marche atopique basés sur des protocoles de dermatite
atopique, les souris NC/nga sont tres utilisées car elles développent spontanément des Iésions
de la peau. Originaires du Japon, ces souris présentent les mémes caractéristiques que la
dermatite atopique lorsqu’elles sont élevées en conditions normales non SPF (specific
pathogen free) (Vestergaard et al., 1999) . Ainsi des souris NC/nga exposées par voie intra-
nasale a de 'HDM de fagon répétée développent une inflammation des voies aériennes,
mimant la marche atopique (Lee, Lee, Jung, Kim, & Choi, 2015) . D’autres modéles ont
également été développés en utilisant la mutation du géne de la filaggrine. Ainsi les souris
dites « flaky tail » Fig"™ dont le géne de la filaggrine est muté, présentent spontanément une
dermatite atopique. Ces souris sont ainsi utilisées dans des modéles de marche atopique, car
elles développent aussi naturellement une inflammation pulmonaire (Saunders et al., 2016) .
La dermatite atopique chez les souris peut également étre déclenchée par application de
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substances chimiques. Ainsi I'application d’un analogue de la vitamine D3 induit des
symptémes similaires a la dermatite atopique chez des souris Balb/c. L’exposition de ces
mémes souris a de 'OVA par injection intra-nasale permet de mimer par la suite la marche
atopique (Zhang et al., 2009) . La marche atopique peut étre mimée par application successive
d’'un allergéne par voie cutanée puis par voie respiratoire. C’est le principe du modéle de
Spergel avec de 'ovalbumine appliquée a l'aide d’un patch sur I'abdomen puis inhalée par
voie intra-nasale (J M Spergel et al., 1998) . L'utilisation du TSLP est également répandue
dans les modéles de marche atopique. Il a en effet été montré que le TSLP jouerait un rdle
prépondérant dans la dermatite atopique et a plus long terme dans la marche atopique. Ainsi
I'injection intradermique de TSLP suivie d’'une exposition gastro-intestinale a un allergene
(OVA) aggrave les symptémes d’allergie alimentaire dont la diarrhée et I'anaphylaxie (H Han
et al., 2012; Hongwei Han et al., 2014) . Des modéles de marche atopique ont enfin été utilisés
pour mimer I'impact d’'une allergie cutanée sur les symptémes gastro-intestinaux. Ainsi des
souris ont été exposées par voie cutanée a de la cacahuéte avant d’étre gavées avec le méme
allergéne afin d’évaluer l'effet d’'une exposition cutanée sur le développement de I'allergie
alimentaire (Wavrin, Bernard, Wal, & Adel-Patient, 2014) .

46



Généralités : les chimiokines et leurs récepteurs

Chapitre 2 : les chimiokines et leurs
récepteurs

|.  ROle des chimiokines
1) Définitions

Les chimiokines sont des cytokines chimiotactiques de faible poids moléculaire (7-12kDa) qui
contrblent la migration et le positionnement des cellules immunitaires (Schulz,
Hammerschmidt, Moschovakis, & Férster, 2016) . Découverte au début des années 90, I'lL-8
(CXCL8) fut la premiére chimiokine a étre caractérisée pour son réle dans la migration des
neutrophiles (Baggiolini, Dewald, & Moser, 1997) . Elles sont classées dans quatre groupes
selon la place de deux résidus cystéine sur les quatre au total. Ainsi, on distingue le groupe
des CCL, dont les deux cystéines sont placées I'une a cété de l'autre, le groupe des CXCL
dans lequel les cystéines sont séparées par un acide aminé, et le groupe des XCL ou CL est
caractérisé par la perte des deux premiéres cystéines. Le groupe CX3CL constitué d’une seule
chimiokine, la fractalkine, posseéde trois acides aminés entre les cystéines. Chez I'humain, une
cinquantaine de chimiokines ont été identifiées, réparties dans les quatre groupes : 27 CCL,
17 CXCL, 2 XCL et 1 CX3CL. On totalise respectivement 22, 15, 1 et 1 chimiokines chez les
souris (Schulz et al., 2016) . Les chimiokines sont produites afin de recruter les cellules au
niveau des sites d’inflammation. Elles induisent ainsi I'expression d’intégrines telles que LFA-
1 (integrin lymphocyte function associated antigen) (Constantin et al., 2000) . Lorsqu’'une
chimiokine se lie avec son récepteur, le signal est transduit par I'intermédiaire d’'un récepteur
a sept domaines transmembranaires couplé a une protéine G (Moser, Wolf, Walz, & Loetscher,
2004) . La plupart des chimiokines peuvent aussi se lier aux glycosaminoglycanes (GAG), qui
sont des structures carbonées liées aux protéines, exprimées a la surface des cellules ou
faisant partie de la matrice extracellulaire (Kufareva, Salanga, & Handel, 2015) . Les GAGs
permettent une adhérence plus forte des chimiokines au niveau de la surface des cellules
endothéliales, notamment celles des veinules a endothélium épais (HEV) (Schumann et al.,
2010) . Tous les récepteurs de chimiokines font partie de la grande famille des récepteurs
couplés aux protéines G ou GPCR (Schulz et al., 2016) . Les récepteurs peuvent étre liés par
plusieurs chimiokines différentes mais toujours appartenant a la méme famille. Certains
récepteurs sont liés exclusivement a une unique chimiokine, tandis que d’autres peuvent se
lier a une dizaine de chimiokines au total (Ransohoff, 2009) . Par exemple, CXCL12 est le seul
ligand de CXCR4 alors que CCR1 posséde 6 ligands (Sokol & Luster, 2015) . On classifie
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généralement les chimiokines et leurs récepteurs selon leur fonction : homéostatique ou
inflammatoire. Certaines chimiokines contribuent ainsi a ’homéostasie des cellules, comme le
développement et la différenciation des T, la migration des cellules souches
hématopoiétiques, ou encore I'organogénése des tissus lymphoides (Zlotnik, Burkhardt, &
Homey, 2011) . D’autres chimiokines ne sont produites qu’en réponse a une infection ou une
inflammation. Cependant cette classification n’est pas exclusive puisque certaines chimiokines
peuvent étre a la fois homéostatiques et inflammatoires (Stone, Hayward, Huang, E Huma, &
Sanchez, 2017) . Les chimiokines homéostatiques ne possédent en général qu'un seul
récepteur, comme CXCL12 qui se lie uniguement a CXCR4 et qui participe a 'homéostasie
des cellules au sein de la moelle osseuse. CCL25, exprimé dans le thymus et son récepteur
CCR9 exprimé par les T, participent a la colonisation et la maturation des T au sein du thymus
(Stone et al., 2017) . La majorité des autres chimiokines et leurs récepteurs sont exprimés en
réponse a des stimuli inflammatoires. Le systéme chimiokine/récepteurs est un systéeme trés
complexe et plastique. La grande flexibilité de ce systéme est tout d’abord due au grand
nombre de chimiokines existantes, a leur capacité a interagir avec d’autres molécules telles
que les glycosaminoglycanes mais aussi a la régulation de leur expression par des facteurs
de transcription (Ransohoff, 2009) . Par ailleurs c’est un systéme redondant. En effet la plupart
des chimiokines peuvent se lier et activer plusieurs récepteurs. A l'inverse, les récepteurs de
chimiokines peuvent répondre a plusieurs chimiokines. Si I'on parle souvent de redondance, il
se pourrait que cette particularité soit en fait une stratégie permettant aux leucocytes de
répondre a différents stimuli inflammatoires. Une conséquence importante de cette
redondance est que si plusieurs ligands sont capables de lier le méme récepteur, ils vont alors
rentrer en compétition. Ainsi le degré de saturation d’'un récepteur par une chimiokine associée
dépend de la concentration de son ligand mais également de la concentration des autres
chimiokines capables de lier le méme récepteur (Stone et al., 2017) .

48



Généralités : les chimiokines et leurs récepteurs

CXC chimiokine C chimiokine
C/\V/V COOH C — COOH
NH— CXC NH,— C

C

CC chimiokine CX,C chimiokine —
omaine
Hélice a hydrophobe
0060, * = X COOH
Cc /\/\/ COOH ¢ oL, .7
' mucine
NH,— CC NH, — CXXXC

Figure 14: Classification des 4 groupes de chimiokines

2) Le mécanisme de la migration
2.1) La diapédese

Le chimiotactisme cellulaire est principalement provoqué par l'action d’'un gradient de
chimiokines. Plus que la migration, les chimiokines ont en realité pour premier réle I'arrét des
cellules au niveau de I'épithélium ou de I'endothélium. En effet, une fois excrétées dans le
sang par les cellules endothéliales, elles forment un gradient de concentration permettant aux
cellules exprimant les récepteurs correspondant de s’arréter et d’induire le changement de
conformation des intégrines, permettant ainsi une adhérence de haute affinité avec
'endothélium (Ransohoff, 2009) . La diapédése est constituée de trois étapes majeures : le
roulement, I'activation et 'adhérence, qui permettent la transmigration de la cellule a travers
un épithélium. Ces étapes ont été découvertes au cours du 19°™ siécle notamment par Henri
Dutrochet (WILSON, 1947) . Le roulement est contrélé par des sélectines : les P, L et E-
sélectines qui interagissent avec leur ligand PSGL1 (P-selectin glycoprotein ligand 1). Les L-
sélectines sont exprimées majoritairement par les leucocytes, alors que les E-sélectines et les
P-sélectines sont exprimées par les cellules endothéliales (Kansas, 1996; Ley, Laudanna,
Cybulsky, & Nourshargh, 2007; McEver & Cummings, 1997) . Les intégrines participent
également au roulement. Les cellules exprimant l'intégrine a4f7 peuvent se lier au ligand
« mucosal vascular addressin cell-adhesion molecule » (MADCAMT1); les lymphocytes
exprimant lintégrine «very late antigen 4 » (VLA4) peuvent rouler sur les cellules
endothéliales exprimant le ligand « vascular cell-adhesion molecule 1 » (VCAM1) (Berlin et al.,
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1995) . Divers signaux médiés essentiellement par les chimiokines et les intégrines actives
entrent en jeu, pour convertir le roulement (rolling) de la cellule sur la surface de I'endothélium
en arrét total. Des études in vivo et in vitro ont montré que le roulement est rapidement arrété
par la liaison entre les chimiokines et leurs récepteurs, ainsi que par la liaison entre les
intégrines exprimées par les leucocytes (VLA4 et LFA1) et des molécules de la famille des
immunoglobulines, ICAM1 et VCAM1, exprimées par les cellules endothéliales (Campbell et
al., 1998; Campbell, Qin, Bacon, Mackay, & Butcher, 1996) . Durant un épisode inflammatoire
les cellules endothéliales activées par les cytokines pro-inflammatoires sécrétent des
molécules d’adhérence au niveau de leur surface ou transportent des molécules par voie
transcellulaire (Middleton et al., 1997) . Par exemple, les cellules a mucus sécrétent la
chimiokine CCL5 (RANTES) afin de déclencher l'arrét des monocytes en roulement (von
Hundelshausen et al., 2001) . La liaison entre les chimiokines et leur récepteur activent ces
intégrines, et peuvent réguler leur affinité. Chez les monocytes, 'augmentation de I'affinité de
VLA4 pour son ligand VCAM1 induit des changements de conformation et I'arrét des cellules
sur I'endothélium (Chigaev, Wu, Williams, Smagley, & Sklar, 2011; Ley et al., 2007) . La
migration transendothéliale est la derniére étape. Elle peut se faire de maniere paracellulaire
mais également par voie transcellulaire. La liaison entre les molécules d’adhérence des
cellules endothéliales induit une augmentation de I'espace inter-endothélial, ce qui facilite la
migration des leucocytes a travers les jonctions membranaires. La transmigration des
leucocytes est également associée a une augmentation du calcium intracellulaire qui permet
une ouverture de I'espace inter-cellulaire par 'intermédiaire de 'activation des chaines légeres
de myosine (Huang et al., 1993) . La migration transcellulaire est utilisée par une minorité de
cellules dont celles présentes au niveau du systeme nerveux central (Feng, Nagy, Pyne,
Dvorak, & Dvorak, 1998) et dans des modeles in vitro (Millan et al., 2006) .

o LFA1 — ICAM1
PSGL1 Activation par les VLA4-VCAM1 ICAM1
capture VLA4 chimiokines 04B7- MADCAM1 PECAM1

(o] o] o] o] =™=y) o] o] o] o] o] 9]

Gradient de
chimiokine

roulement Arrét Transmigration

Figure 15: Mécanisme de la diapédése
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2.2) Voie de la PLC (phospholipase C)

Les récepteurs de chimiokines sont des récepteurs couplés aux protéines G possédant 7
domaines transmembranaires. La transduction fonctionne donc comme pour tous les autres
GPCR. En effet, les protéines G sont inactives quand elles sont couplées au guanosine
diphosphate (GDP) et s’active lorsque le GDP est échangé par une guanosine triphosphate
(GTP) (Curnock, Logan, & Ward, 2002; Murdoch & Finn, 2000) . Lorsque la chimiokine se lie
a son récepteur, cela entraine I'échange du GDP par un GTP ce qui induit la dissociation de
la protéine G en deux sous-unités Ga et Gy, cette derniére étant capable d’activer une
phospholipase C (PLC) membranaire (Ritter & Hall, 2009) . La majorité des chimiokines
transduisent le signal par l'intermédiaire de la sous unité Gai. La PLC est par la suite
responsable du clivage du phosphatidyl biphosphate (PIP2) en diacy-glycerol (DAG) et
phosphatidylinositol 3 phosphate (IPs). L’'IPs permet la libération du calcium intracellulaire
stocké au niveau du réticulum endoplasmique et le DAG permet I'activation de protéines
kinases C (PKC). Les sous unités Ga et GBy peuvent également activer la phosphoinositide
3-kinase (PI3K) indépendamment, ce qui induit I'activation d’autres kinases dont les MAPK
(mitogen-activated proteins kinases) (Servant et al., 2000) . Le PI3K phosphoryle le PIP2 en
PIP3 qui s’accumule au niveau de la membrane cellulaire. Sa présence induit alors des
changements morphologiques de la cellule ainsi qu’'une polymérisation de I'actine qui permet
une meilleure polarisation de la cellule vers la plus haute concentration du gradient de
chimiokine (Devreotes & Janetopoulos, 2003; Jin & Hereld, 2006) .
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Figure 16: Voie de la phospholipase C apres activation du récepteur de chimiokine. (PiP2:
phosphatidyl inositol 4,5 diphosphate, Ip3: inositol 3 phosphate, DAG: diacylglycerol, PKC: proteine
kinase C, PLC: phospholipase C, PI3K: phosphoinositide 3-kinase)

2.3) le recyclage a la membrane

Une fois les signaux intracellulaires activés, les récepteurs entrent dans un processus de
désensibilisation et d’internalisation, un mécanisme rétroactif permettant de protéger les
cellules d’une sur-stimulation (Bennett, Fox, & Signoret, 2011) . Aprés activation du ligand, le
domaine intra-cellulaire du récepteur est phosphorylé par des kinases comme GRK (G protein
coupled receptor kinase). Cette phosphorylation entraine l'internalisation du récepteur dans
des vésicules d’endocytose tapissées de clathrines et sa dégradation par des lysosomes
(Ferguson, 2001) . Par ailleurs les chimiokines sont capables de réguler leur propre
internalisation. Ainsi, CCR7 est internalisé grace a l'arrestine 3 lorsqu'il est lié a CCL19 mais
pas avec CCL21 (Byers et al., 2008) . Les arrestines jouent un réle important dans ce
processus, en se fixant avec haute affinité au récepteur phosphorylé, elles permettent
I'endocytose (Neel, Schutyser, Sai, Fan, & Richmond, 2005) . Premiérement, les arrestines se
lient au récepteur phosphorylé et bloquent ainsi stériquement linteraction entre le récepteur
et la protéine G (Vroon, Heijnen, & Kavelaars, 2006) . En second, elles sont responsables de
I'internalisation du GPCR dans les vésicules d’endocytose tapissées de clathrines qui entraine
la dégradation, la déphosphorylation et le recyclage a la membrane (Kelly, Bailey, &
Henderson, 2008; Wolfe & Trejo, 2007) . Ainsi, les neutrophiles déficients pour le géne de la

52



Généralités : les chimiokines et leurs récepteurs

B-arrestine présentent une sur-production du calcium intracellulaire et une internalisation
réduite de CXCR2 en réponse a CXCL1 (Su et al., 2005) . Les lymphocytes déficients pour la
B-arrestine ont une migration altérée in vitro aprés activation du couple CXCR4/CXCL12. Par
ailleurs, cette étude montre le r6le majeur que jouent les B-arrestines dans I'asthme allergique

puisque les souris déficientes pour la B-arrestine ont une moindre accumulation des TH2 au

niveau des poumons (Walker et al., 2003) .
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Figure 17: Internalisation et recyclage du récepteur de chimiokine

Il.  Les chimiokines et leurs récepteurs dans le
systeme immunitaire

1) Organes lymphoides primaires

Les organes lymphoides primaires sont le siege du développement et de la différenciation des
précurseurs cellulaires en cellules immunitaires matures. Ces processus sont en partie
contrélés par I'expression des chimiokines et de leurs récepteurs. Le thymus permet le
développement des lymphocytes T. Il est responsable de la différenciation, de I'expansion et
de la sélection des précurseurs hématopoiétiques. Au fur et a mesure des étapes de

différenciations, les lymphocytes T sont constamment en mouvement, celui-ci étant régi par
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les chimiokines qui les guident de compartiment en compartiment. Le développement cellulaire
des lymphocytes T est ainsi contrélé en majeure partie par les couples CCR9/CCL25,
CXCR4/CXCL12 et CCR7/CCL21 (Griffith, Sokol, & Luster, 2014; Love & Bhandoola, 2011) .
En effet les souris déficientes pour CCR7 ou CCR9 présentent une réduction massive du
nombre de thymocytes car ces deux récepteurs sont responsables de la colonisation du
thymus par les progéniteurs hématopoiétiques (Liu et al., 2006; Schulz et al., 2016) . Les
progéniteurs entrent ainsi dans le thymus par I'expression de CXCR4 qui se lie au CXCL12
exprimé par les cellules épithéliales (Griffith et al. 2014). Ensuite, ces cellules se différencient
en double négatifs CD4/CD8 et commencent a proliférer au niveau des jonctions cortico-
médullaires. Les doubles négatifs exprimant les récepteurs CCR9 et CXCR4, sont alors testés
selon le réarrangement de leur TCR et entrent dans le processus de sélection positive et
negative; s'ils passent cette sélection, ils se différencient en double positifs CD4+*/CD8* au
niveau du cortex. Les cellules doubles positives expriment en plus le récepteur CCR4 et CCR7
ce qui permet leur différentiation en simple positif et le passage dans la médulla (Bunting,
Comerford, & McColl, 2011) . La sortie des cellules simples positives CD4* ou CD8* est
régulée par I'expression du récepteur de la sphingosine-1-phosphate (S1PR). La rétention et
la maturation des cellules souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse sont largement
régulées par 'axe CXCR4/CXCL12. Ces cellules expriment une grande quantité de CXCR4 a
leur surface qui se lie a CXCL12 au niveau des ostéoblastes, des cellules endothéliales et des
fibroblastes (Sugiyama, Kohara, Noda, & Nagasawa, 2006) . L'axe CXCR4/CXCL12 est
nécessaire a la différenciation de nombreuses cellules immunitaires dont les lymphocytes B,
les monocytes, les macrophages, les neutrophiles, les NK et les cellules dendritiques
plasmacytoides (Mercier, Ragu, & Scadden, 2011) . Il permet la rétention des progéniteurs
ainsi que des cellules matures dans la moelle osseuse. Le blocage de CXCR4 par des
antagonistes induit une mobilisation excessive et anormale des neutrophiles dans le sang
(Broxmeyer et al., 2005) . En conditions basales, I'expression du récepteur CXCR4 sur les
neutrophiles diminue tout au long de leur maturation, permettant leur sortie dans le sang et
dans les tissus périphériques. La maturation et la libération des lymphocytes B sont également
contr6lées par 'axe CXCR4/CXCL12. Le KO conditionnel de CXCR4 sur les B induit ainsi une
sortie prématurée des B de la moelle osseuse vers le sang (Nie et al., 2004) . Au fur et a
mesure de la différenciation des progéniteurs B en cellules B matures, I'expression de CXCR4
est diminuée. Finalement, la sortie des B est régulée par I'expression de S1PR (Allende et al.,
2010) .
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2) Organes lymphoides secondaires

Les organes lymphoides secondaires sont composés des ganglions lymphatiques, des
plaques de Peyer et de la rate. L’'entrée des cellules dans les ganglions lymphatiques
nécessite une multitude de signaux générés par les chimiokines, les intégrines ou encore les
sélectines. Les cellules T naives entrent dans les ganglions lymphatiques par les veinules a
endothélium épais (HEV high endothelial veinules). Brievement, les cellules roulent au niveau
de l'endothélium gréce a l'expression de sélectines, puis s’accrochent fermement par
I'interaction des intégrines avant de traverser par extravasation a travers les cellules
endothéliales (Ley et al., 2007) . La premiére étape de roulement est médiée par I'expression
de la sélectine CD62L par les lymphocytes naifs et par I'expression d’adressine PNAd
(peripheral LN adressin) par les cellules endothéliales (Miyasaka & Tanaka, 2004; von Andrian
& Mempel, 2003) . Au niveau des plaques de Peyer, linteraction entre la cellule et
'endothélium se fait par l'intégrine a4B7 et son ligand MadCam-1 (Griffith et al. 2014). Ces
interactions induisent et facilitent la reconnaissance des récepteurs par les chimiokines
associées. Les couples chimiokine/récepteur régulant I'activation des intégrines et I'entrée des
lymphocytes dans les ganglions lymphatiques et les plaques de Peyer sont CCL19 et 21/CCR7
et CXCL12/CXCR4 pour les lymphocytes B et T et seulement CXCL13/CXCR5 pour les B. En
effet, CCL21 peut étre détectée en grande quantité dans les HEV des ganglions lymphatiques
et dans les plaques de Peyer, et dans les zones T de la rate (Gunn et al., 1998; Stein et al.,
2000) . En revanche CCL19 est produite par les cellules perivasculaires et amenée par voie
transcellulaire au niveau du lumen des HEV (Baekkevold et al., 2001) . CXCR4 contribue dans
une moindre mesure que CCR7 a l'entrée des cellules lymphocytaires dans les ganglions
lymphatiques. CXCL12 est retrouvée au niveau du lumen des HEV mais tout comme CCL19,
son expression semble étre localisée aux cellules perivasculaires (Okada et al., 2002) . Par
ailleurs, son action semble étre redondante avec CCR7 puisque I'entrée des cellules CXCR4
" ne semble étre altérée qu’en I'absence de CCR7 (Okada et al., 2002) . Aprés leur entrée
dans les ganglions lymphatiques, les chimiokines et leurs récepteurs sont également
indispensables pour la reconnaissance entre les lymphocytes et les cellules présentatrices
d’antigenes. CCR7 apparait la-aussi essentiel dans ce processus, puisque la mobilité et la
vitesse des cellules CD4* CCR77 semblent étre altérées aprés leur entrée dans les ganglions
lymphatiques (Worbs, Mempel, Bélter, von Andrian, & Férster, 2007) . Le couple
CXCR5/CXCL13 permet le positionnement des lymphocytes B dans les ganglions apres leur
entrée. A l'inverse, CCR7 et CXCR4 sont requis uniquement pour I'entrée des B et non pour
leur positionnement (Coelho et al., 2013) . Les cellules dendritiques sécrétent également des
chimiokines comme CCL19 au niveau des zones T des ganglions, ce qui permet I'attraction
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des cellules T naives CD4* et CD8* ainsi que les B. Via I'expression de CCR7 sur les cellules
naives, les cellules dendritiques peuvent alors établir une interaction qui précede
I'établissement de la synapse immunologique (Friedman, Jacobelli, & Krummel, 2006) . Le
récepteur de la sphingosine-1-phosphate permet ici aussi la sortie des lymphocytes hors des
ganglions lymphatiques. De la méme maniére que dans les ganglions, les récepteurs de
chimiokines CCR7 et CXCR5 et leurs chimiokines associées CCL19, 21 et CXCL13 sont
nécessaires pour I'entrée des lymphocytes T et B respectivement dans la rate (Griffith et al.
2014).

3) Périphérie

En conditions basales, les chimiokines et leurs récepteurs contrblent le positionnement et
I'hnoméostasie cellulaire. Ainsi, apres la sortie de la moelle osseuse, les neutrophiles circulent
dans le sang ou ils attendent un stimulus inflammatoire qui active alors leur migration dans les
tissus périphériques. Les neutrophiles expriment majoritairement CXCR2 et CXCR1 (Giriffith
et al. 2014). En fin de vie, I'expression de CXCR4 augmente ce qui induit le retour des
neutrophiles dans la moelle osseuse ou ils rentrent en apoptose (Martin et al., 2003) . En
conditions homéostatiques, les éosinophiles sont majoritairement retrouvés au niveau du
tractus gastro-intestinal qui représente le plus gros réservoir d’éosinophiles dans I'organisme
(Mishra, Hogan, Lee, Foster, & Rothenberg, 1999) . Les éosinophiles expriment CCR3 qui se
lie a la famille des éotaxines dont CCL11, CCL24 et CCL26. Les lymphocytes naifs circulent
constamment entre le sang et les organes lymphoides secondaires. Leur migration dépend
largement de I'expression des intégrines et des chimiokines. Durant un épisode inflammatoire,
'expression de CCR7 et de S1PR sur les lymphocytes T activés est diminuée ainsi que la
production de CCL21 (Pham, Okada, Matloubian, Lo, & Cyster, 2008) . Les lymphocytes T
activés, sortant des ganglions lymphatiques sont alors guidés par lintermédiaire de
'expression de récepteurs de chimiokines vers les tissus périphériques. Les cellules T
effectrices CD8* régulent négativement leur expression de CD62L et CCR7 et expriment
CXCR3 CCR5, CCR6, CXCR1 ou encore CX3CR1 (Nolz, Starbeck-Miller, & Harty, 2011) .
Les lymphocytes TH1 expriment eux CXCR3, CCR5 et CXCR6 ; les TH2 expriment CCR4,
CCR8, CX3CR1 et CRTH2 et les TH17 expriment CCR6 et CCR4 (Lim, Lee, Hillsamer, & Kim,
2008) . Les cellules T régulatrices expriment le récepteur CCR4. Ainsi, la délétion de CCR4
sur les T régulateurs empéche leur accumulation au niveau des poumons et de la peau et
induit une inflammation cutanée spontanée (Sather et al., 2007) . Les cellules T régulatrices
mémoires perdent I'expression des récepteurs de type naifs CCR7 et de type intestinaux tel
que CCR9 et 04B7 au profit des récepteurs inflammatoires de type cutané et pulmonaires
comme CCR2, CCR4, CCR5, CCR6 et CCR8 (Grindebacke et al., 2009) . Ce changement
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d’expression suggére que les lymphocytes T régulateurs circulants rencontrent et
reconnaissent des antigénes au niveau de l'intestin puis sont soit retenus sur site ou activés
par des cellules présentatrices d’antigénes et migrent vers d’autres sites d’inflammation tel
que la peau ou les poumons par l'intermédiaire des récepteurs de chimiokines associés
(Grindebacke et al., 2009) . Par ailleurs, le site d’activation est primordial dans la migration
des lymphocytes T. Effet, au niveau de la peau, les lymphocytes T activés dans les ganglions
lymphatiques cutanés par les cellules de Langherans vont exprimer préférentiellement le
« cutaneous lymphocyte antigen » (CLA) ainsi que les récepteurs de chimiokine CCR4 CCR8
et CCR10, permettant leur migration vers la peau par l'intermédiaire des chimiokines CCL17
et 22, CCL1 et CCL27 respectivement (Homey, Steinhoff, Ruzicka, & Leung, 2006) . Si le
mécanisme au niveau des poumons est moins bien documenté, on connait en revanche le

processus au niveau des ganglions mésentériques.
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Figure 18: Le contréle du trdfic cellulaire par les chimiokines entre la moelle
épiniére, le sang et les tissus périphériques en période d'inflammation. D’aprés
GRIFFITH, Annual reviews of immunology, 2014
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Tableau 3: Chimiokines et leurs récepteurs
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4) Exemple de "activation des T par les cellules CD103" dans
les ganglions mésentériques

La muqueuse intestinale abrite de nombreuses cellules immunitaires dont les cellules
dendritiques, qui sont positionnées stratégiquement sous I'épithélium afin de capturer les
antigénes. Les cellules dendritiques sont localisées principalement au niveau de la lamina
propria, des plaques de Peyer, des ganglions mésentériques et des follicules lymphoides
isolés (Rescigno & Di Sabatino, 2009) . La majorité des cellules dendritiques exprime les
marqueurs de surface CD11c et le CMH de classe Il. Une partie de ces cellules, localisées au
niveau de la lamina, exprime aussi le marqueur CD103 et posséde des propriétés particulieres
(Ruane & Lavelle, 2011) . Le principal ligand de CD103 est I'E-cadhérine une molécule
d’adhérence située au niveau des cellules épithéliales. Les cellules dendritiques CD103* ont
'unique capacité de capturer I'antigéne au niveau de I'épithélium intestinal et de migrer vers
les ganglions mésentériques afin d’activer I'expression des molécules de domiciliation
intestinale CCR9 et a437 sur les lymphocytes T grace a la transformation du rétinol (vitamine
A) en acide rétinoique par I'enzyme rétinal déshydrogénase (RALDH2) (Johansson-Lindbom
& Agace, 2007) . En effet, il a tout d’abord été montré que I'acide rétinoique et le rétinol était
retrouvés en grande quantité au niveau de l'intestin gréle (Lampen, Meyer, Arnhold, & Nau,
2000) . Par ailleurs, il a été montré que les cellules dendritiques CD103* exprimaient 'enzyme
RALDH2 (Edele et al., 2008; lliev et al., 2009) . En parallele, I'équipe de Maria Rescigno a
montré que les cellules dendritiques CD11c* sont capables de traverser la couche de cellules
épithéliales et de capturer les antigénes pour les transporter dans la lamina propria (Maria
Rescigno & Di Sabatino, 2009) . Ainsi, il a été démontré que les cellules dendritiques CD103*
étaient responsable de l'induction des molécules CCR9 et a4B7 sur les cellules T, par la
conversion du rétinol et acide rétinoique (lwata et al., 2004; Mora et al., 2003) . A l'inverse des
cellules CD103-, les cellules CD103* expriment beaucoup plus de RALDH2 et sont capables
de migrer vers les ganglions mésentériques pour induire la domiciliation cellulaire des T naifs
(Annacker et al., 2005; Johansson-Lindbom et al., 2005) . Par ailleurs il a été montré que ce
meécanisme participe a la tolérance orale. En effet, a l'inverse des T regulateurs naturels
(nTreg), qui se différencient dans le thymus, les T régulateurs induits (iTreg) sont issus de la
différenciation des lymphocytes CD4* aprés stimulation antigénique. Les cellules CD103* sont
ainsi capables d’induire la conversion des cellules T naives en T régulateurs Foxp3*, grace au
TGF-B et a I'acide rétinoique (Coombes et al., 2007; Jaensson et al., 2008; Siddiqui & Powrie,
2008) . Plus récemment il a été montré que I'lL-10 participe aussi a I'induction de I'expression
des récepteurs de domiciliation cellulaire des T régulateurs par les cellules CD103* (Bakdash,
Vogelpoel, van Capel, Kapsenberg, & de Jong, 2015) . Les cellules dendritiques CD103* sont
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une catégorie qui se différencie des cellules dendritiques CX3CR1* par leur capacité a migrer.
En effet, les cellules CX3CR1* ont la propriété de récupérer les antigénes directement au
niveau du lumen grace a l'allongement de leurs dendrites a travers les cellules épithéliales
(Niess et al., 2005) . Contrairement aux CD103*, ces cellules ne sont pas migratoires ; il est
en effet probable que les cellules CX3CR1* capturent I'antigéne et le passent ensuite aux
CD103* qui vont ensuite migrer jusqu’aux ganglions mésentériques (Schulz et al., 2009) . Les
cellules CX3CR1* sont en fait reconnues plus comme des macrophages que comme des
cellules dendritiques.

CD103*
DC

Retinol ?RA

T naif

L Foxp T régulateur
g1p7 * TGF-p

IL-10
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& Barriére
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Figure 19: Stimulation des lymphocytes T naifs par les cellules dendritiques CD103+ dans la
tolérance orale et dans I'allergie
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POINTS CLES
Il existe 4 familles de chimiokines : CCL, CXCL, XCL et CX3CL

Les chimiokines et leurs récepteurs sont responsables du recrutement et du
positionnement des cellules immunitaires a travers un phénomene appelé
diapédése qui est composé de trois étapes: le roulement, larrét et la
transmigration

[l existe des chimiokines homéostatiques (CCR7/CCL21 et 19, CXCR4/CXCL12 et
CCR9/CCL25) et des chimiokines inflammatoires

Au niveau intestinal, les cellules dendritiques CD103+ sont responsables de la

stimulation des T naifs et de I'expression des récepteurs de domiciliation intestinale

IIl.  Implication des récepteurs de chimiokines
dans 'allergie

1) Un récepteur intestinal : CCR9

Découvert en 1999 en tant que ligand unique de TECK (Thymus-expressed chemokine) ou
CCL25 selon la nomenclature officielle, CCR9 est un récepteur de chimiokine a sept domaines
transmembranaires exprimé majoritairement dans les thymocytes (Norment, Bogatzki,
Gantner, & Bevan, 2000; Zaballos, Gutiérrez, Varona, Ardavin, & Marquez, 1999) . En effet, il
a été montré que CCR9 induisait la migration des cellules lymphocytaires immatures doubles
positives CD4*/CD8* et matures CD4* et CD8* au sein du thymus (Youn, Kim, Smith, &
Broxmeyer, 1999) . La délétion de CCR9 sur des souris empéche la migration in vitro des
thymocytes vers CCL25 en transwell et ainsi inhibe le développement normal des cellules T
au sein du thymus (Wurbel et al., 2001) . De ce fait, CCR9 a tout d’abord été catégorisé en
récepteur de chimiokine homéostatique, c’est-a-dire régulant la migration des cellules
immunitaires, notamment les lymphocytes et les thymocytes en conditions basales. Dans la
foulée, il a été démontré que CCR9 était aussi exprimé par les lymphocytes intestinaux
exprimant 'intégrine a4f7 et non pas par les lymphocytes cutanés CLA* (Zabel et al., 1999) .
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La sécrétion de TECK par les cellules épithéliales intestinales a permis de montrer que le
couple CCR9/TECK permettait la migration des lymphocytes CD4 et CD8 vers l'intestin (M. A.
Wourbel et al., 2001) et que les souris déficientes pour CCL25 présentaient une migration
altérée des lymphocytes CD8 spécifiques d’'un antigéne dans la lamina propria (M.-A. A.
Wourbel, Malissen, Guy-Grand, Malissen, & Campbell, 2007) . Par ailleurs une étude a montré
que la domiciliation des lymphocytes T par I'expression de CCR9 était préférentiellement
dirigée vers l'intestin gréle et non pas le colon (Papadakis et al., 2000) . En conséquence le
couple CCR9/CCL25 est I'unique couple permettant la migration des cellules immunitaires
vers l'intestin. Trés rapidement, certaines études se sont alors penchées sur le réle potentiel
de CCR9 et TECK dans les maladies inflammatoires de lintestin. Chez la souris, il a été
démontré que le couple CCL25/CCR9 régulait l'inflammation dans un modéle de colite
ulcéreuse induit par le DSS (Dextran sodium sulfate) (M.-A. Wurbel, Mclintire, Dwyer, &
Fiebiger, 2011) . Dans un modéle de colite induite a I'oxazolone, le couple CCL25/CCR9
favorise l'induction des cellules iNKT (Zhu et al. 2014). Chez 'lhomme il a été démontré que
les lymphocytes CCR9* étaient présents en plus grande quantité dans le sang des patients
cceliaques ou atteints de la maladie de Crohn; par ailleurs I'expression de TECK est
augmentée dans les cellules épithéliales intestinales des cryptes (K. A. Papadakis et al., 2000)
. Dans les ganglions mésentériques de patients atteints de la maladie de Crohn, il a été montré
que les lymphocytes T CCR9* étaient pro-inflammatoires et exprimaient plus d’IL-17 et d’IFN-
y aprés stimulation anti-CD3 que les cellules de patients sains (Saruta et al., 2007) . Dans des
biopsies de patients atteints de la maladie cceliaque, une étude montre une réduction des
lymphocytes CD3* CCR9* (Olaussen et al. 2007).

Ces résultats ont ouvert la voie au développement d’antagonistes de CCR9 et aux lancements
d’essais cliniques sur des patients souffrant de maladies inflammatoires de I'intestin. Ainsi un
antagoniste de CCR9 appelé Vercirnon sous son nom commercial (ChemoCentryx), a été
testé dans plusieurs essais cliniques sur des patients atteint de maladie inflammatoires de
I'intestin (Eksteen & Adams, 2010; Walters et al., 2010) . Le premier essai clinique (PROTECT-
1) réalisé sur des patients souffrant de maladie de Crohn utilisant I'antagoniste de CCR9
nommeé alors CCX282-B a montré des résultats encourageants. Suivant cette étude, la phase
[l de l'essai clinique (SHIELD) a été réalisée en collaboration avec GlaxoSmithKline
(Pantagoniste a ainsi été renommé GSK1605786) toujours sur des patients souffrant de
maladie de Crohn, modérée a sévére. L'étude, randomisée, a double insu et contrélée avec
placebo a évalué I'efficacité du Vercirnon donné a hauteur de 500mg par jour par voie orale
pendant 12 semaines. Cependant, les résultats n’ont montré aucunes différences significatives
entre le groupe traité et le groupe placebo. L’essai clinique a donc été stoppé en phase Ill en
2013 en raison de l'inefficacité de I'antagoniste (Feagan et al., 2015; Kalindjian et al., 2016;
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Wendt & Keshav, 2015) . Plusieurs explications ont été avancées pour essayer de comprendre
les résultats des deux essais cliniques. Tout d’abord, la population sélectionnée pour le
deuxiéme essai (SHIELD) était plus sévérement malade que pour le premier essai
(PROTECT-1) (Kalindjian et al., 2016) . Par ailleurs, il est mentionné que I'anti-CCR9 présente
un faible profil pharmacocinétique méme si son absorption semble normale. En effet, les
concentrations plasmatiques en antagoniste mesurées sont en adéquation avec celles
calculées permettant un blocage suffisant de CCR9 (Feagan et al., 2015) . En revanche il est
probable que la durée déterminée de 12 semaines ne soit pas suffisante pour observer un
effet significatif sur les patients. Enfin, une des hypothéses avancées pour expliquer le manque
d’efficacité de I'antagoniste, est que CCR9 jouerait un réle limité dans la réponse inflammatoire
au cours de la maladie de Crohn (Feagan et al., 2015) . D’autres études sont en cours afin de
développer de nouveaux antagonistes de CCR9 (Kalindjian et al., 2016) . Une autre approche
serait de cibler non pas le récepteur mais son ligand, CCL25, par de petites molécules
appelées neutraligands. En effet, une stratégie alternative a l'utilisation d’antagoniste est
I'utilisation de molécule bloquant les ligands. Une étude a ainsi montré que la chalcone 4
bloque la liaison entre CXCL12 et CXCR4 (Daubeuf et al., 2013) . Le couple CXCR4/CXCL12
est fortement impliqué dans le développement tissulaire a travers la migration des cellules
embryonnaires et hématopoiétiques. Cependant, on sait également qu’il joue un réle dans
inflammation, particulierement dans la migration transendothéliale des lymphocytes et leur
recrutement au sein des tissus enflammés tel que les poumons dans I'asthme (Gonzalo et al.,
2000; Lukacs, Berlin, Schols, Skerlj, & Bridger, 2002) . Il a ainsi été montré que l'utilisation de
la chalcone 4 bloque l'effet de CXCL12 sur CXCR4 sans affecter 'activité basale de ce
récepteur et permet une réduction de linflammation dans un modéle murin d’asthme a

'ovalbumine (Gasparik et al., 2012) .

2) Les récepteurs de chimiokines dans l'allergie

Revue : Chemokine receptors in allergic diseases

Laure Castan, Antoine Magnan, Gregory Bouchaud, Allergy, 2016
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vation of bone marrow-derived cells in various tissues. Immune cell trafficking is
orchestrated by a family of small proteins called chemokines. Leukocytes express

cell-surface receptors that bind to chemokines and trigger transendothelial migra-

tion. Most allergic diseases, such as asthma, rhinitis, food allergies, and atopic
dermatitis, are generally classified by the tissue rather than the type of inflamma-
tion, making the chemokine/chemokine receptor system a key point of the
Moreover, because small antagonists can easily block such
receptors, various molecules have been developed to suppress the recruitment of

immune cells during allergic reactions, representing potential new drugs for aller-
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gies. We review the chemokines and chemokine receptors that are important in

asthma, food allergies, and atopic dermatitis and their respectively developed

Edited by: Thomas Bieber antagonists.

In homeostasis, as well as under inflammatory conditions,
immune cells travel throughout the entire organism in the
blood and lymphatic vessels. Homing of immune cells to
inflamed tissues and organs is a crucial step for defense
against pathogens and infections. Under inflammatory condi-
tions, immune cells migrate to the site of inflammation owing
to a common process orchestrated by small molecules of
15 kDa called chemokines. Chemokines are subdivided into
the following four groups according to the arrangement of
the amino terminal cysteine residues: CC, CXC, C, and
CXC3C (Fig. 1). Approximately forty chemokines can be
linked to nineteen chemokine receptors, which are coupled to
G proteins expressed by a large variety of immune cells. Each
of these receptors can be linked to several molecules of the
same group. Chemokines are mostly expressed by endothelial
and epithelial cells. Thus, when immune cells expressing a
chemokine receptor travel through the blood and lymphatic
vessels, they are attracted by their matching ligands. Adhe-
sion molecules such as integrins are also involved in the pro-
cess to stabilize circulating cells against the vessel wall (1).
Four major steps govern this process called chemotaxis: roll-
ing, activation, arrest, and transendothelial migration. When
chemokines are secreted into the outer-cell medium, targeted
cells will position themselves toward the gradient. The first
step of this migration 1is the rolling of the cells on the
endothelial cell layer. This step depends on the interaction

between integrins and selectins, such as E-selectin, P-selectin,
or L-selectin (CD62L), expressed only by nafive cells. Once
the leukocyte is fixed on the endothelium, the chemokine
receptor binds to its ligand to immobilize the cell. This inter-
action induces conformational changes that lead to increased
affinity to integrins, reinforcing adhesion to the endothelium.
Finally, the cell crosses the endothelium through cell junc-
tions (2).

Once a chemokine has bound to its receptor, a signaling
cascade triggers cytosolic calcium elevation: The activation of
the G protein induces the activation of phospholipase C,
which cleaves the phosphatidyl-inositol diphosphate into two
parts, the diacylglycerol and the inositol triphosphate, which
activate the protein kinase C for the first and trigger calcium
elevation for the second. These chain reactions lead to signal-
ing cascades, such as those mediated by MAPK, ERK, and
JAK, which trigger the expression of various molecules
responsible for cell migration (3).

Most of the chemokines and chemokine receptors are not
essential for life, as shown by targeted gene deletions in mice.
CXCLI12 is the only exception because, in the fetal state,
CXCL12-knockout mice do not survive because of multiple
organ failure. Indeed, CXCL12 is responsible for the migra-
tion of haematopoietic progenitor cells in the bone marrow
(4). Immune cells can express various chemokine receptors at
the same time, and the pattern of expression can be classified
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Figure 1 Structure of the four classes of chemokines.

by homeostatic and inflammatory receptors (1). Homeostatic
receptors, such as CCR7, CCR9, CCR10, and CXCR4, are
chemokine receptors expressed under basal conditions, but
some of them can also be overexpressed in inflammatory
states. The homeostatic receptors are mainly expressed during
organogenesis or for development of tissues, such as sec-
ondary lymphoid organs, including the lymph nodes (LN).
CCR7, mainly expressed by nafive T cells, allows these cells
to enter into secondary lymphoid organs owing to its interac-
tion with CCL21 and CCL19. The pair CCL25/CCRY is
involved in thymus development: Immature T cells are
attracted by the expression of CCL25 by thymic dendritic
cells (5). Inflammatory chemokine receptors are expressed in
inflamed tissues by resident immune cells and cells stimulated
by the cytokine environment (6). Indeed, the presence of pro-
inflammatory cytokines or pathogens induces the expression
of chemokine receptors on cells. However, the expression of
tissue-specific chemokine receptors is imprinted by dendritic
cells in secondary lymphoid organs, which activate lympho-
cytes. Thus, the specific homing is due to the activation site
(7). For example, lymphocytes in the mesenteric LN are
imprinted by CD103+ dendritic cells during antigenic sensiti-
zation to express CCR9 and a4b7, which lead to their migra-
tion to the intestine. In the skin, Langerhans cells activate T
cells to express CCR10, CCR4, CCRS, and the CLA (8).
While these mechanisms are well known for the skin and the
intestine, the migration of immune cells within the lungs
remains unclear.

Chemokines and chemokine receptors are involved in sev-
eral mechanisms of the immune system. Their first and main
role is chemotaxis. The cell migration occurs when chemoki-
nes are expressed in the extracellular medium. Chemokine
expression is generally due to epithelial and endothelial cells
and correlated with the receptor expression by immune cells.
For example, in asthma, the increased expression of CCR4
by T cells from broncho-alveolar lavage has been correlated
with the increased expression of CCL22 measured by
enzyme-linked immunosorbent assay (9). Moreover, the
increase in CCL25 within the intestine in chronic inflamma-
tory diseases was correlated with the increase in CCR9-
expressing T cells in mesenteric LN (10). Finally, in atopic
dermatitis, the increased expression of CCL18 by skin epithe-
lial cells has been correlated with increases in CLA+ T cells
and CCR8+ T cells (11). As a consequence, it has been
shown that it is the increased expression of chemokines that
precedes the homing of the cells. The secretion of CCL17 by
bronchial epithelial cells and dendritic cells in asthmatic

Chemokine C
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subjects preceded the homing of Th2 cells (12). In another
study using a model of acute asthma, the authors showed
that a higher concentration of CCL22 found in the lungs,
expressed by monocytes and macrophages, preceded the
migration of Th2 cells (13). In the same manner, during the
first stage of airway inflammation, the secretion of CCLI11
led to eosinophil infiltration (14). Besides this role, the che-
mokine/chemokine receptor system is also involved in cell
retention, survival, or cell proliferation. Indeed, chemokines
also regulate the time spent by lymphocytes inside the LN.
Within the LN, T cells follow the CCL19 and CCL21 gradi-
ent to encounter DCs. This migration is due to a CCR7-
mediated retention signal which ends with the expression of
the sphingosine-1-phosphate (S1P) gradient and the exit of
the T cell out of the LN (15). In terms of retention, the
CXCR4/CXCL12 couple is very important for the differenti-
ation of hematopoietic stem cells into various immune cells.
Indeed, the blockade of the CXCR4/CXCL12 axis induces
the release of neutrophils from the bone marrow, indicating
a strong role of the chemokine receptor in their retention
(16). CXCR4 is also required for the B-cell retention within
the bone marrow (17).In terms of survival, CX3CR1 was
described to provide a prosurvival signal to monocytes (18)
and is also involved in the survival of Th2 cells in allergic
asthma (19).

In allergic diseases, it has been shown that multiple chemo-
kine receptors are overexpressed depending on the affected
tissue (Table 1). In this review, we explain the types of che-
mokine receptors that are involved in three major allergic
diseases: asthma, food allergies, and atopic dermatitis. Che-
mokine receptors are expressed by all the immune cells, but
considering that T cells are critical upstream mediators of the
allergic inflammation and are essential for the adaptive
response, we choose to focus our interest mainly on T-cell
homing (Fig. 2). Moreover, we detail the respective antago-
nists that have been developed.

Chemokine receptors in asthma

Asthma is characterized by airway hyper-responsiveness and

immune cell infiltration of the bronchi, composed of neu-
trophils, eosinophils, mast cells, and lymphocytes, particu-
larly the Th2 subtype (20), leading to airway narrowing and
respiratory symptoms. It has been shown that the accumula-
tion of Th2 cells results from the recruitment of T cells from
the mediastinal LN to the lungs and not from any prolifera-
tion of cells at the site (21). This recruitment depends on the
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Table 1 Chemokine receptors and their roles in allergic diseases

Castan et al.

Chemokine receptor Chemokine Cell type Allergic diseases
CCR1 CCLS5, CCL3 Monocytes, eosinophils, basophils T lymphocytes Asthma
CCR3 CCL11 Eosinophils, Th2, basophiles, mast cells Asthma
CCR4 CCL17, CCL25 Th2, Tregs, CDS8, monocytes Asthma, AD
CCR8 CCL1, CCL8 T lymphocytes, thymocytes, monocytes, splenocytes AD, Asthma
CCR6 CCL20 T and B lymphocytes, dendritic cells Asthma
CCR9 CCL25 T lymphocytes, thymocytes Food allergy
CCR10 CCL27 T lymphocytes, melanocytes, Langerhans cells AD
CX3CRI1 CX3CL1 T, B, and gamma delta lymphocytes, NK, monocytes Asthma, AD, food allergy
CXCR4 CXCL12 T and B lymphocytes, eosinophils, monocytes Asthma
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Figure 2 Tissue-specific homing of the immune cells owing to chemokine receptors.

chemokine expression by the inflamed tissue. Nevertheless,
the exact mechanism directing this accumulation remains
unclear. Thus, the overexpression
receptors is a good parameter to explain the major infiltra-
tion of T cells, particularly Th2 cells, observed during asthma
exacerbation (22). As its name suggests it, CCR1 was the first
chemokine receptor discovered. Mostly expressed by macro-
phages, eosinophils, and basophils, its ligands CCL3 and
CCL5 could be found in the broncho-alveolar lavage of
patients with asthma (23). However, CCR3, a receptor typi-
cally expressed by eosinophils, plays a greater role in the

pathology of asthma. CCR3 is one of the most relevant che-
mokine receptors in asthma because it triggers the migration

of various chemokine

of eosinophils owing to expression of the eotaxin family,
mostly CCL11, CCL24, and CCL26 (24). In a murine model
of acute asthma, it has been shown that the suppression of
CCL11 decreased eosinophil recruitment and thus airway
hyper-responsiveness  (25). As well as in mice, CCR3 is
equally important among human beings. Indeed, patients

with asthma displayed higher levels of CCL11 in plasma than
healthy volunteers (26). Finally, CCR3 deletion in mice sig-
nificantly decreased the homing of eosinophils to the lungs
(27) and airway hyper-responsiveness in a model of airway
inflammation induced by ovalbumin (28). Nevertheless, in
another model of murine asthma to ovalbumin, the deletion
of CCL11 did not completely inhibit the eosinophil recruit-
ment (29). Another type of receptor involved in asthma is
CCR4. Expressed mostly by Th2 cells, CCR4 plays a major
role in the recruitment of T cells both in mice and in human
beings (30). This receptor can bind two chemokines, CCL22
and CCLI17, which have been found in higher concentrations
in the broncho-alveolar lavage of patients with asthma (12,
31). The use of antibodies against CCR4 inhibited the nor-
mal migration of T cells to the lungs (32). Some studies have
shown a decrease in allergic markers, such as Th2 cytokines,
in a model of asthma, but some others have not reported any
differences between knockout and wild-type mice (33-35).
Indeed, CCR4-knockout mice seemed to be partially
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protected from symptoms in a model of allergy to Aspergillus
fumigatus (36). CCR8 is mostly expressed by T cells and par-
ticularly Th2 cells, and its expression, as well as that of its
ligand CCLI1, was increased in the broncho-alveolar lavage
of patients with asthma (37). In a model of asthma in CCRS8-
knockout mice, Th2 recruitment and mucus production were
impaired (38), as well as the eosinophil infiltrate (39). If some
studies made on mouse models correlate with the observa-
tions on human beings, there are contradictory results.
Indeed, some studies observed no correlations between the
absence of CCR8 and decreased respiratory symptoms (40,
41). CCR6 is expressed by different cell subsets, including T
and B cells and dendritic cells (42). Among T cells, CCR6 is
mostly expressed by Th17 cells, which were described as
involved in asthma through the secretion of IL-17 in a mouse
model (43). Ligation of CCR6 to CCL20 resulted in the
migration of Th17 cells to various tissues, including the lungs
and skin (42). Similarly, the expression of CCR6 on Th cells
in PBMCs was enhanced in patients with asthma, compared
to control subjects (44). CXCR4, which binds to CXCL12,
induced the migration of T cells and eosinophils (45).
Accordingly, high levels of CXCL12 were observed in the
broncho-alveolar lavage of patients with asthma (46). The
signaling pathway of CXCLI12 ends in the activation of
MMP9 (matrix metalloproteinase), a protein known to be
involved in asthma remodeling (47). Finally, some recent
studies have examined the role of CX3CR1 and its ligand
CX3CL1 in asthma. The receptor CX3CRI1 is expressed by
various types of cells, including lymphocyte CD4, CDS, and
Tcd, and its expression was increased in the broncho-alveolar
lavage of patients with asthma (48). Moreover, tobacco con-
sumption is associated with an increase in CX3CL1 expres-
sion by the endothelium which attracts CX3CRI1" cells

and increases their transendothelial migration (49). Finally, the
expression of CX3CR1 by Th2 cells stimulated their survival
and their retention within the airways (19).

Given the complexity and the redundancy of this system,
human studies are needed to confirm or inform mouse mod-
els and understand the role of chemokine receptors. The
access to biological fluid such as blood and BALF from
patients suffering from asthma has significantly increased our
knowledge on chemokine and their receptor in human beings.
But although these samples are reasonably accessible, tissue
studies require a more invasive procedure. Using mice facili-
tates the access to entire organs whose responses can be very
different than fluid cells such as blood or BAL cells. Never-
theless, mouse models do not reflect the real disease, and par-
ticularly for asthma where the bronchi are not the same, the
immune response can be different. But surprisingly, knockout
mouse models have yielded encouraging results. All these
contradictory results suggest that the increase in a given che-
mokine and/or its receptor may not reflect the pathology but
be a more protective or a compensatory effect (50).

Chemokine receptors in atopic dermatitis

Atopic dermatitis is the most common skin disease in the
world among children. The prevalence is 60% among

Chemokine receptors in allergic diseases

children younger than 1 year, and it increases to 85% among
children younger than 5 years (51). Although this prevalence
decreases with age, some studies have shown a significant
increase in the disease in the past few decades. This increase
has been correlated with the increase in all atopic diseases,
such as asthma, especially among people living in urban
areas. The main characteristics of the disease are a dysfunc-
tion of the skin barrier and alteration of the immune system.
The most widespread symptoms are a thickening of the skin
and cell infiltration composed of mast cells, eosinophils, and
lymphocytes, generally the Th2 subtype (52). Thus, chemoki-
nes and chemokine receptors play crucial roles in this pathol-
ogy by recruiting immune cells to the skin. Many receptors
have been studied, such as CCR4, CCRI10, CCRS8, and
CX3CRI. In human beings, 90% of skin-resident lympho-
cytes express CLA (cutaneous lymphocyte-associated anti-
gen), which links to adhesion molecules such as E-selectin
that are expressed during flares of skin inflammation (53).
Moreover, CCR4 and CCRI10 seem to be associated with
these CLA+ lymphocytes (54). The first chemokine receptor
described in atopic dermatitis was CCRI10, which binds to
CCL27. Both molecules were highly expressed in skin biop-
sies of patients suffering from atopic dermatitis (55). CCL27
is exclusively expressed by keratinocytes under homeostatic
conditions, and its expression can be stimulated by pro-
inflammatory cytokines. Its neutralization induces a decrease
in the skin inflammation in a mouse model of atopic dermati-
tis (56). Moreover, its expression was controlled by the secre-
tion of inflammatory cytokines, such as IL-1b and TNF-a,
within inflamed tissues (57). Finally, the inhibition of CCL27
decreased inflammation and T-cell recruitment toward the
skin (58). Another receptor, CCR4, also expressed by CLA+
lymphocytes, binds to CCL22 and CCL17, which are mainly
expressed by keratinocytes, endothelial cells, and dendritic
cells. Their expression is particularly greater in the skin and
in the serum of atopic patients, as well as in NC/nga mice
(55, 59). CCL17 and CCL22 initiate the recruitment of Th2
lymphocytes, making CCR4 a potential target for therapeutic
strategies. Indeed, proliferation of Th2 cells could be found
in atopic dermatitis, in correlation with the increase in CCR4
expression (60). More recently, the receptor CCRS and its
main ligand CCL1 were found to be involved in a mouse
model of contact hypersensitivity. CCR8 is expressed by
helper T cells, thymocytes, macrophages, and dendritic cells
(61). CCL18, a recently discovered ligand of CCRS, induced
the migration of IL-5-secreting lymphocytes, leading to eosi-
nophil infiltration (61). Finally, it was shown that CCRS8 is
able to retain dendritic cells within the skin, which prevents
them to migrate toward secondary lymphoid organs. In a
model of contact hypersensitivity in CCR8 ' mice, antigen-
presenting cells could migrate toward LN from the skin after
sensitization (62). Finally, CX3CR1 was also studied in cuta-
neous inflammation. CX3CRIl-expressing T lymphocytes
(Th1 and Th2) seemed to be involved in /the induction of ato-
pic dermatitis in mice (52). CX3CRI1 mice displayed a
decrease in cutaneous inflammation and a decrease in inflam-
matory cells, such as mast cells, eosinophils, and lympho-
cytes. Similarly, among patients, CX3CL1 was overexpressed

Allergy 72 (2017) 682-690 © 2016 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd 685

68



Généralités : les chimiokines et leurs récepteurs

Chemokine receptors in allergic diseases

in endothelial cells and in serum, compared to healthy volun-
teers (63). If some receptors have been found to be involved
in skin inflammation and atopic dermatitis, to date, none of
them is actually used in therapeutics or tested in any clinical
trials. The redundancy of the system can explain this issue:
for example, the fact that the anti-CCR4 targets both Th2
cells and Treg cells may explain the difficulty to develop suit-
able antagonists (64). But the complexity of the diseases,
which are often very different from the animal models, is
also an issue. Indeed, the models of contact hypersensitivity
do not reflect totally the atopic dermatitis in human beings.
All these parameters must be taken into account to trans-
form chemokine receptor inhibition into new therapeutic
treatment.

Chemokine receptors in food allergy

IgE-mediated food allergies induce various symptoms and
can affect the skin, the intestine, and the lungs. They are trig-
gered by food allergens, which are usually harmless for
healthy people. The prevalence is very difficult to estimate
because of the different tests used (skin prick tests, self-
awareness, IgE concentration, etc.), but there are approxi-
mately 4-8% of food-allergic people among children and
1-3% among adults (65). Within the lamina propria, the
antigen-presenting cells are dendritic cells, particularly cells
expressing CD103 (66). After antigen capture, they migrate
to the mesenteric LN owing to the expression of CCR7 to
activate nafve T cells. In the same manner, naflve T cells enter
the LN through high endothelial venules and express CD62L
and CCR7, which bind to their respective ligands on
endothelial cells (GlyCAM-1, CCL21, and CCL19) (67). In
the LN, CD103+ cells induce the homing molecules CCR9
and a4b7 on T cells, which allow them to migrate to the
intestine. Regulatory T cells are also imprinted by dendritic
cells in the mesenteric LN to maintain oral tolerance in the
intestine. Thus, oral tolerance to food allergens can be
impaired in mice lacking the gene for a4b7, MadCaml, or
CCR9 (68, 69). However, these results are still subject to
debate (67). Despite contradictory results, everyone agrees
that food allergy is a breach in oral tolerance. The mecha-
nisms are not clear, but the expression of the homing mole-
cules is a crucial step in cell recruitment to the intestine.
Moreover, the allergic response is characterized by Th2 pro-
liferation, and Th2-associated cytokines and chemokines can
be found in the serum of allergic patients. In a model of food
allergy in mice, the receptor CCR8 and the ligands of CCR4,
CCL17, and CCL22 were overexpressed in the intestine (70).
Once again, the receptor CX3CRI is also involved in food
allergies. In CX3CR1’ mice, oral tolerance is impaired
because of inhibition of the migration of regulatory T cells.
The secretion of IL-10 was also decreased in this model (68).
It was shown that Tregs leave the mesenteric LN, multiply
among themselves, and migrate toward the lamina propria
owing to CX3CRIl-expressing myeloid cells, which also
secrete IL-10 (67, 71). The receptor CCR6 is also involved in
oral tolerance because IL-10-secreting Treg cells express
CCR6 on their membrane. Mice lacking this gene displayed

Castan et al.

impaired migration of Treg cells toward the intestine (72).
Finally, it was shown that CX3CRI" regulatory B cells
played a role in the establishment of oral tolerance. Indeed, a
decreased level of CX3CRI1* regulatory B cells could be
found in the blood of allergic patients (73). Moreover, adop-
tive transfer of CD5"'CD19*CX3CRI1" regulatory B cells
induced a decrease in the allergic reaction in a mouse model
(74). Relatively little is known about chemokine receptors in
food allergy. If some molecules are undoubtedly involved in
the process, none of them seem to predominate among the
others. Within the gut disease-like inflammatory bowel dis-
ease, CCR9 was found to be particularly involved, and the
clinical trial launched with its antagonist is well advanced
(75, 76).

Despite the large number of chemokine receptors found to
be involved in various diseases, none of these receptors seem
more important than the others. Indeed, if some studies have
clearly shown that the deletion of one gene in particular
decreased symptoms of the pathology, many of them have
found contradictory results. The type of model used, the type
of allergen, or the genetic background of the mice could
explain these conclusions. These issues are recurrent in the
field of chemokine receptors, and they demonstrate their pri-
mary role in homeostasis. In general, studies made on knock-
out mice reflect the studies made with antagonists and show
sometimes more convincing results. Indeed, the deletion of
CCL2 induces a great protection from experimental autoim-
mune encephalomyelitis (EAE), while CCR2 can link also
with CCL7 and CCL8, and none of their deletion showed
any effect on EAE (77). Regarding CCR4, it has been shown
that Tregs also expressed this receptor because 80% of them
are CD4+CD25+CCR4+ (78). Thus, CCR4-knockout mice
spontaneously develop skin inflammation due to the impaired
migration of Tregs toward the epithelium (79). In asthma,
the expression of CCR4 by Tregs is essential to regulate air-
way inflammation. Indeed, the adoptive transfer of
CD4+CD25+CCR4+ T cells in asthmatic mice decreased lung
inflammation, while the transfer of CD4+CD25+CCR4KO
cells did not (80). The solution could be the extensive use of
conditional knockout mice to analyze a particular cell sub-
type. Thus, results from knockout mouse studies must be
taken with caution. In some models, knockout mice show no
differences with the wild-type phenotype until they are sub-
mitted to an inflammatory stimulus (50). Moreover, chemo-
kine receptor may have a different role according to their
different ligand. For example, the chemokine CCLS induces
the recycling to the cell membrane only after the binding to
CCRS5 and not with its other receptors (CCR1 and CCR3)
(81). The degree of internalization and/or recycling to the cell
membrane of the receptor may change the response depend-
ing on the associated chemokine. Finally, chemokines can
also bind to glycosaminoglycanes which are carbohydrate
structures that are expressed on the cell surface or in the
extracellular matrix (82). They have an important role in che-
mokine retention and could regulate their concentration.
Indeed, CCL5 has a greater affinity for GAG than CCL2 or
CCL3 which can change receptor binding (83). Finally, the
differences encountered between the mouse and the human
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studies can be explained by the genetic differences. Indeed,
the two species do not possess the same number of chemoki-
nes and chemokine receptors. If all mammals have roughly
50 chemokines and 20 receptors, human beings have 27 CCL
chemokines, 17 CXCL, two XCL, and one CX3CL, whereas
mice have respectively 22, 15, 1, and 1 (82). Moreover, in
human beings, chemokines genes are mapped on the chromo-
somes 4ql2-21 and 17ql1.2, while mouse chemokines are
mapped on the chromosomes 5 and 11 (84). Chemokines are
known to be one of the most rapidly changing protein fami-
lies (82). And some chemokines that exist in human beings
cannot be found in mice, such as CCL13 and CCL14. The
opposite is also true because the chemokine CXCL15 does
not exist in human beings (85). There is a great difference in
gene cluster between mice and human beings as is shown
with the MCP: Monocyte Chimoattractant Protein group, a

good example of structural difference. Indeed, there is no

human counterpart of the MCP family (84, 85). Mice repre-
sent great models and great opportunities to understand

immune mechanisms, but we must be always careful while
extrapolating data from mouse studies to human diseases.

Chemokine receptor antagonists in therapeutic
strategies against allergies

Chemokines and their receptors orchestrate the spatial distri-
bution of immune cells toward inflammation sites under
basal conditions as well as in various pathologies. The under-
standing of these receptors allowed for the emergence of new
therapeutic strategies, such as the development of specific
antagonists. Today, some antagonists are still being tested in
clinical trials for different diseases, including allergies
(Table 2). Nevertheless, despite a great number of clinical tri-
als of chemokine receptor antagonists, very few of them have
yielded real treatments. Several pharmaceutical industries
developed antagonists which target the most important che-
mokine receptors involved in allergies, such as CCR3 and
CCR4. For example, the molecules GW824575 and
GSK2239633 targeting CCR3 and CCR4, respectively, devel-
oped by GSK, failed to prove their efficacy in asthma, and
the clinical trials were stopped in phase I (86). Until today,
only two drugs targeting chemokine receptors have been
marketed: maraviroc, an anti-CCRS developed by Pfizer and
used in HIV therapy, and plerixafor, an anti-CXCR4

Table 2 Chemokine receptor drugs in allergic diseases

Chemokine receptors in allergic diseases

developed by Anormed and used in oncology (87, 88). How-
ever, some drugs have been encouraging, and clinical trials
are still ongoing. The anti-CCR4 called mogamulizumab,
developed by Amgen and Kyowa-Hakko, is currently being
tested to treat lymphoma and allergic diseases (89, 90). The
anti-CCL11 (bertilimumab), developed by Immune Pharma-
ceuticals, is currently in a phase II clinical trial to treat vari-
ous diseases, such as asthma, Crohn’s disease, and macular
degeneration (91). The anti-CCR3 agent ASMS, developed
by Pharmaxis, was tested to treat asthma, and an anti-CCR9
called vercirnon, developed by Chemocentryx, is currently in
phase III trials to treat Crohn’s disease and celiac disease
(75, 76, 92). Chemokine receptors belong to the super family
of G-protein-coupled receptors (GPCRs), and they represent
good candidates for drug development. Indeed, the GPCR
family is the most successful target for drug discovery
because 30% of all medicines exert their effects via these
receptors (93). Many receptors have been targeted, such as
the b2-adrenoceptor for the treatment of asthma, the angio-
tensin receptor for the treatment of arterial hypertension,
and the opioid receptor for the treatment of pain. The rea-
sons for failure are many and are not always known. The
principal explanations are the high redundancy of the chemo-
kine system, disease heterogeneity and insufficient blockade
of the receptor, poor predictive data from animal models,
and our limited understanding of the system (86). Indeed,
because of the very complex system and its redundancy, it is
very complicated to target one cell type at a time. Chemokine
receptors are not specific to one cell type, and several share
the same function; therefore, the inhibition of one receptor
only is not sufficient to prevent cell migration. For example,
an antagonist against CCR4 targets effector T cells, as well
as regulatory T cells, which can worsen the condition rather
than improving it (94). The anti-CCR4 antagonist moga-
mulizumab has been implicated in severe cases of skin
inflammation during clinical trials because of the depletion of
Tregs (64). Moreover, it was discovered that the ligands of
CCR4, CCL17, and CCL22 did not respond in the same
manner and induced different signaling pathways (95). To
overcome the problem of redundancy, drugs have been devel-
oped to target two chemokine receptors at the same time.
The use of an antagonist blocking CCRS5 and CXCR3 for
the treatment of organ transplant rejection was successful in
a mouse model of heart transplantation (96). Moreover, dual

Chemokine

receptor targeted Drug name Company Disease Clinical phase Publication

CCR4 KW-0761 Amgen/Kyowa Lymphoma and allergic disease Phase 1 (92, 93)
(mogamulizumab)

CCR9 CCX282 (vercirnon) Chemocentryx Crohn’s disease, celiac disease Phase III (78, 79)

CCR3 ASMS Pharmaxis Asthma Phase II 95)

CCLI11 Bertilimumab Immune Pharmaceuticals Asthma, macular degeneration, Phase II 94)

Crohn’s disease

CXCR4 Plerixafor Anormed Cancer Marketed 1)

CCR5 Maraviroc Pfizer HIV Marketed (90)
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inhibition of CCR3 and the H1 histamine receptor has been
used for the treatment of asthma and atopic dermatitis

in vitro and in a mouse model of ovalbumin-induced asthma

(97). Finally, data from animal models have misled the devel-
opment of new drugs, and many antagonists proved their

efficacy in rodents but failed to induce the same effects in
human beings. The limited development of real treatments
from chemokine receptor antagonist has mainly been due to
the complexity of the chemokine/chemokine receptor system.

However, the targeted diseases are also very complex. Aller-
gic diseases are multifactorial, and many cells contribute to

inflammation according to the various endotypes and pheno-
types involved. This last parameter is very important and

must be considered for the elaboration of new treatments.

Conclusion

Our knowledge of chemokines and chemokine receptor fam-
ily has developed significantly over the past decades. It has
allowed us to enhance our understanding of the mechanisms

of allergic reactions. Now the greatest challenge is in convert-
ing this knowledge into new therapies. Small molecules can
now be used as antagonists of chemokine receptors to block

immune cell migration. As part of the GPCR family, the che-
mokine receptors represent quite interesting targets for the
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development of new drugs. Nevertheless, the high complex-
ity of these diseases and the high redundancy of the chemo-
kine/chemokine receptor system can explain the multiple
failures. Antagonists administered orally do not target a
specific tissue but exert their effects systemically. Moreover,
because of redundancy, the blockade of one chemokine
receptor is not sufficient. To overcome this problem, it
could be interesting to target specific cells with cocktails of
antagonists administered as ointments on the skin or by
aerosols for the lungs.
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Partie Il : Résultats et
discussion

|.  Objectifs de la these

La marche atopique touche aujourd’hui prés de 30% des enfants sensibilisés a un ou plusieurs
allergénes alimentaire ou souffrant de dermatite atopique. Cette évolution, visible assez
tardivement dans I'enfance (aprés 5 ans et jusqu’a I'adolescence) est totalement imprévisible.
Si on sait prévoir le risque de développement de la maladie en fonction de I'histoire familiale
de lallergie ou encore la présence de multiple sensibilisations alimentaires ou d’'une
coexistence de l'allergie alimentaire et de 'eczéma atopique, il est en revanche impossible de
prédire si I'enfant va effectivement développer de l'asthme plus tard. La recherche de
marqueurs prédictifs et la compréhension des mécanismes immunologiques de la marche
atopique sont donc des points cruciaux afin de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques. L’objectif de ma thése a donc été, en utilisant un modéle murin de marche
atopique, d’en comprendre les mécanismes immunologiques. En 2013, Ruane a démontré
que les cellules dendritiques pulmonaires pouvaient stimuler I'expression des molécules de
domiciliation intestinale (a4B7 et CCR9) par les lymphocytes T permettant leur migration vers
I'intestin et leur action contre une infection bactérienne (D. T. Ruane & Lavelle, 2011) . Ces
résultats suggerent donc qu’une réaction inflammatoire sur un site muqueux donné peut
engendrer une réponse au niveau d’un autre organe. Les récepteurs de chimiokines et leur
ligand jouent un role clef dans la migration des cellules inflammatoires lors de I'allergie, ainsi
nous avons émis I'’hypothése que certains récepteurs pourraient étre impliqués dans
I'évolution de I'inflammation au cours de la marche atopique. Pour cela, nous avons établi un
modele murin de marche atopique composé d’un modeéle d’allergie alimentaire aux gliadines
de blé suivi d’'un modéle d’asthme aigu aux acariens. Afin de ne pas introduire de biais, nous
avons décidé de remplacer l'ovalbumine par les gliadines de blé en tant qu’allergéne
alimentaire car 'OVA est trés couramment utilisé en tant qu’allergéne respiratoire dans des
modéles murin d’'asthme. La partie résultat de ce manuscrit sera divisé en trois parties, I'une
portant sur le réle de CCR9 dans la marche atopique, une sur le réle de CCR9 dans l'allergie
alimentaire seule et la derniére sur I'analyse de l'inflammation intestinale dans un modéle

d’allergie alimentaire par sensibilisation cutanée.
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II. Matériels et méthodes

1) Modéle animal

1.1) Mise en place du modele expérimental

1.1.a) Modéle de marche atopique

Le modéle murin est composé d’'un modeéle d’allergie alimentaire aux gliadines de blé suivi
d’'un modéle d’asthme aux acariens. L’étape de sensibilisation alimentaire est composée de 2
administrations de gliadine de blé (10ug) avec 100ul d’hydroxyde d’aluminium par voie intra-
péritonéale a 10 jours d’intervalle. Cette étape est suivie d’'une phase de déclenchement de
I'allergie alimentaire par voie intra-gastrique avec 20mg de gliadine de blé. L’allergie
respiratoire est ensuite induite par sensibilisation percutanée avec un extrait total d’acariens
Dermatophagoides farinae (Der f, 500ug). Le déclenchement de la réponse est induit par 2
provocations intra-nasales avec 250ug de Der f, 7 et 14 jours aprés la derniére sensibilisation.
Chez les souris C57BL6 qui ne sont pas pro-TH2, la réponse allergique est plus difficile a
mettre en place, ainsi le modeéle est rallongé par une sensibilisation alimentaire en IP et un
challenge intra-gastrique supplémentaire puis un challenge respiratoire supplémentaire a la
fin. Ce modele nous a permis de faire plusieurs groupes ; le groupe d’allergie respiratoire (RA),
le groupe allergie alimentaire * allergie respiratoire (FA+RA) et le groupe contréle (CTL).

Allergie Allergie
alimentaire respiratoire

i l ii5i1iii
tt t  tttt 1
t et 2t €t eT T

10 20 27 34
i

Jours

T /. Provocation Y ' Provocation Analyse
Sensibilisation (13I0u(§en 7re;| Sensibilisation Der f IN
Gluten IP 10ug mgim Der f PC 500ug 500ug

Figure 20: Modéle de marche atopique. Le modéle a été réalisé sur deux souches de souris différentes.
Fleches pleine : Balb/c, fleches hachurées : C57BL/6 J
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1.1.b) Modéle d’allergie par sensibilisation cutanée

Des rats Brown Norway élevés sous un régime sans gluten ont été sensibilisés par application
cutanée de l'allergéne sur 'abdomen, dont la peau a été préalablement Iégérement altérée.
Nous avons testé trois formes de gluten : du gluten natif non modifié, du gluten hydrolysé par
voie acide (gluten désamidé) et du gluten hydrolysé par voie enzymatique. Les rats sont
sensibilisés trois fois par semaines pendant cing semaines et sont sacrifiés au jour 35. La
veille de leur sacrifice, la réponse allergique est évaluée par injection de lallergéne de
sensibilisation dans l'oreille. Le gonflement de l'oreille est mesuré a I'aide d’'un micromeétre

digital.

Jour 35

_!_»' semaine
I ER I ERMIERIERITE >

Figure 21: Modéle d'allergie par sensibilisation cutanée

1.2) Analyses fonctionnelles respiratoires

1.2.a) Pléthysmographie

La pléthysmographie est une technique de mesure de la fonction respiratoire réalisée sur
souris vigiles placées dans une chambre de pléthysmographie. De la métacholine a dose
croissante (0, 5, 10, 20 et 40mg/ml) est alors nébulisée régulierement dans les chambres et le
pléthysmographe analyse les variations de pression liées aux mouvements respiratoires a
laide de capteurs. L’augmentation du volume a linspiration est estimée a partir de la
surpression provoquée dans la chambre. L’inverse se produit a I'expiration. La valeur mesurée
est la Penh (enhanced pause) qui correspond a lallongement du temps de la pause
expiratoire. La Penh n’est pas une mesure des résistances pulmonaires mais sa variation
évolue en parallele de celles-ci. La Penh n’est pas assez précise ; elle est en effet mesurée
sur la base d’'un signal de pression qui peut étre influencé par des facteurs extérieur comme
I’numidité ou la température ou des facteurs intrinséques a I'animal comme le stress. Il est
donc indispensable de valider sa mesure par d’autres techniques plus précises comme le
FlexiVent.
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1.2.b) FlexiVent

Le flexiVent est I'appareil permettant de mesurer différents parametres de la fonction
respiratoire a l'aide de la technique des oscillations forcées. La souris est anesthésiée
(xylazine/kétamine) puis trachéotomisée afin de placer une sonde trachéale reliée a I'appareil.
La souris est ensuite curarisée afin d’'empécher toute respiration volontaire. En effet, c’est
I'appareil qui ventile la souris de maniére automatique tout le long de la procédure. La souris
recoit des doses croissantes de métacholine permettant de mesurer la résistance, la
compliance et I'élastance pulmonaire. La résistance pulmonaire est la résistance due a
I'écoulement de I'air dans les voies aériennes plus la résistance due au tissu pulmonaire ; elle
illustre le niveau de constriction des poumons. La compliance pulmonaire est la capacité du
poumon a modifier son volume en réponse a une variation de pression. Elle traduit donc la
facilité avec laquelle le poumon peut étre distendu. L'inverse de la compliance est I'élastance.
L’élastance illustre I'élasticité du poumon. Elle refléte la résistance a 'augmentation du volume
du poumon. Lorsque de lair est insufflé dans un poumon, son volume augmente mais
I'élastance diminue. Cette technique se différencie de la plethysmographie car elle permet
d’analyser le r6le du poumon périphérique (bronchioles terminales) dans I'hyperréactivité
bronchique, la ou le plethysmographe ne prend en compte que les voies aériennes proximales.

2) Cytométrie en flux

2.1) Récupération des échantillons

Apres anesthésie par du doléthal, la souris est sacrifiée par ponction intracardiaque et le sang
est récupéré pour des analyses sur le sérum. Les lavages broncho alvéolaire sont récupérés
par I'ajout de 1 ml de PBS dans un cathéter placé par voie intra-trachéale. Apres centrifugation
a 1500rpm pendant 5min, le surnageant est mis de c6té et les cellules sont resuspendues
dans 200ul de PBS SVF 5% EDTA 1% pour étre marquées. Les différents organes (poumons,
rate, ganglions mésentériques et médiastinaux) sont prélevés, broyés a I'aide d’un grinder,
puis la suspension cellulaire obtenue est filtrée a I'aide d’un tamis cellulaire de 40pum. Un
tampon de lyse des globules rouges est alors ajouté aux suspensions cellulaire provenant des
poumons et de la rate pendant 7min. Apres lavage, les cellules sont centrifugées a 1500rpm
pendant 5 min puis resuspendues dans du PBS SVF 5% EDTA 1% afin d’étre marquées. Afin
de récupérer les lymphocytes intra-épithéliaux et les lymphocytes de la lamina propria,
I'intestin gréle est prélevé puis coupé en morceaux et placé dans une solution de lavage
contenant du PBS, du SVF 2% et de ’THEPES 15mM. Ces fragments subissent alors une série
de 5 lavages consécutifs avec un changement de la solution entre chaque lavage. Apres le
dernier lavage, les morceaux d’intestin sont placés dans un tampon de digestion pendant
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30min, contenant du PBS, du SVF10%, de 'EDTA 5mM, de I'HEPES 15mM et de la
penicilline/streptomycine a 1%. Le surnageant est récupéré puis filtré (lymphocytes intra-
épithéliaux) et les intestins sont incubés dans une solution de digestion contenant du RPMI,
du SVF10%, de ’'HEPES 15mM, de la penicilline/streptomycine a 1% et enrichi en collagénase
| (500ug/ml) et en DNase (100ug/ml) pendant 45min a 37°C sous agitation afin de récupérer
les lymphocytes de la lamina propria. Apres filtrage et centrifugation, les cellules sont
resuspendues dans du PBS SVF 5% EDTA 1% afin d’étre marquées.

2.2) Marquage et méthodes d’analyse

Le marquage extra-cellulaire, effectué en présence de CD16/32 afin d’éviter tout marquage
non spécifique, se fait avec les anticorps suivant pendant 20min a 4°C dans le noir: CD3-FITC
(lymphocytes), Ly6G-Percpcy5.5 (neutrophiles), CCR3-APC (éosinophiles), CCR9-PE, et
CD4-BV421, et APC-cy7-ZOMBIE NIR pour la viabilité. Pour le marquage intra-cellulaire, 2
millions de cellules sont placées dans les puits d’'une plaque de culture de 96 puits en présence
d’'un milieu complet (RPMI 1640, glutamine 1%, SVF 10% et penicilline/streptomycine 1%)
enrichi d’'une solution de stimulation polyclonale : phorbol-myristate-acétate (50ng/ml),
ionomycine (1pg/ml), GolgiPlug et Golgistop au 1/1000 (BD, biosciences) et incubées 5h a
37°C. A lafin de la stimulation, les cellules sont centrifugées puis lavées afin d’étre marquées.
Apres le marquage extra-cellulaire avec les anticorps suivant : CD3-PEcy7, CD4-BV421,
CCR9-PE, CD25-BV510 et APCcy7-ZOMBIE NIR les cellules sont fixées et perméabilisées a
I'aide du FIX/PERM kit (BD biosciences) pendant 20min a 4°C puis le marquage intracellulaire
est effectué dans une solution perméabilisante PERM Wash (BD Biosciences) a l'aide des
anticorps suivant : Foxp3-Alexafluor488 et IL-17-APC pendant 40min a 4°C. Apres lavage
avec du PERM Wash, les cellules sont analysées sur un Fortessa X20, BD biosciences.
L’analyse des données est réalisée sur le logiciel FlowJo (Treestar). Aprés I'élimination des
cellules mortes et des doublets, 'analyse se fait comme ci-dessous (Figure 22).
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3) Histologie

Les poumons sont prélevés puis fixés en formaldéhyde 4%. Les coupes histologiques
réalisées par la plateforme d’anatomopathologie de la faculté de Médecine sont colorées a
I’'hématoxyline-éosine et au periodic-acid Schiff (PAS).

3.1) Score histologique

Le score histologique est établi sur deux parameétres essentiels : I'altération des bronches sur
4 points et I'inflammation sur 8 points. Afin d’apprécier I'état des bronches, chaque paramétre
présent est évalué par 1 point : 'hyperplasie des cellules épithéliales, les cellules a mucus
placées de maniére circonférentielle, la dystrophie (clarification) des cellules et enfin le
remodelage du chorion bronchique. L’inflammation est quantifiée par rapport au contréle avec
une augmentation peri-vasculaire et bronchique du nombre de cellules de 50% par rapport au
contr6le évaluée sur 1 point, 'augmentation du nombre de lymphocytes de 50% par rapport
au contrdle évaluée sur 1 point, 'augmentation du nombre de granulocytes de 50% par rapport
au contréle évaluée sur 1 point et enfin la présence d’'un nodule lymphocytaire est évaluée sur

4 points.
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3.2) Mesure du pourcentage de cellule a mucus

Grace a la coloration en PAS (periodic acid schiff), la présence de mucus dans les cellules
épithéliales devient visible. Le pourcentage de cellules produisant du mucus est alors calculé

par coupe bronchique comme ci-dessous :

nombre de cellules PAS positive par coupe bronchique
% de cellules a mucus = * 100
nombre de cellules totales par coupe bronchique

4) gPCR

L’ARN est extrait des cellules ou des tissus lysés a l'aide du kit DNA, RNA and protein
purification (Machery-Nagel), puis la concentration en ARN est déterminée par un Nanodrop.
Ensuite, les ARN sont rétro-transcrits en ADNc lors d’'une RT-PCR (reverse transcriptase
polymerase chain reaction) par 'enzyme reverse transcriptase et en utilisant les amorces et
les nucléotides d’'un kit commercial (Invitrogen). La PCR quantitative en temps réel est
effectuée sur un appareil Biorad (CFX96) en utilisant des amorces commerciales
(EurogenTech) a l'aide de la réaction du SYBER green (MESA GREEN gPCR, Invitrogen).
Les génes HPRT (souris) et GAPDH (humain) sont utilisés en tant que génes de ménage afin
de normaliser la quantité d’ARN. L’expression relative d’'un gene pour chaque échantillon est
calculée par la méthode des 242,

5) Transfert adoptif

Les souris C57BL6 (LY5.2) sauvages ou déficientes pour le géne de CCR9 sont soumises au
protocole d’allergie alimentaire aux gliadines de blé ou non (souris contrdle) et sont sacrifiées
une heure aprés le deuxieme challenge alimentaire (C2 blé ou PBS). La rate et les ganglions
mésentériques sont alors récupérés puis broyés et un tri par enrichissement négatif CD4* est
réalisé sur la totalité des cellules récupérées (easySep Mouse CD4+ Tcell isolation kit
STEMCELL). Aprés comptage des lymphocytes T CD4* triés, 3 millions de cellules sont
injectées par voie intra-veineuse dans des souris naives congéniques CD57BL6 LY5.1. Le
lendemain de l'injection, les souris sont alors soumises au protocole d’asthme aux acariens.
Le lendemain du dernier challenge intra-nasal, les souris sont sacrifiées et I'inflammation est
alors analysée dans les lavages broncho-alvéolaire, les poumons, la rate et les ganglions
mésentériques. Une fois la suspension cellulaire obtenue, les cellules sont marquées avec les
anticorps suivant : CD3-FITC, CD4-Pecy7, Ly6G-Percpcy5.5 (neutrophiles), CCR3-APC
(éosinophiles), APC-H7-ZOMBIE NIR (viabilite) et CD45.2-BV421 (LY5.1).

80



Résultats et discussion

6) Dosage des IgE

Les IgE sont dosées par un ELISA sandwich et révélées par immunofluorescence a I'aide de
la réaction de l'alcaline phosphatase. Brievement, les protéines, gliadines et Der f 1 sont
coatées sur des plaques a 96 puits 2H a température ambiante a 5ug/ml et 2.5ug/mi
respectivement dans du tampon carbonate. Aprés lavage au PBS-Tween 0.1%, la plaque est
saturée a 'aide de PBS-Tween 0.1%-gélatine 0.5% pendant 1h, puis les sérums sont mis a
incuber sur la nuit & 37°C et dilués dans le PBS-Tween 0.1%-gélatine 0.5% au 1/40°™ pour
Der f 1 et 1/20°™ pour la gliadine. L'anticorps secondaire Mouse anti-IgE-Alcaline phosphatase
(Southern Biotech) est ajoutée au 1/250°™ dans le PBS-Tween 0.1%-gélatine 0.5% et la
plaque est incubée 2H a 37°C. Enfin, le substrat MUP (Methylumbelliferyl phosphate) est dilué
dans le TRIS (trishydroxyméthylaminométhane) au 1/5°™ et est ajouté 90 minutes a

température ambiante dans le noir.

7) Dosage des 1gG1

Le dosage des IgG1 est fait par un ELISA indirect. Une plaque 96 puits (MAXISORP, NUNC)
est coatée avec 100ul par puits de chaque allergéne dilué dans du tampon carbonate (15 mM
Na2CO03, 35 mM NaHCOS3, pH 9.6) et est incubée toute la nuit a 4°C. Elle est ensuite lavée 5
fois avec du PBS-Tween 0.1%. Les sérums dilués en série au demi a partir d’'une dilution au
1/8%me sont ajoutés a hauteur de 50pl par puits et incubés 1h a température ambiante avec
agitation. Aprés lavage, I'anticorps secondaire (HRP-anti rat IgG1, Southern Biotech) est
ajouté a hauteur de 50ul par puits et dilué au 1/20 000°™ dans du PBS-Tween 0.1%, et incubé
1h a température ambiante. Enfin, 100ul par puits de TMB (tetramethylbenzidine) sont ajouté
12 min a température ambiante ; la réaction est stoppée par I'ajout d’acide sulfurique H>SO..
L’absorbance est mesurée a 450nm. La quantité d’anticorps présente dans le sérum est
déterminée par titrage en dilution limite. Si I'anticorps n’atteint pas une DO limite de 0.1 au
bout de la derniére dilution en série (1/1024°™), il est alors dilué a nouveau au cours d’un
nouvel ELISA. Les résultats sont ainsi exprimés en titre d’anticorps. Le titre d’'un sérum
correspond a l'inverse de la derniére dilution positive amenant a une DO de 0.1 (cut-off).
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Titre
correspondant
(2

dilutions 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 3

PBS- PBS-

sérums Tween | €L+ | CTL- 1 2 3 4 5 6 7 8 | iween

1/16 1/16 1/16 1/16 1/16 1/16 1/16 1/16

1/32 1/32 1/32 1/32 1/32 1/32 1/32 1/32

1/64 1/64 1/64 1/64 1/64 1/64 1/64 1/64

1/256 1/256 1/256 1/256 1/256 1/256 1/256 1/256

4
5
6
1/128 1/128 1/128 1/128 1/128 1/128 1/128 1/128 7
8
9

1/512 1/512 1/512 1/512 1/512 1/512 1/512 1/512

1/1024 1/1024 1/1024 1/1024 1/1024 1/1024 1/1024 1/1024 10

Figure 23: Plaque 96 puits type pour un dosage IgG1

8) ELISA inhibition

Une plaque 96 puits (Maxisorp, NUNC) est coatée la veille avec I'allergéne dans du tampon
carbonate et incubée toute la nuit & 4°C. Les sérums sont dilués afin d’atteindre une DO de 1
grace aux mesures de DO enregistrées lors du dosage des IgG1. lls sont ensuit pré-incubés
avec les différents allergénes dilués en série au dixieme, 1h a température ambiante. Les
allergénes fonctionnent donc comme des inhibiteurs. Ensuite, le mix sérum/inhibiteur est
ajouté en triplicat sur la plaque coatée a hauteur de 50ul par puits. La suite du dosage est la
méme que pour le dosage des IgG1. Pour chaque sérum, la concentration en inhibiteur
inhibant 50% de la liaison entre I'allergéne coaté et le sérum est calculé (ICso).

9) ELISA avidité

Une plaque 96 puits (Maxisorp, NUNC) est coatée la veille avec I'allergéne dans du tampon
carbonate et incubée toute la nuit a 4°C. Les sérums sont dilués afin d’atteindre une DO de
environ 1 grace aux mesures de DO enregistrées lors du dosage des IgG1. Aprés lavage au
PBS-Tween 0.1%, les sérums sont ajoutés a hauteur de 50l par puits dans du PBS-Tween
0.1% en quadruplicat 1h a température ambiante. L’inhibiteur chimique, du thiocyanate de
potassium (KSCN) est ajouté 30 min a différente concentration (4M, 2M, 1M, 0.5M). La suite
du dosage est la méme que pour le dosage des IgG1. Lors de I'ajout du TMB, la réaction est
stoppée lorsque I'absorbance atteint visuellement 1.

10) Multiplex

Le dosage des cytokines dans les surnageant des lavages broncho-alvéolaire est réalisé a
laide d’'un kit de multiplex (LEGENDplex, Biolegend) en suivant les instructions du Kkit.
Brievement, des billes magnétiques sont ajoutées sur une plaque 96 puits prévue a cet effet
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ainsi que chaque échantillon et la gamme étalon. La plaque est ensuite incubée 2h a
température ambiante. Aprés lavage, un anticorps de détection est ajouté et la plaque est
incubée 1h a température ambiante. Enfin, de la streptavidine couplée a la phycoérythrine
(PE) est ajoutée et la plaque est incubée 30min a température ambiante. Aprés suspension
du contenu des puits dans des tubes de cytométrie, chaque échantillon est passé au cytométre
LSRII (BD, biosciences) afin d’étre analysé.
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IIl.  Résultats

1) CCR9 est indispensable dans ['aggravation de
'inflammation pulmonaire apres allergie alimentaire

Une étude de notre groupe a démontré que l'allergie alimentaire a I'ovalbumine aggravait les
symptébmes de l'asthme aux acariens (HDM) caractérisés par une réponse TH2 plus
prononcée, une production augmentée d’'IgE spécifique de 'HDM et une Penh plus élevée
(Bihouée et al., 2014) . Dans un modéle murin de marche atopique composé d'une
sensibilisation aux gliadines de blé suivie de deux challenges respiratoires aux acariens, publié
par notre groupe, la double allergie impacte uniquement les symptdmes gastro-intestinaux. En
effet, les souris exposées au protocole d’allergie alimentaire et aux challenges intra-nasaux
présentent une permeéabilité intestinale augmentée mais une hyper-réactivité bronchique
normale (G. Bouchaud et al., 2016) . Une derniére étude récente a développé un modele murin
dans lequel les souris étaient sensibilisées par voie intra-gastrique a la cacahuéte, puis
sensibilisées a 'HDM par voie intra-péritonéale avant d’étre challengées a la cacahuéte en fin
de protocole par IP. Les résultats montrent une augmentation de la réponse TH2 ainsi qu'une
augmentation de la production d’IgE spécifiques de ’'HDM mais ne parviennent pas a retrouver
une exacerbation de l'inflammation puisqu’il n’y a pas d’augmentation de linfiltrat pulmonaire
(Utsch, Logiantara, Ree, & Rijt, 2017) . Ainsi, si la plupart de ces modeéles parviennent a induire
une aggravation parfois partielle de I'asthme aprés induction de I'allergie alimentaire, aucun
ne se focalise sur les mécanismes immunitaires impliqués. Par ailleurs, il a été démontré que
CCRJ9, le seul récepteur de domiciliation intestinale connu, jouerait un réle dans certaines
maladies inflammatoires de l'intestin comme la maladie cceliaque ou encore la maladie de
Crohn et les colites ulcératives (Olaussen et al., 2007; M.-A. Wurbel et al., 2011; S. Zhu et al.,
2014) . Cependant, il existe trés peu de données sur CCR9 dans I'allergie alimentaire et dans
I'allergie en général. Nous nous sommes ainsi tout particulierement intéressés a son réle dans
I'évolution de linflammation lors de la marche atopique. Exprimé par les thymocytes en
condition basale, il est exprimé par les populations lymphocytaires T lors d’'un épisode
inflammatoire. Nous avons ainsi analysé son expression par différentes populations au sein

de différent organes.
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Abstract (200 Words)

Background: The mechanisms of the atopic march, characterized by a natural progression
from food and cutaneous allergies to rhinitis and asthma, are still unknown. However, as
several organs can be involved, chemokines and their receptors might be implicated in this
process and may be instrumental factors.

Objectives: We hypothesized that the T-cell gut-homing receptor CCR9 could be implicated in
the evolution of allergic diseases.

Methods: We characterized the immune response and the role of CCR9 in a murine model
combining food allergy to wheat gliadin and a model of acute airways inflammation in response
to house dust mite.

Results: Compared with solely asthmatic-like mice, we demonstrated that the aggravation of
pulmonary symptoms in consecutive food and respiratory allergies, characterized by an
increase in pulmonary resistance and a higher Th17/ Treg ratio, was abrogated in CCR9
knock-out mice. Moreover, transfer of food-allergic CD4+ T cells from wild-type but not from
CCR9-/- aggravated airways inflammation demonstrating that CCR9 is involved in food allergy-

enhanced allergic airway inflammation to unrelated allergens.
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Conclusion: Taken together, our results demonstrated a crucial role of the T-cell homing
receptor CCR9 in this model and validated its potential for use in the development of
therapeutic strategies for allergic diseases.

Running title: CCR9* lymphocytes in atopic march

Key words: allergy; atopic march; CCR9; homing; mouse model.
Abbreviations:

AHR: airway hyperresponsiveness

AD: atopic dermatitis

BAL: bronchoalveolar lavage fluid

CCL: chemokine ligand

CCR: chemokine receptor

Der f: Dermatophagoides farinae

DMSO: dimethyl sulfoxide

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

IBD: inflammatory bowel disease

IgE: immunoglobulin E

IM: intramuscular

IN: intranasal

IP: intraperitoneal

HDM: house dust mites

HRP: horseradish peroxidase

MCh: metacholine

PAS: Periodic-acid Schiff

PENH: enhanced pause

PC: percutaneous

PMA: phorbol-12-myristate-13-acetate

FRA: Food and respiratory allergy

RA: Respiratory allergy
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Introduction

The incidence of atopic disorders, including food allergies and allergic asthma, has
increased tremendously in the last four decades. It is now well known that food allergy and/or
atopic dermatitis (AD) during childhood increases the risk of developing asthma later in life (1—
3). The immunological mechanisms underlying atopy remain unclear. Several epidemiological
reports suggest an association between food allergies and an increased risk of severity of
asthma (4-6). As a major food allergen, gluten induces atopic dermatitis (7,8), and the history
of wheat allergy in atopy and asthma is under investigation (9,10).In this context, studies in
mice have only evaluated the impact of food allergy on the development of respiratory allergy
to new allergens, and few studies have attempted to mimic the influence of food allergy on
allergic asthma (11-14). Moreover, although many studies have succeeded in inducing
increased pulmonary symptoms of asthma after the induction of food allergy (11,14), none
have attempted to elucidate the underlying mechanisms. Cell trafficking is a key step in allergy
(15,16), and migration to the small intestine is largely regulated by chemokine (CC motif)
receptor 9 (CCR9) (17,18). Recent research suggests that chemokine signaling directly
modulates cellular and immune functions, and CCR9, in particular, is required for the
development of normal gut immune function, including the development of gut-associated
lymphoid tissues (19). Mice lacking CCR9 exhibit impaired development of small intestine
crypto patches, a reduced number of IELs and decreased function of regulatory T cells
(Treg)(20). However, the role of gut-homing molecules in food allergy, and especially CCR9,
is largely unknown. Therefore, the aim of this work was to develop a murine model of
consecutive food and respiratory allergy, to analyze the possible interplay between non-cross-
reactive food and respiratory allergies. To this end, mice were subjected to a wheat gliadin
food allergy protocol and exposed to house dust mites (HDM) to induce subsequent airways
allergic inflammation. This order was chosen because food allergy often precedes the
development of asthma in humans. The impact of previous food allergy on asthma
characteristics was investigated at the molecular, cellular and anatomical levels. We

demonstrated that food allergy later aggravated airway inflammation by modifying the immune
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reaction toward a more pronounced Th17 endotype. Additionally, CCR9-deficient mice (KO)
did not display aggravation of asthma-like reaction observed after food allergy. Finally,
adoptive transfer of food allergen-sensitized CCR9 lymphocytes enhanced allergic lung
inflammation and asthma characteristics, demonstrating an unexpected role of CCR9 in the

modulation of asthma.

MATERIALS AND METHODS
Animal model

BALB/c, C57BL/6 and Ly5.1 C57BL/6 mice were obtained from Charles River (France),
and CCR9”- C57 BL/6 mice were kindly provided by Dr. Malissen (CIML, Marseille, France).
The mice were housed in a ventilated cage system. The protocol was approved by the Ethics
committee on Animal Experimentation of the Pays de Loire (Accreditation number: 3456).
Gliadins were obtained as previously described (21), and the mice were maintained on a
special diet (SAFE, Augy, France) to avoid the development of tolerance. Wild-type 6 week-
old BALB/c mice were sensitized for either food allergy (13) or respiratory allergy (14), or for
both. Analysis were performed 24 hours after the last HDM challenge.
Immunoglobulin assay

Blood was collected via cardiac puncture 24 hours after the last HDM challenge and
then centrifuged at 3000 rpm for 15 min. The assay for the quantification of specific Der f IgE
was performed in serum samples via indirect ELISA, as previously described (14).
AHR measurement

Airway hyperresponsiveness (AHR) was measured using the forced oscillation
technique with a FlexiVent (SCIREQ) in response to nebulization of metacholin from 0 to 20
mg/ml, dose sufficient to induce a strong increase in pulmonary resistances in allergen
exposed mice but not in control (14). FlexiWare software was used for data analysis. Enhanced
pause (PENH) was measured through whole body plethysmography (EMKA technologies) in

response to nebulization of methacholine from 0 to 40 mg/ml, as previously described (22).
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Histology

Lungs were fixed in 4% paraformaldehyde for at least 48 hours, then embedded in
paraffin, cut and stained with either periodic-acid Schiff or hematoxylin eosin for inflammatory
scoring as previously described (14). The histological score was calculated blindly on the basis
of two parameters: bronchial morphology (4) and inflammation (8). The number of PAS positive
and negative cells was counted to evaluate the mucus production in the airways.
Flow cytometry

Bronchoalveolar lavage (BAL) was performed with 1 ml PBS administered
intratracheally to mice through a flexible catheter. The collected fluid was centrifuged, and the
total cell number was counted. The lungs and the gut mesenteric lymph nodes (mLn) were
removed and crushed to obtain a single-cell suspension; the cells were suspended in PBS/5%
FBS buffer. Cells were stained with the following surface markers: CD3-FITC, Ly6G-
Percpcy5.5, CD4-BV421, and CD25-BV510 (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France),
CCR3-APC (R&D system, Lille, France) and CCR9-PE (Ozyme, St Quentin en Yvelines,
France) and in the presence of CD16/32 mAbs (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France).
Cells were stimulated for 5 h with 50 ng/ml of PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) and 1
ug/ml of ionomycin with brefeldine A (Golgi plug, BD Biosciences, 1:1000). Cells were fixed
and permeabilized using the Cytofix/Cytoperm Kit (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France)
and stained with anti-IL-17-APC and anti-Foxp3-Alexa-fluor 488 (BD Biosciences, Le Pont-de-
Claix, France). The cells were analyzed on a Fortessa X20 cytometer (BD Biosciences). Data
were acquired using DIVA software (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France) and analyzed
with FlowdJo (TreeStar) as previously described (22,23) and using gating strategy describes in
Figure S1.
LegendPLEX assay

Cytokine levels were assessed via LegendPLEX bead-based immunoassays

(Biolegend, London, United Kingdom) according to the manufacturer’s instructions.
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Adoptive transfer

Spleen and mesenteric lymph nodes were sampled in food-allergic mice one hour after
the last challenge and were then crushed and suspended in PBS 5% FBS. CD4* T cells were
sorted using the EasySep CD4* T Cell Enrichment Kit (Stemcell, Grenoble, France) according
to the manufacturer’s instructions. Then, 3x10° CD4* T cells were injected intravenously into
6-week-old Ly5.1 mice. On the next day, the mice began the acute asthma protocol, as
described above.
Human samples

Eleven atopic patients with a clinical history of house dust mite sensitization and allergic
rhinitis were included in the analysis. In parallel, nine non atopic healthy volunteers were
included as controls. Blood was sampled on all subjects and peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were isolated using a Ficoll gradient from peripheral blood as described.
Samples were collected from Prevall DP cohort under recrutment (NCT02908360). Each
subject provided a written informed consent.
PCR

The total quantity of RNA extracted using Machery-Nagel DNA, RNA and protein
purification kit (Duren, Germany) was determined by Spectrophotometer Nanodrop ND-1000
(Thermo-Fisher Scientific, Waltham, USA) and cDNA was synthesized from 500ng of RNA
using MMLYV reverse transcriptase according to the manufacturer's instructions. Real-time
guantitative PCR was performed as previously described (22) using the indicated primers: 5'-
ATGTCAGGCAGTTTGCGAG-3’ and 3-TGCAGTACCAGTAGACAAGGAT-5 for CCR9 gene
and 5-GGGAAACTGTGGCGTGAT-3’ and 3-TTCAGCTCAGGGATGACCTT-5 for GAPDH

as the housekeeping gene.

RESULTS

Previous food allergy aggravates HDM-induced asthma
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(Figure 1A). Thanks to our model, we compared the respiratory allergy (RA) and food
and respiratory allergy (FRA) groups to determine the potential synergy between the two
allergies. We assessed Der f1-specific IgE in serum as well as the pulmonary function and the
histological parameters. Specific IgE were increased in the RA mice compared with the
controls (CTL) (0.53 mA.U+ 0.02 versus 2.3 mA.U + 0.8, p<0.05). Compared with RA mice,
the increase was more pronounced in FRA mice, as they displayed higher production of Der f
1 specific IgE (2.3 mA.U £ 0.8 versus 5.56 mA.U + 1.7, p<0.05) (Figure 1B). At the
physiological level, the enhanced pause (PenH), measured via plethysmography, was
significantly increased in the mice subjected to the HDM-induced airway inflammation protocol
(RA and FRA groups) compared with the CTL mice, with the RA and FRA mice showing
comparable values (Figure 1C). Using Flexivent®, as a more sensitive method for measuring
airway responsiveness, we showed a more pronounced increase of airway resistance in HDM
mice compared with control mice (from 0.53 to 2.7 cmH20.sec/ml for control and 0.73 to 11.16
cmHz0.sec/ml for RA mice, p<0.001). Moreover, we demonstrated that FRA mice displayed
significantly greater AHR than RA mice, based on pulmonary resistance and elastance
measurements (Figure 1 D and E). Tissue inflammation was evaluated through histological
examination of hematoxylin-eosin-staining lung sections (Figure 1F). Compared with CTL, a
significant increase of the histological score was observed in FRA and RA mice and there was
a more pronounced inflammation in FRA than in RA mice, reflecting the aggravation of lung
inflammation (Figure 1G). To assess the percentage of mucus-producing epithelial cells,
Periodic acid-Schiff staining was performed in lung sections. Compared with RA mice, there
was a significantly increased number of mucus-producing epithelial cells in the bronchioles of
FRA mice, with both groups exhibiting an increase compared with CTL (Figure 1H). Taken
together, these results show that previous food allergy aggravates HDM-induced AHR and the
pathologic characteristics of asthma by priming the immune system to increase its response
to HDM respiratory challenge.

Previous food allergy redirects HDM-induced asthma toward a Th17 response
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Having demonstrated the influence of double exposure to allergens on the canonical
parameters of asthma-like reaction in mice, we next aimed to explore immune cell changes
based on the total cell, lymphocyte, neutrophil and eosinophil counts in the BAL fluid (figure
2A) and lungs (Figure 2B) via flow cytometry. Compared with RA, the numbers of BAL and
lung inflammatory cells in FRA mice were increased 2- to 3-fold. Notably, the number of
lymphocytes was increased by around 55% in BAL and 75% in lung in FRA mice compared
with RA mice. In contrast, the number of eosinophils remained unaffected by previous food
allergy in FRA mice compared with RA mice (Figure 2A and B). To further detail the
mechanisms linking the two types of allergies, we analyzed cytokine secretion in broncho-
alveolar lavages from immune cells via ELISA (Figure 2C-F). According to the increase in
neutrophilic inflammation observed in FRA mice, the level of IL-17 was increased in FRA mice
compared with RA mice (Figure 2C). In contrast, the levels of IL-4 and IL-5 were comparable
between FRA and RA mice (Figure 2E and F). Finally, the level of IL-13, a cytokine involved
in both Th2 inflammation and AHR, was elevated in FRA compared with RA mice (Figure 2D).
Regarding the Treg response, the level of IL-10 and TGF-B were found to be decreased in
FRA mice compared with RA mice (Figure 2G). These data demonstrate that FRA mice
display mixed Th2/Th17 inflammation with an immune response oriented toward a Th17
phenotype in a more pronounced manner than RA mice, which results in more neutrophilic
allergic airway inflammation. Moreover, we suggest that the Th17/Treg balance is altered in
asthmatic-like mice with previous food allergy.

Previous food allergy influences lung and gut-homing T cells

Accurate and efficient tissue-specific trafficking between blood, lymphoid organs and
peripheral tissues is a fundamental prerequisite for T cells to participate in the immune
response. To determine whether the gut-homing chemokine receptor CCR9®' is associated
with particular T helper cell traffic and polarization during food and respiratory allergy, we
assessed the nature of the T cell response in CCR9-expressing cells (Figure 3) using flow
cytometry to determine frequency of CCR9* Treg, Teff and Th17 cells (Figure S1). After

respiratory allergy, frequency of CCR9* Treg cells and CCR9* Th17 cells were found more
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elevated in the lung compared with control mice. Surprisingly, frequency of CCR9* Treg cells
was decreased and CCR9* Th17 was increased in FRA mice compared with RA mice,
suggesting a possible role of CCR9 in the Treg/Th17 balance in food allergy exacerbation of
airway inflammation (Figure 3A and B). To the opposite, frequency of CCR9* Treg cells
remained unaffected in the mLN of control and RA mice but was decreased in FRA mice.
Moreover, frequency of CCR9* Th17 cells was increased of FRA mice compared with RA mice
(Figure 3C and D). Thus, the induction of allergic airway inflammation after food allergy
increased the CCR9* Th17/Treg ratio suggesting a new role for CCR9 in asthma.

CCR9 expressed by CD4* T cells is required for food allergy-aggravated asthma.

To decipher the role of the gut-homing molecule CCR9 in the influence of food allergy
on asthma, we analyzed CCR9" mice in our model (Figure 4). As our model was developed
in BALB/c genetic background and CCR9” was on a C57BL/6 background, we first confirmed
our results in C57BL/6 mice (Figure S2). . Interestingly, CCR9” mice showed a decrease in
lung resistance after a dual consecutive allergic protocol (FRA CCR97), suggesting a crucial
role for CCR9 in the aggravation of airway inflammation after food allergy (Figure 4A). In
addition, FRA CCR9” mice exhibited a lower number of total cells in BAL especially T
lymphocytes compared with FRA WT mice (Figure 4B). Finally, staining of lung sections
revealed decreases in epithelial cell hyperplasia and mucus production and extensive
perivascular and peri-bronchial cell infiltration in FRA CCR9”- mice compared with FRA WT
mice (Figure 4C). Then, as FRA mice display higher Th17 and lower Treg response, we aimed
to determine the role of CCR9 in this balance. To do so, we measured Th17 and Treg response
in the lung and the mLN of dual WT and CCR9” allergic mice (Figure 4D and E). First we
confirmed that naive C57BL/6 CCR9” mice do not show differences in the Th17/Treg
responses compared with naive C57BL/6 WT (Figure S3A-C). Unexpectedly, FRA CCR9”"
mice did not show decrease in CD4* IL-17 producing Th17 cells compared with FRA WT mice
neither in the lung or in mLN (Figure 4D), suggesting a minor role of CCR9 in the number of
Th17 cells during allergies. To the opposite, we observed an increase in Tregs cell number in

the lung and in the mLN of FRA CCR9”" compared with FRA WT mice (Figure 4E), reinforcing
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the crucial role of CCR9 in the food allergy-induced aggravation of airway inflammation in mice.
Taken together, our results demonstrated a major role of CCR9 in regulating the Th17/Treg
balance during allergy by acting mainly on Treg cells number within the organs. We next sought
to confirm the role of CCR9 expressed by CD4* T cells using adoptive transfer of CD4* T
lymphocytes from food-allergic WT or CCR9™ into congenic Ly5.1* mice before the induction
of respiratory allergy (Figure 5A). Then, on the day after the last intranasal HDM challenge
cell numbers in BAL fluid were assessed. Our results demonstrated a decrease of cell infiltrates
in mice receiving food allergen-sensitized lymphocytes from CCR9” mice (Figure 5B), but no
effect was observed in mice receiving WT or CCR9” cells from non-allergic mice (Figure 5C).
Then, we measured decreases in IL-17 and IL-13 levels in the BAL of mice receiving food-
allergic cells from CCR9”- compared with mice receiving WT cells (Figure 5D). Finally, we
found similar levels of the Th2 cytokines IL-4 and IL-5, whereas the level of IL-10 and TGF-
were increased (Figure 5D). These results confirmed the pivotal role of the gut-homing
receptor CCR9 expressed in CD4* T cells under the influence of previous food allergy on
inflammation during subsequent asthma, especially on lung function and Th17 inflammation.
Finally, to assess whether the increased expression of CCR9 by immune cells would be
relevant for human atopy, CCR9 gene expression was assessed in PBMC from allergic rhinitis
patients. CCR9 gene expression was markedly more elevated in PBMC of atopic patients
compared with healthy volunteers (Figure 5E).

Discussion:

In the present study, we first confirmed that food allergy aggravates airway
inflammation induced by HDM, as previously suggested by our group and others (11,13,14).
The induction of airway inflammation after food allergy increases pulmonary resistance and
histological scores. Moreover, the inflammatory cell count in BAL increases, showing
potentiation of pulmonary inflammation by food allergy. Unexpectedly, we observed a
significant increase of IL-17 secretion in BAL. These results are reminiscent of data obtained
in severe asthmatic patients (24,25) and mouse models (26,27), in which the secretion of IL-

17 in airways was shown as related to the high proportion of neutrophils. Moreover, we
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observed an increase in IL-13 levels, indicating a persistence, of the Th2 phenotype, despite
the lack of change in the levels of IL-4 and IL-5. Finally, those mice display a deficiency in the
regulatory response, as suggested by the decrease of IL-10 and TGF-B levels. Thus, these
results suggest that food allergy aggravates asthma through a mixed Th2/Th17 phenotype
inflammation and a modulation of the Th17/Treg balance. We were then interested in analyzing
the role of CCR9 in the regulation of the inflammatory process during allergic airway
inflammation after food allergy. Indeed CCR9 is the main gut-homing receptor and is implicated
in gut diseases, such as Crohn’s (28) or celiac disease (29), and is suggested to play a role in
food allergies (30—33). Thus, we analyzed the role of CCR9 in our model. Interestingly, we
observed an increase of IL-17-producing effector T cells, along with a decrease of Treg cells
in FRA mice, among cells expressing CCR9. This decrease in CCR9 expressing Treg cells
might be linked to a modification of the Teff/Treg balance toward the T effector response in
food allergy which in turn impact the later response. Therefore, we were able to demonstrate
that deficiency of CCR9 alleviates lunginflammation in mice. CCR9 is the main chemokine
receptor involved in chemotaxis to the gut and is responsible for the migration of T cells toward
the intestine (20,34,35). Its deletion in knockout mouse models or the use of CCR9-specific
antagonists leads to a decrease in gut inflammation in mouse models of Crohn’s disease or
ulcerative colitis (36,37). Here, we show that CCR9 deficiency in a model of successive allergy
reduces inflammation. A previous study by Lopez-Pacheco et al, analyzing airway
inflammation in CCR9” showed that CCR9 deficiency impairs lung inflammation through
decreased recruitment of eosinophils(38). In our hand, CCR9 deficiency has no effect on
allergic airway inflammation. These different results might be due to the use of different animal
model. In fact, Lopez-Pacheco et al., use a model consisting of an intra-peritoneal sensitization
of ovalbumin with adjuvant which could induce a gut inflammation and a systemic response.
Our model uses a percutaneous sensitization with a total extract of house dust mite without
adjuvant to induce a local and mix inflammatory response. Therefore, both studies suggest
that CCR9 and CCL25 expression may therefore be key drivers of the early stages of airway

inflammation by regulating immune cell recruitment. To better understand the mechanism
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underlying the food allergy-induced aggravation of asthma and the role of CCR9, we performed
adoptive transfer of CD4* T cells from food-allergic mice into naive mice, which were
subsequently sensitized to HDM. This allowed us to demonstrate that food-sensitized CD4* T
cells were required to enhance asthma characteristics, as we observed more severe
inflammation in asthmatic mice receiving food-sensitized CD4* T cells compared with
asthmatic mice receiving non-sensitized CD4* T cells. Interestingly, the aggravation of asthma
induced by food allergen CD4* lymphocytes was abolished when mice received food allergen-
sensitized lymphocytes from mice deficient in CCR9. Thus, these results confirm that CCR9 is
a driver of the exacerbation of lung inflammation in food-allergic mice. This discrepancy may
not be linked to a difference in cell survival after adoptive transfer as we found the donor cells
in similar proportions in each condition (data not shown). One explanation could be a
dysregulation of the cell migration involving CCR9 or the expression of another chemokine
receptor such as CCR4 or CCR8 which target T cells to the lung and/or to the skin (39,40).
Our mouse model allowed us to determine the implications of homing receptors in the inter-
connection between food and respiratory allergies. The increase in CCR9* CD4* T cells in the
gut might be linked to an accumulation during food allergy-related inflammation and could
subsequently produce IL-17 in the lungs, in turn inducing neutrophil influx and aggravation of
asthma. Additionally, a minor increase of CD4* T regulatory cells was observed in the lungs of
successive allergic mice compared to only respiratory allergic mice, which is relevant to the
increase in inflammation. It has been shown in vitro that CCR9 can inhibit the development of
regulatory T cells through its ligation to CCL25(41). This observation suggests that migration
of CCR9* T cells into the lungs could inhibit the proliferation of Tregs, prevent their anti-
inflammatory effect and, thus, exacerbate pulmonary inflammation. However the antigen
specificity of such migrating CCR9* cells might be a crucial point to understand the mechanism
by which those cells could interplay between organs in allergy. According to our previous
results, there is an increase of CCR9* T cells and a decrease of CD25*Foxp3* regulatory T
cells in the blood of patients suffering from allergic conjunctivitis(42), in line with the increase

in CCR9 mRNA levels we have observed in atopic rhinitis patients compared with healthy

96



Résultats et discussion

volunteers. Thus, CCR9 appears as a promising therapeutic target for both food and

respiratory allergies.
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Figure Legends:
Figure 1: Previous food allergy aggravates HDM-induced asthma.

After wheat gliadin sensitization, mice were challenged via oral gavage; one week later,
they were sensitized to HDM and then challenged intra-nasally (A); on the day after the last
challenge, blood was collected, and Derf-specific IgE was measured (B); pulmonary functions
were assessed based on Penh (C), resistance (D) and elastance (E). Lung sections were
subjected to either hematoxylin-eosin or Periodic acid-Schiff staining (F) to allow the
calculation of the histological score (G) and the percentage of mucus-producing epithelial cells
(H). The results are expressed as the percentage of PAS-positive cells per bronchiole (PAS-
positive cells per bronchiole divided by the total number of epithelial cells in each bronchiole).
Data are represented as the mean £ SEM (n = at least 8 mice per group); *p<0.05, **p<0.01,
“**p<0.001, ****p<0.0001. Scale bar = 250 um.

Figure 2: Previous food allergy redirects inflammation in HDM-induced asthma toward
a Th17 phenotype and modulates the Th17/Treg cytokine balance. Total, polynuclear
eosinophil, polynuclear neutrophil and lymphocyte cell numbers in bronchoalveolar lavage
(BAL) fluid (A) and in lung (B) were measured via cytometry. IL-17 (C), IL-13 (D), IL-5 (E), IL-
4 (F), IL-10 (G) and TGF-B (H) levels were assessed in supernatant of BAL fluid using

LegendPlex. Data are represented as the mean £ SEM (n = at least 8 mice per group); *p<0.05,
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**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Detection limit was 0.95 pg/ml for IL-17, 1.14 pg/ml for IL-
13, 0.97 pg/ml for IL-5, 0.53 pg/ml for IL-4, 1.25 pg/ml for IL-10 and 2 pg/ml for TGF-B.
Figure 3: Previous food allergy induces an increase in effector Th17 cells and impairs
regulatory T cell development in CCR9* CD4* T cells. Dot plot (left panel) and frequency
(right panel) of CCR9 expression on CD4*Foxp3* regulatory T cells (A) and effector Th17 cells
(B) in the lung of CTL, RA and FRA mice measured by flow cytometry. Frequency of CCR9
expression on Treg and Th17 cells in the gut mesenteric lymph nodes of CTL, RA and FRA
mice (C and D). Data are represented as the mean + SEM (n = at least 8 mice per group);
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Figure 4: CCR9 deficiency abrogates the effects of previous food allergy on asthma.
Pulmonary resistance (A) was measured in WT (black square) and CCR9” (white square) mice
with consecutive food and respiratory allergies using a FlexiVent. Total, eosinophil, neutrophil
and lymphocyte cell numbers in BAL fluid (B) were measured via flow cytometry in FRA WT
(black bars) and FRA CCR9”" (white bars) mice. Hematoxylin-eosin staining of lung sections
(C) from WT (left panel) and CCR9 (right panel) mice was performed to measure lung lesions.
Th17 cells (D) and Treg cells (E) numbers were measured in the lungs and in the gut
mesenteric lymph nodes of FRA WT (black square) and FRA CCR9” (white circle) mice by
flow cytometry. Data are represented as the mean £ SEM (n = at least 7 mice per group);
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Scale bar = 250 um.

Figure 5: CCR9 expressed by CD4* T cells is indispensable for food allergy-aggravated
asthma. First, 3.10° food allergen-sensitized CD4* lymphocytes from WT (black bars) or
CCRO9-deficient (white bars) mice were injected intravenously into naive congenic Ly5.1 mice.
The next day, Ly5.1-receiving mice were subjected to the respiratory protocol (A). Total,
eosinophil, neutrophil and lymphocyte cell numbers in BAL fluid were measured in mice
receiving WT or CCR9-deficient cells from food allergic mice (B) and naive mice as control (C).
IL-17, IL-13, IL-4, IL-5, IL-10 and TGF-B levels in the BAL of mice receiving food allergens
sensitized WT or CCR9” cells were measured using Legendplex (D). Data are represented as

the mean = SEM (n = at least 6 mice per group); *p<0.05, **p<0.01. CCR9 mRNA expression
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(F) measured by PCR in healthy volunteers (black circle) and in atopic rhinitis patients (white
circle). Data are represented as the mean = SEM (n = 8) **p<0.01. Allergic status of all the
patients was determined by skin-prick testing for common aeroallergen and the main
characteristics are described in Table |

Table I: clinical parameters at inclusion for the atopic patients.

Figure S1: Gating strategy to measure frequency of CCR9 expressing cells among Treg
cells and effector Th17 cells.

Figure S2: Previous food allergy aggravates HDM-induced asthma C57BL6 mice in a
similar manner as in Balb/C mice. After wheat gliadin sensitization, mice were challenged
via oral gavage; one week later, they were sensitized to HDM and then challenged intra-
nasally. On the day after the last challenge, blood was collected and total, polynuclear
eosinophil, polynuclear neutrophil and lymphocyte cell numbers in bronchoalveolar lavage
(BAL) fluid (A) and in lung (B) were measured via cytometry. Derf-specific IgE (C) as measured
by ELISA. Lung sections were subjected to either hematoxylin-eosin or Periodic acid-Schiff
staining (D) to allow the calculation of the histological score (E) and the percentage of mucus-
producing epithelial cells (F). The results are expressed as the percentage of PAS-positive
cells per bronchiole (PAS-positive cells per bronchiole divided by the total number of epithelial
cells in each bronchiole). Data are represented as the mean + SEM (n = at least 6 mice per
group); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Scale bar = 250 um.

Figure S3: CCR9 deficiency do not impact naive lung and gut Treg and Th17
response. Th17 cells (A and B) and Treg cells (C and D) numbers were measured in the
lungs (A and C) and in the gut mesenteric lymph nodes (B and D) of naive WT (black bars)
and CCR9” (white bars) mice by flow cytometry. Total, polynuclear eosinophil, polynuclear
neutrophil and lymphocyte cell numbers in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid of naive WT
(black bars) and CCR9” (white bars) were measured via cytometry. Data are represented as

the mean + SEM (n = at least 6 mice per group).
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Table |

Characteristics

Atopic patients

age (mean +/- SD)

26 +/-5,6

Female sex (%)

88

hight cm (mean +/- SD)

163,7 +/- 3,96

weight kg (mean +/- SD)

63,4 +/- 13,68

ARCT* (mean +/- SD)

16,1+/-2,8

SCORAD** (mean +/- SD)

2,84 +/-6,32

ACQ*** (mean +/- SD)

0,42 +/-0,5

sensitization to Der f n (%)

11 (100)

sensitization to cat n (%)

2 (18)

sensitization to dog n (%)

1(9)

sensitization to grasses n (%)

3(27)

sensitization to birch n (%)

3(27)

* ARCT: allergic rhinitis control test (/25)

** SCORAD: score of atopic dermatitis

*** ACQ: asthma control questionnaire

Sensitization is evaluated by skin prick test.
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2) CCRY dans l'allergie alimentaire seule

2.1) Caractérisation du modele d’allergie alimentaire

2.1.a) Caractérisation physiopathologique post modéle de marche atopique

En méme temps que les groupes de souris subissant le modéle de marche atopique (FA+RA)
et ceux subissant uniquement la partie asthme du modele de marche atopique (RA), nous
avons également soumis un groupe de souris uniquement a la partie allergie alimentaire (AA)
du modéle afin d’en caractériser les parameétres physiopathologiques. Ainsi dans la figure ci-
dessous (Figure24), les résultats correspondent a une analyse faite 6 semaines apres le
dernier challenge alimentaire, soit I'équivalent du lendemain du dernier challenge respiratoire
pour les souris FA+RA, jour auquel ont été faites toutes nos analyses précédentes. Nous
avons ainsi caractérisé la réponse allergique a travers plusieurs parametres fondamentaux :
la réponse inflammatoire aprés challenge illustrée par la mesure de l'augmentation de
I'épaisseur de l'oreille (Figure 24A), I'analyse histologique de l'intestin (Figure 24B a E) ainsi
que la mesure des immunoglobulines dans le sérum (Figure 24F a H). Tout d’abord nous
observons que les souris ont bien été sensibilisées au gluten puisque le challenge par gavage
oral induit bien une réponse inflammatoire. En effet, 'épaisseur de l'oreille du groupe AA
(allergie alimentaire) est significativement supérieure a celle du groupe CTL : 45.35um versus
1.07um. Par ailleurs, nos résultats montrent que méme 6 semaines apres induction de
I'allergie alimentaire, I'inflammation persiste toujours. En effet, on retrouve une augmentation
du nombre de cellules a mucus et du nombre de leucocytes dans les villi et une augmentation
du score histologique chez les souris AA par rapport aux souris CTL. Enfin, les souris ont bien
été sensibilisées au gluten de blé car elles produisent une quantité significativement
supérieure d’IgE spécifiqgue du gluten par rapport au groupe CTL (40298 unités versus 6085
unités). Ces données suggeérent que l'inflammation induite par le modele d’allergie alimentaire
au gluten de blé est persistante ; si cela n’était pas le cas, 'augmentation de l'inflammation
pulmonaire apres induction de 'asthme chez les souris FA+RA ne pourrait pas étre imputé sur
le compte de l'allergie alimentaire.
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Figure 24: Caractérisation physiopathologique de I'allergie alimentaire aprés modéle de

marche atopique. L’effet de I'allergie alimentaire a été évalué par la mesure de I'épaisseur de Ioreille aprés
challenge (A), la réalisation de coupe histologique (B), le nombre de cellules a mucus (C), le calcul du score
histologique (D), le nombre de leucocytes (E), la mesure des IgE (F) et IgG1 (G) et IgG2a (H) spécifique du gluten.
N= 8 souris par groupe, *p<0.05 ; **p<0.01***p<0.001

2.1.b) Inflammation systémique post modéele marche atopique

Au méme moment que les analyses de la Figure 24, nous avons également regardé
linflammation systémique (rate et ganglions mésentériques) des souris du groupe allergie
alimentaire (AA), 6 semaines aprés le dernier challenge au gluten. Nous avons ainsi pu
caractériser différentes populations de cellules immunitaires dont les lymphocytes, les
neutrophiles, les éosinophiles et les macrophages dans la rate ainsi que les différentes sous-
populations de lymphocytes dans la rate et les ganglions mésentériques par marquage
intracellulaire. Les résultats sont présentés pour la rate (Figure 25) et pour les ganglions
mésentériques (Figure 26). Nous n’observons pas de différence entre le groupe CTL et le
groupe AA en terme d’inflammation que ce soit dans la rate ou dans les ganglions
mésentériques. Nous observons cependant une augmentation significative du nombre total de
lymphocytes CD4* dans la rate des souris du groupe AA par rapport au groupe CTL (7619.103
versus 6112.10%). Par ailleurs il semblerait que la fréquence des sous populations TCD4+
IL17+, IFNy* et IL-4* dans les ganglions mésentériques chez les souris allergiques soit
supérieure a celle retrouvée chez les souris contréles (non significatif). Ces résultats ne
semblent pas cependant surprenants. En effet, cette analyse a été réalisée 6 semaines apres
le dernier challenge alimentaire soit 6 semaines apres la réaction allergique. Nous pouvons
ainsi émettre I'’hypothese que le systéeme immunitaire est retourné a un état basal et que
inflammation systémique due a la réaction allergique a disparue. De plus ces analyses sont
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faites a un niveau systémique qui n’illustre pas parfaitement la réponse immunitaire lors de

I'allergie : il serait pertinent de regarder la réponse au niveau local (lymphocytes intra-

épithéliaux et lymphocyte de la lamina propria).
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2.1.c) Analyse de l'inflammation post challenge alimentaire

Afin d’évaluer le réle de CCR9 dans I'allergie alimentaire au gluten de blé nous avons analysé
I'inflammation systémique et locale juste apres le dernier challenge alimentaire dans un groupe
de souris ne subissant que la partie allergie alimentaire du protocole de marche atopique.
Nous avons ainsi calculé le nombre de cellules lymphocytaire CD3, CD4 et CD8 dans la rate,
les ganglions mésentériques, les lymphocytes intra-épithéliaux (IEL) et les lymphocytes de la
lamina propria (LP) (Figure 27). Au niveau physiopathologique, les résultats sont similaires a
ceux présentés dans la figure 24 (résultats non montrés). Au niveau de l'inflammation nous
n’observons aucune différence entre les groupes de souris allergique alimentaire (AA) et le
groupe contréle (CTL) dans la rate et les LP. En revanche nous observons une augmentation
significative de la fréquence des lymphocytes CD4 et CD8 dans les ganglions mésentériques
et une augmentation du nombre de CD3 et de CD8 dans les IEL chez le groupe AA par rapport
au groupe contréle. Ces résultats suggerent que les souris soumises aux protocoles d’allergie
alimentaire présentent bien une réponse inflammatoire apres challenge alimentaire.
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Figure 27: Phénotypage CD3, CD4 et CD8 aprés challenge alimentaire. La fréquence et le
nombre de lymphocytes a été calculé dans les ganglions mésentériques (A), la rate (B), les lymphocytes intra-
épithéliaux (C) et les lymphocytes de la lamina propria (D) par cytométrie en flux. Barre blanche : groupe AA ;

barre noire : groupe CTL. N= 6 souris par groupe, *p<0.05 ; **p<0.01***p<0.001
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Dans l'objectif d’analyser le réle de CCR9 dans l'allergie alimentaire, nous avons mesuré la
fréquence des CD4* exprimant CCR9 ainsi que le nombre total de lymphocytes exprimant
CCR9 dans la rate (A), les ganglions mésentériques (B), les LP (C) et les IEL (D) (Figure 28).
Nous pouvons observer une augmentation globale de I'expression de CCR9 par les
lymphocytes dans le groupe de souris soumis au protocole d’allergie alimentaire comparé au
groupe contrble dans tous les organes analysés. Plus exactement, on observe une
augmentation significative de la fréquence des CD4* CCR9* dans la rate et une augmentation
significative du nombre de lymphocytes exprimant CCR9 dans les ganglions mésentériques,
les LP et les IEL. Ces résultats montrent que CCR9 aurait potentiellement un réle dans
I'induction de la réponse allergique au niveau local (IEL et LP). En effet, le compartiment intra-
épithélial et la lamina propria représentent les sites effecteurs du tissu lymphoide associé a
Iintestin (GALT). Les lymphocytes présents dans ces deux compartiments sont ainsi
responsables de la réponse immune induite par l'allergie alimentaire. Nous formulons
I'hypotheése que 'augmentation du nombre de lymphocytes exprimant CCR9 lors de I'allergie
alimentaire dans les ganglions mésentériques, les LP et les IEL est corrélée a une migration
des lymphocytes T plus importante vers l'intestin, entrainant ainsi la réponse inflammatoire. Il
serait alors pertinent de regarder 'inflammation systémique et locale des souris déficientes
pour le géne de CCR9 aprés allergie alimentaire fin de savoir si cette inflammation est
diminuée en I'absence de CCRO.
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Figure 28: Mesure du nombre total de lymphocytes CCR9* et de la fréquence de

CD4*CCR9*. Le nombre total de lymphocytes exprimant CCR9 ainsi que la fréquence de CD4* CCR9* a été
mesuré dans la rate (A)les ganglions mésentériques (B), les lymphocytes de la lamina propria (C) et les
lymphocytes intra-épithéliaux (D) par cytométrie en flux. N= 6 min souris par groupe
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2.2) Les souris WT et CCR9”- ne présentent pas de différence
d’inflammation systémique

Dans I'objectif d’analyser la réponse inflammatoire systémique chez les souris déficientes pour
le gene de CCR9, nous avons soumis des souris KO au modele d’allergie alimentaire stricte.
Les données des figures ci-dessous (Figure 29 & 30) représentent ainsi I'analyse de
I'inflammation aprés challenge alimentaire. Nous avons tout d’abord évalué la réponse
inflammatoire aprés gavage avec l'allergéne par la mesure de I'épaisseur de I'oreille. Comme
nous pouvons le voir dans la figure ci-dessous (Figure 29), les souris CCR9” présentent une
épaisseur de l'oreille significativement diminuée par rapport au souris sauvages (55um versus
32.2um). Il semblerait ainsi que les souris déficientes pour CCR9 présentent une réponse

allergique diminuée par rapport aux souris sauvages.
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Nous avons également évalué linflammation par la mesure du nombre des populations
lymphocytaire T CD3 (A), CD8 (B), CD4 (C), et Trégulatrices (D) et le nombre de macrophages
(E) dans la rate et les ganglions mésentériques des souris sauvages et KO soumises au
protocole d’allergie alimentaire (Figure 30). Les résultats montrent qu’il y a peu voire aucune
différence concernant l'inflammation systémique entre les souris KO et les souris sauvages.
La seule différence notable est une diminution significative du nombre de lymphocytes TCD8*
dans les ganglions mésentériques chez les souris KO par rapport aux souris sauvages
(935.10° pour les AA WT versus 420.10% pour les AA KO). Ces résultats suggérent que
I'induction de l'allergie alimentaire stricte chez les souris CCR9” n’induit pas de différence
dans linflammation systémique. Ainsi les données que nous avons pu observer sur les souris
soumises au protocole de marche atopique, a savoir une aggravation de linflammation
pulmonaire, ne peuvent pas étre expliquées par une modification de I'inflammation systémique
des souris. En conséquence, si l'inflammation systémique n’est pas la cause de I'aggravation
de l'inflammation pulmonaire subséquente, une autre hypothése est a formuler. De par nos
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résultats obtenus avec les transferts adoptifs, nous avons émis I'hypothese que CCRO,

exprimé par les lymphocytes T CD4* était indispensable a I'évolution de cette inflammation. II

serait a présent intéressant de savoir d’ou viennent ces cellules et comment migrent elles par

la suite. Ainsi, si l'inflammation systémique n’est pas mis en jeu dans ce mécanisme, il faudrait

analyser linflammation locale représentée par les lymphocytes intra-épithéliaux et les

lymphocytes de la lamina propria dans des souris déficientes pour CCR9 afin de savoir s’ils

sont des acteurs clés dans l'inflammation au cours de I'allergie alimentaire.
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Figure 30: Phénotypage des populations immunitaires dans les ganglions mésentériques et la
rate par cytométrie en flux. Mesure du nombre de lymphocyte CD3+ (A), CD8+ (B), CD4+ (C),
Trégulateurs (D) et macrophages (E) totaux. N= 6 souris min par groupe *p<0.05
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3) Modele d’allergie alimentaire par sensibilisation cutanée

Lors de mon parcours en thése, j'ai eu I'opportunité de réaliser une mission d’'un mois a
I'étranger dans le cadre du réseau COST (European cooperation in science and technology).
J’ai ainsi été accueillie dans le laboratoire du Dr Katrine Lindholm Begh, au sein du National
Food Institute du DTU (Technical University of Denmark), a Copenhague. Le projet avait pour
but de caractériser la réponse intestinale suite a un protocole d’allergie alimentaire par
sensibilisation cutanée a trois formes de gluten. Plusieurs études montrent en effet que la peau
représente un site crucial de sensibilisation et serait une porte d’entrée pour différents
allergénes. Il a été montré que les enfants souffrant de dermatite atopique ou ayant une
mutation du géne de la filaggrine ont plus de risque de développer des allergies alimentaires
ou de 'asthme (Amat et al., 2015; Kelleher et al., 2016) . Par ailleurs, le blé et particulierement
le gluten est incriminé dans plusieurs cas d’allergie alimentaire et cutanée. Le blé est un
aliment majeur de nos régimes occidentaux et il est trés utilisé en tant qu’additif dans de
nombreux produits afin d’améliorer leurs qualités de structure. De plus, I'hydrolyse du gluten
est largement utilisé afin d’augmenter sa solubilité dans les produits alimentaires. Cependant,
plusieurs cas d’allergie cutanée au gluten hydrolysé sur des patients non allergiques au blé
ont été rapportés, notamment au Japon et en France. Ces réactions allergiques se produisent
apres application de produits cosmétiques contenant du gluten hydrolysé (Chinuki et al., 2013;
Lauriere et al., 2006; Varjonen, Petman, & MakinenKiljunen, 2000) . L’hydrolyse du gluten
peut étre réalisée de différentes fagons : soit par une hydrolyse acide et on parlera dans ce
cas de gluten désamidé soit une hydrolyse par enzyme. Ainsi, nous avons décidé d’utiliser
trois formes de gluten : gluten natif (GN), gluten désamidé (GD) et gluten hydrolysé par
enzyme (GH) afin de caractériser la réponse allergique et I'allergénicité de ces trois produits
sur des rats sensibilisés par voie cutanée. L'objectif de ce projet était de caractériser la
réponse lymphocytaire T dans différents compartiments : les intestins (lymphocytes intra-
épithéliaux et lymphocytes de la lamina propria), les plaques de Peyer, les ganglions
mésentériques, la peau et les poumons. Par ailleurs, j’ai pu comparer le potentiel immunogene
des trois formes de gluten en dosant les IgE spécifiques, les IgG1 spécifiques et en réalisant
des expériences d’avidité et d’inhibition.

3.1) La sensibilisation cutanée induit une réponse allergique suite a un
challenge

Dans le but d’évaluer le potentiel allergénique de chaque forme de gluten, nous avons réalisé
des mesures de I'épaississement de I'oreille des rats apres injection par voie sous cutanée de
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I'allergéne avec lequel chaque rat a été sensibilisé. En effet, si le rat est bien sensibilisé par
un allergéne son injection induira une réponse inflammatoire provoquant la vasodilation des
vaisseaux sanguins de l'oreille. Comme nous le montrons dans la figure ci-dessous, chaque
forme de gluten est capable de provoquer une réponse allergique car nous observons un
épaississement significatif de I'oreille des rats sensibilisés avec les trois allergénes par rapport
aux rats controles (PBS).
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3.2) Les trois formes de gluten sont capables d’induire la production
d’lgG1 et d’IgE spécifique

Dans l'objectif de comparer l'immunogénicité des différentes formes de gluten aprés
sensibilisation, nous avons mesuré par ELISA les IgG1 spécifiques de chaque forme (Figure
32A). Chaque graphe représente 'ELISA spécifique d’une des formes de gluten (gluten natif,
gluten désamidé et gluten hydrolysé) ; en abscisse se trouvent les quatre groupes de rats
sensibilisés au gluten ou au PBS. Nous pouvons observer dans la figure A que chaque forme
est capable d’induire une réponse immune spécifique comparé au contrle. Nous avons
mesuré une augmentation significative des 1gG1 chez les rats sensibilisés par rapport aux
contr6les pour les trois formes de gluten. Ainsi, peu importe I'allergéne sensibilisant utilisé, les
IgG1 produit par les rats sont capables de reconnaitre les trois formes de gluten. Afin de
mesurer le pouvoir sensibilisant de chaque forme de gluten, nous avons mesuré par ELISA
les IgE spécifiques de chaque forme (Figure 32B). Une augmentation des IgE peut étre
observée chez les rats sensibilisés avec I'allergéne coaté. Ainsi, chez les rats sensibilisés avec
la forme native du gluten et le gluten désamidé, des IgE spécifiques sont produites et
reconnaissent les épitopes des allergeénes : leur niveau est significativement supérieur aux IgE
des rats contréles et des rats sensibilisés avec une autre forme que I'allergene coaté. Pour les
rats sensibilisés avec le gluten hydrolysé, 'augmentation des IgE et plus difficile a mesurer :
en effet le test ELISA est moins sensible pour cette forme-la.
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Figure 32: Mesure des IgG1 (A) et des IgE (B) spécifiques des trois formes de gluten par
ELISA. N= 6 souris par groupe, *p<0.05 ; **p<0.01***p<0.001

3.3) La transformation du gluten par désamination entraine la
formation de nouveaux épitope

Afin de mesurer la force de la liaison entre les IgG1 et les trois formes de gluten, nous avons
réalisé des tests d’avidité (Figure 33A). Chaque graphe correspond au test d’avidité pour
chaque forme de gluten ; en abscisse se trouvent les quatre groupes de rats sensibilisés au
gluten ou au PBS. Nous pouvons observer en figure A une différence d’avidité entre la forme
gluten désamidé et les autres formes de gluten. Le test d’avidité avec la forme gluten désamidé
montre qu’il faut une concentration plus faible d’inhibiteur chimique (KSCN) pour rompre la
liaison entre les IgG1 et l'allergéne. En effet, la concentration en KSCN nécessaire pour le test
d’avidité avec le gluten désamidé est de 0.39M comparé a 1M et 0.8M pour le gluten natif et
le gluten hydrolysé respectivement. Ce résultat montre ainsi que la liaison entre les IgG1 et le
gluten désamidé est plus faible. Dans le but d’évaluer la capacité de chaque forme de gluten
a inhiber la liaison entre les autres formes et leur IgG1 spécifiques, nous avons réalisé des
tests d’inhibition (Figure 33B). Chaque graphe correspond au test d’inhibition d’'une forme de
gluten ; les différentes courbes correspondent a I'allergene utilisé en tant qu’inhibiteur. Comme
nous pouvons I'observer dans la figure B, les résultats du test d’inhibition avec la forme gluten
désamidé montre que les formes gluten natif et gluten hydrolysé ne sont pas capable d’inhiber
la liaison entre le gluten désamidé et les IgG1 spécifiques. Dans les deux autres tests, nous
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observons que toutes les formes de gluten sont capables d’inhiber la liaison entre les IgG1 et
le gluten natif et la liaison entre les IgG1 et gluten hydrolysé par enzyme. Ainsi si la liaison
IgG1/gluten désamidé ne peut pas étre inhibée par les autres formes de gluten, nous pouvons
en déduire que la désamidation a induit la création de nouveaux épitopes non reconnu par les

IgG1 spécifiques des autres formes de gluten.
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Figure 33: Mesure de la force de la liaison IgG1/allergéne par des tests d'avidité (A) et des

tests d'inhibition (B) Rond gris : gluten natif, triangle orange : gluten désamidé et carré vert : gluten
hydrolysé par enzyme. N= 6 souris par groupe, *p<0.05 ; **p<0.01***p<0.001

3.4) La sensibilisation cutanée induit une réponse allergique intestinale

Différent compartiments de lintestin, les poumons ainsi que la peau ont été analysé en
cytométrie en flux afin d’évaluer l'impact de la sensibilisation cutanée sur la réponse
immunitaire de lI'ensemble de l'organisme (Figure 34). La proportion des populations
lymphocytaires T (CD4 et CD8) a été mesurée sur les poumons (A), la peau abdominale (B),
les ganglions mésentériques (C), les plaques de Peyers (D) et le tissu intestinal (E et F)
(lymphocytes intra-épithéliaux et lymphocytes de la lamina propria). Le nombre total de
cellules et le nombre total de CD3, CD4 et CD8 est montré dans la figure ci-dessous. Nous
n’observons aucune différence entre le groupe contrble et les groupes de rats sensibilisés
avec les différentes formes de gluten dans les ganglions mésentériques, les plaques de Peyer
et les poumons. En revanche nous pouvons observer une augmentation significative du
nombre de TCD4* dans la peau, qui reflete I'inflammation cutanée suivant la sensibilisation. Il
est logique de penser que la sensibilisation au niveau abdominal a induit une réponse

inflammatoire sur ce site. Par ailleurs nous pouvons observer une augmentation significative
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du nombre total de cellules et du nombre de TCD4* chez les rats sensibilisées au gluten
comparé au groupe contr6le, indépendamment de I'allergéne utilisé, dans la lamina propria
mais pas dans les IEL. Ces résultats suggérent que la sensibilisation par voie cutanée est
capable d’induire une inflammation locale au niveau de l'intestin. Cependant, pour chaque
organe, nous ne retrouvons pas de différences entre les différents groupes de rats sensibilisés.
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Figure 34: Nombre de cellules totales, de lymphocytes TCD3*, TCD4* et TCD8* dans

différents compartiments. Un phénotypage des populations lymphocytaire T a été réalisé en cytométrie
en flux sur les poumons (A), la peau (B), les ganglions mésentériques, (C), les plaques de Peyer (D), les
lymphocytes intra-épithéliaux (E) et les lymphocytes de la lamina propria (F).Barre blanche : PBS, barre noire :
gluten natif, barre orange : gluten désamidé, barre verte : gluten hydrolysé. N= 6 souris par groupe, *p<0.05 ;
**p<0.01***p<0.001
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IV. Discussion et perspectives

Le modéle animal utilisé est un modéle mimant la marche atopique combinant un modéle
d’allergie alimentaire au gluten de blé suivi d’'un modéle d’asthme aigu aux acariens (HDM).
Tout d’abord, le modéle d’asthme, bien caractérisé dans notre équipe (Thése de J. Chesné,
2014) est un modéle d’inflammation mixte TH2/TH17 qui se rapproche au plus prés de
'asthme allergique sévere des patients. En effet, 'originalité repose sur une sensibilisation
percutanée par application d’HDM dans du DMSO sur l'oreille des souris. Cette sensibilisation
percutanée vient renforcer l'inflammation mixte TH2/TH17 puisqu’il a été montré en 2007
gu’une sensibilisation cutanée oriente l'inflammation pulmonaire aprés challenge vers une
réponse de type TH17 (He et al., 2007) . Par ailleurs, cette sensibilisation percutanée mime
au plus prés la réalité. Les patients asthmatiques présentant un asthme de type allergique sont
généralement des patients atopiques qui peuvent avoir une peau altérée des le plus jeune
age. lls sont ainsi potentiellement sensibilisés a travers la barriére cutanée et non pas par voie
nasale. En effet, I'hypothése est émise depuis quelques années que la peau serait 'un des
premiers sites de sensibilisation (Dharmage et al., 2014; du Toit et al., 2016) . Cette
sensibilisation peut également conduire a I'apparition d’allergie alimentaire (Kelleher et al.,
2016) . Le modele d’asthme utilisé présente également une inflammation de type éosino-
neutrophilique, ce qui se rapproche des asthmes allergiques sévéres a infiltrat neutrophilique
important (WENZEL et al., 1999) . Cet infiltrat est guidé par I'lL-17 et par plusieurs chimiokines
dont I'lL-8 (CXCLS8) qui attire les neutrophiles sur le site d’'inflammation (Nembrini et al., 2009)
. Le modéle d’asthme est précédé d’un modeéle d’allergie alimentaire aux gliadines de blé.
Cette association des deux types d’allergies permet de se rapprocher au plus prés de la réalité
des enfants atopiques. En effet, 50% des patients possédant un asthme de type allergique ont
ou ont eu une autre forme d’allergie durant leur enfance (Wenzel, 2012) . Notre modéle est
donc un vrai modele de marche atopique puisqu’il prend en compte deux modéles complets
d’allergie. Notre modéle d’allergie alimentaire est particulierement robuste car la réponse
inflammatoire intestinale persiste six semaines aprés l'induction de l'allergie comme nous
'avons vu dans les résultats. A l'inverse, la plupart des modéles de marche atopique décrits
dans la littérature sont restreints a une sensibilisation alimentaire ou cutanée suivi de
challenge respiratoire par voie intra-nasale. Si ces modéles suffisent a induire une
inflammation mixte ou aggravée dans certains cas, ils ne miment pas la réalité de I'évolution
de l'allergie que I'on retrouve chez les patients. Un des premiers modeles de marche atopique
est celui de Spergel, constitué de trois séries de sensibilisations cutanées a I'ovalbumine par
patch abdominaux et d’'un challenge intra-nasal a 'OVA en fin de protocole (J M Spergel et
al., 1998) . Ce modele est le plus utilisé pour mimer une double sensibilisation
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cutanée/pulmonaire (He et al., 2009) |l est parfois décliné par des injections en intra-péritonéal
d’ovalbumine afin de mimer une sensibilisation systémique (Blumchen et al., 2006; Z. Zhu et
al., 2011) ou avec un challenge intra-gastrique afin de mimer une double sensibilisation
cutanée/intestinale (Hongwei Han et al.,, 2014). Des modeles plus élaborés ont été
développés, combinant les trois types de voies. Ainsi, dans un premier modéle de marche
atopique, les souris sont sensibilisées par injection intra-péritonéale d’ovalbumine puis sont
challengées plusieurs fois par injections intra-gastriques d’OVA suivies d’injections intra-
nasales d'HDM. Les résultats montrent une aggravation des réponses inflammatoires
pulmonaires aprés allergie alimentaire (Brandt et al., 2006) . Des résultats similaires ont été
montrés dans un deuxieme modeéle dans lequel les souris sont sensibilisées par voie intra-
gastrique a la cacahuéte puis challengées par voie intra-nasale a 'lHDM (Utsch et al., 2017) .
Dans notre modéle nous avons préféré employer ’'HDM en tant qu’allergéne respiratoire car
c’est le plus pertinent par rapport aux patients. Par ailleurs nous avons choisi de ne pas utiliser
de I'ovalbumine afin d’éliminer tout biais sur les réponses inflammatoires pulmonaires et/ou
intestinales. Nous avons donc opté pour un allergéne alimentaire moins répandu mais trés
controversé en alimentation : le gluten. Le gluten est tres largement utilisé dans l'industrie
agro-alimentaire en tant qu’agent texturant. En effet, grace a ses propriétés viscoélastiques et
son fort apport protéique, le gluten permet d’améliorer la texture des produits alimentaires et
d’augmenter le taux de protéine (Day, Augustin, Batey, & Wrigley, 2006) . Cependant, le gluten
est également incriminé dans plusieurs pathologies. Outre la maladie cceliaque dont il est la
cause principale, le gluten et particulierement les formes désamidées de ses protéines
(gliadine) est mis en cause dans certaines allergies alimentaires et/ou cutanées (Deneryl]
Papini et al., 2012) . La désamidation est utilisée par les industriels afin d’augmenter la
solubilité du gluten qui est un composé insoluble dans les matrices alimentaires les plus
courantes. Ainsi sa désamidation permet une incorporation plus facile dans des produits
alimentaires comme la viande par exemple ou dans des produits a visée cosmétiques (crémes
et savons). |l a été plusieurs fois reporté que le gluten désamidé pouvait déclencher des
réactions allergiques aprés application cutanée, méme chez des personnes normalement
tolérantes (Chinuki et al., 2013; Lauriére et al., 2006; Varjonen et al., 2000) .

Néanmoins, notre modéle posséde des limites difficilement évitables. Par sa construction, ce
modele est trés long et trés lourd pour les souris et a conduit a une mortalité bien plus élevée
chez les souris Balb/c subissant le protocole dans son ensemble (FA+RA) par rapport aux
souris contréles ou aux souris ne subissant qu’une seule partie du modele. En effet, au cours
de I'année 2015/2016, sur le nombre total de souris décédées pendant le protocole de marche
atopique, 68% étaient des souris appartenant au groupe FA+RA ; généralement décédées au

cours des sensibilisations ou des challenges a l'acarien ou sacrifiées a cause d’'une trop
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grande perte de poids. Nous avons ainsi choisi de continuer le modele de marche atopique
sur des souris C57BL/6, plus résistantes. Par ailleurs, du fait de la disponibilité des souris
CCR9KO uniguement sous une souche C57BL/6, nous avons été obligé de choisir cette
souche la en tant que contréle sauvage. Cependant, I'induction de I'allergie s’est avérée plus
compliquée et plus longue que chez des souris balb/c, pro-TH2.

Chez 'humain, comme nous I'avons décrit dans l'introduction, il est connu que la présence
d’une sensibilisation alimentaire augmente le taux de morbidité de l'asthme. Mais il a
également été montré que l'allergie alimentaire constitue un facteur de risque non négligeable
sur le taux de mortalité de 'asthme. Une étude a analysé I'effet de I'allergie alimentaire en tant
que facteur de risque d’une crise d’asthme mettant en danger la vie du patient. Les auteurs
ont pris comme référence des patients admis en hépital ayant été contraint & une ventilation
mécanique aprés une exacerbation. Les résultats montrent que I'allergie alimentaire est un
facteur de risque significatif : 52.6% des patients admis pour une exacerbation avaient des
antécédent d’allergie alimentaire contre 10.5% des patients contr6les (P=0.006) (Roberts,
Patel, Levi-Schaffer, Habibi, & Lack, 2003) . Une autre étude a analysé l'effet de la
sensibilisation alimentaire sur les hospitalisations d’enfants asthmatiques. Les auteurs
observent que les enfants sensibilisés a un allergéne alimentaire ont plus de risque d’étre
admis en hépital pour leur asthme (P<0.01), et requierent une médication plus importante en
corticostéroide (P=0.025) (Wang, Visness, & Sampson, 2005) . Ainsi la présence d’une
sensibilisation alimentaire chez une population asthmatique augmente le risque
d’hospitalisations. Enfin une derniére étude analysant le profil d’enfants allergiques
hospitalisés pour anaphylaxie alimentaire, a montré que les patients avaient plus de risque
d’étre admis en hdpital s’il était aussi diagnostiqué pour un asthme (OR 7.4, IC 5.8-9.3)
(Parlaman, Oron, Uspal, DeJong, & Tieder, 2016) .

Parmi les nombreux récepteurs de chimiokines existant, nous avons décidé de nous intéresser
tout particulierement a CCR9, car, avec son ligand CCL25, ils représentent I'unique couple
permettant la migration des cellules inflammatoires vers l'intestin. Comme nous I'avons décrit
dans lintroduction, CCR9 a tout d’abord été catégorisé comme étant un récepteur de type
homéostatique. Cependant, aujourd’hui cette classification est dépassée, il a été montré que
CCR9 avait aussi un role dans l'inflammation. Une des premiéres études analysant le role de
CCR9 dans les mécanismes fondamentaux de I'inflammation a montré qu'il était indispensable
dans linduction de la tolérance orale chez les souris (Cassani et al., 2011) . En effet, les
auteurs observent qu'il est impossible d’induire une tolérance orale chez les souris déficientes
pour CCR9, 0437 ou MadCam1. Par ailleurs comme il a été montré auparavant, cette induction
nécessite la voie de I'acide rétinoique puisque la tolérance orale est également impossible a
induire chez des souris dépourvues de vitamine A (lwata et al., 2004) . Ainsi, premiérement,
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CCRO9 a été associé a des réponses de type régulatrices. Plus récemment il a été montré que
les cellules dendritiques pouvaient, par lintermédiaire de l'acide rétinoique, stimuler
I'expression de CCR9 et 047 chez des lymphocytes T sécréteurs d’IL-10, possédant un
phénotype de type régulateur (Bakdash et al., 2015) . Dans le sang humain, il a été montré
que les cellules lymphocytaires circulantes mémoires CD4* CCR9* possédaient un phénotype
de type TH1 ou Trégulateur sécréteur d’IFN-y ou IL-10 respectivement (K A Papadakis et al.,
2000) . Cependant, comme nous I'avons aussi montré, CCR9 serait également impliqué dans
des réponses inflammatoires. Tout d’abord, une étude souléve des résultats contradictoires a
ceux enoncés précedemment en montrant que l'inhibition de CCR9 n’empéche pas 'induction
de la tolérance orale mais qu'’il s’agit d'une question de dose d’antigene introduite chez la
souris (Eksteen & Adams, 2010; M. J. Walters et al., 2010) . Dans notre modéle d’allergie
alimentaire au gluten, nous observons une augmentation du nombre et de la fréquence des
lymphocytes T exprimant CCR9 chez les souris allergiques par rapport aux souris contréles.
Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature qui montrent une augmentation
de I'expression de CCR9 chez les patients atteints de maladies inflammatoires de l'intestin
(Rivera-Nieves et al., 2006; Wermers, McNamee, Wurbel, Jedlicka, & Rivera-Nieves, 2011) .
Par ailleurs nos résultats indiquent que cette expression est retrouvée en majorité sur des
lymphocytes tissulaires, intra-épithéliaux et de la lamina propria. Ainsi CCR9 agirait
probablement directement au niveau local. Cependant, nos résultats sur les souris KO sont
contradictoires. Nous observons une diminution de l'inflammation pulmonaire post modele de
marche atopique cependant les souris CCR9” ne semblent pas présenter de différences en
terme d’inflammation systémique apres challenge alimentaire. Il aurait été intéressant de
regarder 'inflammation au niveau des lymphocytes intestinaux tissulaires. Les résultats sur les
souris KO pour des récepteurs de chimiokines sont par ailleurs trés contradictoires. Par
exemple s’il est aujourd’hui admis que CCR4 est impligué dans le recrutement des
lymphocytes dans l'asthme, le blocage de CCR4 par un anticorps ne montre aucune
diminution de l'inflammation des voies aériennes (Conroy et al. 2003). Dans une autre étude,
seulement I'hyperréactivité bronchique et non le remodelage semble étre atténué chez les
souris CCR4” (Shuch et al. 2002). L’absence de CCR8 dans un modéle murin d’asthme a
'ovalbumine ne semble pas non plus avoir un effet sur l'inflammation des voies aériennes
(Chung et al. 2003). Par ailleurs, au sein des modéle murins de colite, le réle de CCR9 n’est
pas clair car certaines études suggérent un réle inflammatoire de CCR9 et d’autres un rdle
plus nuancé. Ainsi dans un modéle murin de colite induite au DSS, les souris déficientes pour
le gene de CCR9 sont plus susceptibles de développer une inflammation par rapport aux
souris sauvages, caractérisée par un taux de mortalité plus élevé, un score clinique augmenté

et une rémission plus tardive (Wurbel et al. 2011). Ces données sont en corrélation avec nos
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résultats car nous ne pouvons conclure quant au réle de CCR9 dans notre modeéle d’allergie
alimentaire seule sur les souris CCR9™".

Finalement, si I'étude de CCR9 dans les réponses inflammatoires et particulierement dans des
modéles de KO souléve des résultats si contradictoires c’est probablement a cause de la
redondance du systéme chimiokines/récepteurs. En effet, comme nous I'avons décrit, ce
systéeme est trés redondant et un méme récepteur peut fixer plusieurs chimiokines tandis
gu’une méme chimiokine peut se fixer a plusieurs récepteurs. Méme si CCR9 est le seul
récepteur de chimiokine décrit aujourd’hui dans la migration vers l'intestin, il n’est pas exclu
qgu’il en existe d’autres ou qu’'un autre récepteur déja décrit soit aussi impliqué dans la
migration intestinale. Dans notre étude sur le modele de marche atopique, nous avons mis en
évidence I'effet de CCR9 sur la balance TH17/Treg et le caractere essentiel de CCR9 dans
I'inflammation pulmonaire aprés allergie alimentaire. Dans notre modéle de marche atopique
sur les souris CCR9™, les souris présentent un rétablissement de la balance Treg/TH17 avec
une augmentation des Trégulateurs CD25* Foxp3* dans les poumons mais pas de
modification des TH17. De fagon similaire, une étude montre une augmentation des Treg
Foxp3* dans la rate et les ganglions mésentériques de souris CCR9™. Par ailleurs, les souris
ne semblent pas présenter de changement de la production d’IFN-y et d’IL-17 par les cellules
T CD4* (Evans-Marin et al., 2015) . Enfin, cette étude montre que l'interaction entre CCL25 et
CCRS9 inhibe le développement des Treg Foxp3*. En effet I'ajout in vitro de CCL25 a des
cultures cellulaires de T CD4* en présence de TGF-, inhibe la différenciation en Treg (Evans-
Marin et al., 2015) . Les auteurs suggérent que cette inhibition du développement des Treg
par CCR9 serait a l'origine de linflammation intestinale dans les maladies inflammatoires
chroniques de lintestin dans lesquelles on retrouve une augmentation de CCR9. Dans des
PBMC de patients atteints de conjonctivite allergique, il a été démontré qu'il existait un
déséquilibre entre les cellules CD4*CD25*Foxp3* et les cellules CD4*CCR4* et CCR9*. Apres
stimulation par Der p, les auteurs observent une augmentation des cellules T CD4* CCR4* et
CCR9* et une augmentation de la production d’IL-5, IL-6 et IL-8. Ces résultats suggérent un
rle inflammatoire des cellules CD4*CCR4+ et CCR9* dans la réponse allergique (Galicia-
Carre6n et al., 2013) . En corrélation avec nos résultats, une étude faite sur un modeéle murin
d’inflammation allergique des voies aériennes a 'OVA, montre que le recrutement des cellules
immunitaires dans les lavages broncho-alvéolaire était diminué chez des souris déficientes
pour le géne de CCR9 (Lopez-Pacheco, Soldevila, Pont, Hernandez-Pando, & Garcia-Zepeda,
2016) . Par ailleurs la sécrétion d’IL-4 et d’IL-5, caractérisant une réponse de type TH2 semble
inchangée, ce que l'on retrouve également dans notre modele. Particulierement, CCR9
semble essentiel dans le recrutement des éosinophiles puisque les auteurs observent une
diminution de CCR3 et CCL11 chez les souris KO (L6pez-Pacheco et al., 2016) . Cette étude
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suggere un réle important de CCR9 dans les phases précoces de la réponse inflammatoires
allergique tout comme nous avons observé le rble indispensable de CCR9 dans
I'établissement de I'inflammation pulmonaire aprées allergie alimentaire. Enfin des études ont
caractérisé le réle inflammatoire de CCR9 a travers son expression par les lymphocytes Ty®.
En effet, les lymphocytes Tyd se localisent préférentiellement dans les sites muqueux et les
tissus et font partie de ce que I'on appelle lymphocytes intra-épithéliaux (IEL) au sein de
I'intestin (Hayday, 2000) . Les lymphocytes Tyd expriment également a437 (Nakajima, Roswit,
Look, & Holtzman, 1995) . La délétion de CCR9 sur des souris induit une diminution des
lymphocytes Tyd intra-épithéliaux (M. A. Wurbel et al., 2001) . Il est ainsi raisonnable de penser
que les Tyd de l'intestin pourraient avoir un réle dans les réponses inflammatoires intestinales.
Dans un modéle d’inflammation allergique a 'OVA, une étude a montré que CCL25 permettait
la migration des lymphocytes Tyd IL17+ exprimant a4B7. Le blocage de o437 ou CCL25 inhibe
la migration de ces cellules Tyd IL17* mais pas celle des Taf (Costa et al., 2012) . Le couple
CCL25/CCR9 ne posséderait donc pas qu’un effet homéostatique mais serait également
impliqué dans des réponses inflammatoires comme nous I'avons décrit dans notre modéle

murin de marche atopique.

Nos résultats et d’autres travaux (D. Ruane et al., 2013) montrent clairement qu’une
inflammation engendrée au niveau d’un site donné peut induire une réponse sur un autre site.
Au sein de notre modéle nous avons montré que l'inflammation allergique intestinale pouvait
aggraver l'inflammation pulmonaire et ce grace a CCR9. Ces résultats sont en corrélation avec
le concept de Bienenstock qui postule que les différents sites muqueux du systéme
immunitaire peuvent interagir entre eux (Bienenstock et al., 1978) . L’allergie peut ainsi étre
vue comme une maladie d’ensemble et non pas comme une maladie d’'organe. Suivant ce
principe nous avons voulu poursuivre nos travaux sur la marche atopique en collaborant avec
une équipe du National Food Institute au Danemark qui a développé un modele d’allergie
alimentaire par sensibilisations cutanées. Ce modele est pertinent car nous savons qu’une
sensibilisation cutanée a travers une peau altérée peut induire une allergie alimentaire par la
suite chez les enfants (Kelleher et al., 2016) . Nous avons ainsi analysé 'inflammation cutanée,
pulmonaire et intestinale chez des rats sensibilisés a trois formes de gluten par application
abdominale de I'allergene. Nous avons testé trois différentes formes de gluten : du gluten natif
non modifié, du gluten hydrolysé par voie acide (gluten désamidé) et du gluten hydrolysé par
voie enzymatique (gluten hydrolysé). Ces trois formes ont été choisies car il a été montré
gu’une protéine transformée par digestion, hydrolyse ou chauffage pouvait avoir un pouvoir
sensibilisant différent (Bagh, Barkholt, Rigby, Mills, & Madsen, 2012; M. Claude et al., 2016;
Mathilde Claude et al., 2017) . L’hydrolyse a été choisie car il a été montré chez les souris que
le gluten hydrolysé posséde un pouvoir sensibilisant plus important que celui du gluten natif
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(Adachi, Nakamura, Sakai, Fukutomi, & Teshima, 2012) . Par ailleurs, la modification du gluten
par désamidation peut entrainer une réponse allergique méme chez des patients tolérants au
gluten (DeneryIPapini et al., 2012) . Des cas d’allergie au gluten désamidé ont ainsi été
reportés aprés application de produits cosmétiques en contenant (Chinuki et al., 2013;
Lauriere et al., 2006; Varjonen et al., 2000) . L’hydrolyse et la désamidation conduisent a la
formation de petits peptides et peut également causer I'agrégation de certains peptides. Ces
nouveaux composeés créés peuvent modifier le pouvoir sensibilisant de I'allergene. Nous avons
ainsi montré que si chaque forme de gluten était capable d’induire la production d’lgG1 et d’IgE
spécifiques dans le sérum des rats, I'hydrolyse a un impact sur la force de liaison entre les
IgG1 et I'allergéne. En effet, la mesure de l'avidité permet d’évaluer la force de la liaison et
renseigne sur la conformation des épitopes nouvellement créés. Nous observons pour le
gluten désamidé qu’il faut moins d’inhibiteur chimique (KSCN) pour rompre la liaison formée
avec les IgG1. Ainsi, la liaison IgG1/ gluten désamidé est plus faible. Par ailleurs, les
expériences d’inhibition par un autre allergene renseignent sur I'épitope formé mais également
sur sa clonalité. Les résultats montrent que la forme gluten désamidé est moins inhibée par
les deux autres formes de gluten, ainsi, nous pouvons conclure que la désamidation a permis
la création de nouveaux épitopes différents qui ne sont pas reconnus et donc pas inhibés par
les deux autres formes de gluten. Concernant la réponse allergique au niveau intestinal, les
trois formes de gluten sont apparemment capables d’induire une réponse lymphocytaire CD4*
au niveau tissulaire. Nous observons une augmentation des lymphocytes TCD4* dans la
lamina propria qui concorde avec une inflammation de type allergie alimentaire. En effet, nous
retrouvons une augmentation du nombre de lymphocytes tissulaires dans notre modéle
d’allergie alimentaire au gluten. Notre modéle de sensibilisation par voie cutanée a donc bien
conduit a une réponse allergique au niveau intestinal. Dans un modéle de sensibilisation
cutanée par application abdominale d’extrait de cacahuéte suivi de challenges oraux a l'a-
lactalbumine (ALA) ou a I'OVA, une équipe a montré que la sensibilisation cutanée induisait
une réponse TH2 et une activation des cellules dendritiques des ganglions lymphatiques
drainant de la peau suffisante pour générer une réponse de type anaphylaxie (Tordesillas et
al., 2014) . Dans une autre étude, les auteurs observent que la sensibilisation cutanée suivie
d’un challenge oral a 'OVA est suffisante pour induire une anaphylaxie caractérisée par une
augmentation des IgE dans le sérum, une baisse significative de la température et une
augmentation de MCP-1 (Bartnikas et al., 2013) . Par ailleurs cette sensibilisation cutanée
induit une expansion des macrophages au sein du jéjunum, reflétant une inflammation
intestinale. Ces effets sont IgE-dépendant car ils ne sont plus observés chez des souris IgE™”
. Ainsi, une sensibilisation cutanée a un allergéne alimentaire est suffisante pour développer
I'allergie alimentaire chez la souris (Bartnikas et al., 2013) . Ces données de la littérature sont

en corrélation avec nos résultats sur le modéle d’allergie alimentaire par sensibilisation
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cutanée chez le rat. En effet, aprés sensibilisation par patch cutané avec le gluten, nous
retrouvons une vasodilation de l'oreille des rats, un niveau élevé d’IgE dans le sérum et surtout
une augmentation du nombre de lymphocytes TCD4* dans la lamina propria. La sensibilisation
cutanée est donc suffisante pour induire une réponse immunitaire au niveau intestinal, méme
sans provocation orale. Il est probable que les cellules sensibilisées au niveau de la peau aient
migré vers lintestin afin de déclencher une réponse allergique. Il aurait donc été intéressant
d’analyser I'expression de différents récepteurs de chimiokines dont CCR9. Si l'effet de la
sensibilisation cutanée sur le développement de l'allergie alimentaire est souvent observé
dans des modéles de souris, le mécanisme régulant 'axe peau-intestin est encore peu clair.
Une étude récente a soulevé I'importance des basophiles dans la réponse allergique (Hussain
et al., 2017) . En effet, dans un modeéle d’allergie par sensibilisations cutanées a 'OVA suivies
de challenges intra-gastriques au méme allergéne, les auteurs observent une réponse
prédominante basophile et TH2 dans la peau. Par ailleurs, en utilisant des souris KO
conditionnelles pour I'lL-4 dans les basophiles, ils ont montré que la production de I'lL-4 par
les basophiles était nécessaire pour induire une polarisation TH2 et I'induction de I‘allergie
alimentaire IgE-médiée caractérisée par un score clinique plus élevé, une augmentation des
IgE et une augmentation de MCP-1. Les auteurs suggerent ainsi que I'lL-4 produite par les
basophiles cutanés favoriserait la progression de l'allergie de la peau vers le tractus gastro-
intestinal (Hussain et al., 2017) . Concernant I'implication de la migration cellulaire dans les
mécanismes de la marche atopique peau/intestin, une étude a montré le réle de CCR4, un
des récepteurs de chimiokine permettant la domiciliation cellulaire vers la peau, dans
linflammation cutanée aprés sensibilisation intestinale (Oyoshi et al.,, 2011) . Les souris
CCR4" sensibilisées par voie orale et challengées par voie cutanée ne présentent pas
d’'inflammation cutanée contrairement aux souris sauvages qui présentent une augmentation
de linfiltrat cellulaire et un épaississement de I'épiderme. Par ailleurs des transferts adoptifs
similaires a notre étude montrent que le transfert de TCD4*a4p7* (homing intestinal) provenant
de souris sensibilisées par voie orale dans des souris naives challengées par voie cutanée
ultérieurement induit une réponse inflammatoire au niveau de la peau ; cette réponse est
perdue si les lymphocytes TCD4*a4B7+ proviennent de souris CCR4™". Par ailleurs, la réponse
est également inhibée si les souris sont dépourvues de ganglions lymphatiques. Les auteurs
suggeérent ainsi que les lymphocytes TCD4*a437+ spécifiques d’'une réponse orale peuvent
étre reprogrammeés au sein des ganglions lymphatiques afin de migrer sous linfluence de
CCR4 et d’'induire une réponse inflammatoire au niveau de la peau (Oyoshi et al., 2011) . Ces
données sont en corrélation avec nos résultats ; en effet nous avons démontré que
inflammation pulmonaire était abrogée si les lymphocytes TCD4* sensibilisés par I'allergie
alimentaire transférés dans des souris naives, provenaient de souris CCR9”. Ces
lymphocytes seraient donc potentiellement capables d’étre reprogrammés dans les ganglions
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lymphatiques afin de migrer vers les poumons et de provoquer une réponse inflammatoire
pulmonaire. Ces données renforcent donc I'hypothese selon laquelle l'allergie est une maladie
d’ensemble ; il serait donc pertinent de continuer a développer I'étude de 'axe intestin/poumon
ou I'axe peau/intestin.

En perspective de ces conclusions, nous aimerions approfondir notre modele de marche
atopique en élaborant des modéles murins d’allergie cutanée/allergie respiratoire et allergie
cutanée/allergie alimentaire. Ces modeles nous permettraient d’analyser le réle d’autres
récepteurs de chimiokines, notamment ceux impliqués dans la domiciliation cutanée. Les
récepteurs CCR4, CCR8 et CCR10 ainsi que leurs ligands respectifs CCL17 et 22, CCL1 et 8
et CCL27 et 28 sont en effet impliqués dans les réponses immunitaires de la peau (Castan,
Magnan, & Bouchaud, 2017) . Les récepteurs de chimiokines pourraient ainsi étre analysés
par cytométrie en flux sur les cellules immunitaires provenant de la peau, de I'intestin ou des
poumons. Concernant les ligands de ces récepteurs, nous aimerions développer la culture
primaire de cellules épithéliales intestinales et pulmonaires afin de pouvoir doser la sécrétion
des chimiokines par les cellules épithéliales dans le surnageant par ELISA.

Par ailleurs, I'utilisation d’un antagoniste de CCR9 serait un bon moyen de valider son réle
dans notre modéle de marche atopique. L’antagoniste de CCR9 (Vercirnon, Chemocentryx-
GSK), donné par voie orale a été testé dans plusieurs essais cliniques sur des patients atteints
de maladies inflammatoires de I'intestin. Notre objectif serait dans un premier temps de tester
I'antagoniste sous forme d’injections dans le modéle murin, entre I'allergie alimentaire et le

début du modéle d’asthme aux acariens.

Les récents essais cliniques avec supplémentation en pré ou probiotiques se révélant
concluant, il est pertinent de se demander si le microbiote intestinal a un réle important non
seulement dans l'allergie alimentaire mais dans toutes les formes d’allergie. Que ce soit dans
des études sur des souris ou sur des cohortes de patients, il parait de plus en plus clair que le
microbiote joue un r6le dans [lallergie. Selon la théorie de I'hypothése hygiéniste, la
composition et la colonisation du microbiote ainsi que le contact avec une certaine diversité
microbienne influencerait trés précocement le développement du systeme immunitaire de
'enfant. On sait par exemple aujourd’hui que I'accouchement par césarienne augmente le
risque du développement d’allergies chez I'enfant (Papathoma, Triga, Fouzas, & Dimitriou,
2016) . Contrairement a 'accouchement par voie basse, il favorise le contact avec les bactéries
cutanées de la mére et non vaginales. Chez la souris il a été montré que les souris germ-free
possédait un systéme immunitaire immature ; en effet le systeme immunitaire associé au tube
digestif dont les plaques de Peyer n’est pas fonctionnel voire absent (Furrie, Turner, & Strobel,
1994) . De plus, linduction de la tolérance orale est difficile chez les souris élevées sous
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atmospheére stérile (Sudo et al., 1997) , elles présentent en effet une réduction du nombre de
Trégulateur ou une réduction de la sécrétion d’'IL-10 (Geuking et al., 2011) . |l a également été
montré que lI'exposition périnatale aux antibiotiques altérait la composition du microbiote
intestinal et favorisait la sensibilisation a des allergenes alimentaires (Stefka et al., 2014) .
Chez 'homme également, plusieurs études soulévent une corrélation entre allergie et
dysbiose du microbiote intestinal. Une étude menée sur 166 enfants a ainsi montré que la
richesse du microbiote intestinal mais non sa diversité était liée a une diminution significative
de la sensibilisation alimentaire (Azad et al., 2015) . Chez des enfants allergiques au lait &gés
de 3 a 6 mois, une étude a comparé la composition de leur microbiote a 'age de 8 ans. Les
auteurs observent que les enfants dont I'allergie a disparu a 8 ans possedent un microbiote
dont les phyla les plus importants sont les Firmicutes et Clostridia ; au contraire chez les
enfants dont I'allergie au lait est toujours présente, les auteurs constatent une proportion plus
importante de Bacteroidetes et de Enterobacter (Bunyavanich et al., 2016) . Chez la souris
également, une dysbiose du microbiote serait a I'origine des allergies ou au contraire de leur
protection. Des articles montrent en effet que la protection de I'allergie alimentaire est associée
avec un phénotype particulier du microbiote intestinal (Diesner et al., 2016; Rivas et al., 2012)
. Concernant I'asthme, une étude montre que la supplémentation en prébiotiques peut
influencer la composition du microbiote intestinal et impacter la sévérité de l'asthme
(Trompette et al., 2014) . Au vue de ces résultats, nous aimerions élaborer un modele de
suppression du microbiote intestinal par antibiotique (Reikvam et al., 2011) . Le microbiote
intestinal serait ainsi supprimé aprés induction de l'allergie alimentaire par gavage avec
différent antibiotiques et anti-fongique ; I'objectif serait d’analyser si sa suppression a un
impact sur la survenu de I'asthme apreés induction de l'allergie alimentaire.
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En résumé, notre étude sur la marche atopique, et particulierement les données sur CCR9
renforcent 'importance de I'axe intestin/poumon et I'hypothése selon laquelle I'allergie est une
maladie de 'ensemble de I'organisme et non une maladie d’organe. Le rdle clé que jouent les
chimiokines et leurs récepteurs dans le mécanisme de la réponse immune a permis le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur l'utilisation d’antagoniste
des récepteurs ou de neutraligands. Méme si les différents essais cliniques notamment avec
lanti-CCR9 ne se sont pas avérés concluants sur des patients atteints de maladie
inflammatoires de l'intestin, il serait intéressant d’analyser I'effet d’'un antagoniste de CCR9
dans l'allergie et/ou dans I'asthme. Devant 'augmentation quasi épidémique de I'allergie, il est
aujourd’hui nécessaire de continuer & en comprendre les mécanismes immunologiques afin

de mettre en évidence de nouveau marqueurs prédictifs.
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Abstract

Background: Food allergies affect 4-8% of children and are constantly on the
rise, thus making allergies a timely issue. Most importantly, prevention strategies
are nonexistent, and current therapeutic strategies have limited efficacy and need
to be improved. One alternative to prevent or reduce allergies, particularly during
infancy, could consist of modulating maternal immunity and microbiota using
nondigestible food ingredients, such as prebiotics. For this purpose, we studied
the preventive effects of prebiotics in Balb/c mothers during pregnancy and
breastfeeding on food allergy development in offspring mice.

Methods: After weaning,
GOS/inulin - mixture

the offspring from mothers that were exposed to
or fed a control diet were intraperitoneally sensitized
to wheat proteins to induce a systemic allergic response and orally exposed to
the same allergen. Immunological, physiological, and microbial parameters
were analyzed.

Results: GOS/inulin mixture diet modified the microbiota of mothers and their
offspring. Offspring from mothers that received GOS/inulin prebiotics were pro-
tected against food allergies and displayed lower clinical scores, specifically of
IgE and histamine levels, compared to offspring from mothers fed a control
diet. Moreover, GOS/inulin supplementation for the mother resulted in stronger
intestinal permeability in the offspring. Enhancement of the regulatory response

to allergic inflammation and changes in the Th2/Thl balance toward a damp-
ened Th2 response were observed in mice from GOS/inulin mixture-exposed
mothers.

Conclusion: The treatment of pregnant and lactating mice with nondigestible
GOS/inulin prebiotics promotes a long-term protective effect against food aller-

gies in the offspring.

Abbreviations

Alum, aluminum hydroxide; ANova, analysis of variance; CTL, control group; FAs, food allergies; F-ELISA, fluorometric enzyme-linked

immunosorbent assay; FBS, fetal bovine serum; HBSS, Hank’s balanced salt solution; HRP, horseradish peroxidase; IFN, interferon; Ig,
immunoglobulin; IL, interleukin; PBS, phosphate-buffered saline; RPMI, Roswell Park Memorial Institute; SD, standard deviation; TGF,

transforming growth factor; Treg, regulatory T cell; GOS, galacto-oligosaccharide; SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel

electrophoresis; BCA, bicinchoninic acid; REA, Research Executive Agency; AU, arbitrary unit; FITC, fluorescein isothiocyanate; H&E,

hematoxylin and eosin.
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In developed countries, the prevalence of food allergies
(FAs) is estimated to affect up to 8% of children and 2%
of adults (1). FAs most often begin within the first 2 years
of life and can be caused by an adverse immunological
reaction involving immunoglobulin E (IgE) to an ingested
food antigen. The low-affinity IgE receptor FccRII (CD23),
expressed on enterocytes, has been implicated in the bidirec-
tional transport of allergen—IgE complexes from the lumen
to the serosa in the intestine (2). Wheat is one of the eight
foods that most frequently promote allergies in childhood;
wheat allergy affects up to 0.5% of the population (3). To
date, wheat has been considered a common childhood FA
that is usually outgrown by school age (4, 5). The major
wheat allergens are found among the relatively insoluble
gluten proteins, consisting of gliadins and glutenins (6, 7).
One explanation for the increased prevalence of allergies
lies in the well-known ‘hygiene hypothesis’, which postulates
that low or no exposure to exogenous antigens in early life
may increase the risk of allergic diseases (8, 9). It has been
described that an alteration of the microbial flora favors
the persistence of Th2 cytokines (IL-4, IL-13, and IL-5),
which are predominant at birth, and limits the shift toward
a predominant Thl response and the development of regu-
latory T cells. Moreover, declining microbial diversity, par-
ticularly in the gut, is implicated in the dramatic increase
in allergies and other inflammatory and immune diseases
(10, 11).

To date, clinical management of wheat allergies has been
based on avoidance and the use of rescue medication for
reactions. However, 35% of patients remain allergic by the
age of 12, suggesting that new treatments are necessary.
Over the last several years, new alternatives have been pro-
posed to prevent and treat allergic diseases. Among these,
research has focused on the use of probiotics and prebi-
otics. Despite more than 19 randomized controlled trials to
assess the effects of probiotics in allergy prevention, there
are still no definitive benefits or guidelines. There is early
promise in using prebiotics to selectively stimulate the
growth and activity of bacteria in the colon and improve
host health. Prebiotics are nondigestible carbohydrates that
stimulate the growth of probiotic bacteria in the intestine.
The most common prebiotics are indigestible oligosaccha-
rides, such as inulin and galacto-oligosaccharide (GOS).
Both can interact with the gut microflora and play a cen-
tral role in the maturation of the immune system. They
regulate allergic inflammation through an inhibition of the
Th2 profile and an upregulation of the Thl and Treg
responses (12—-14). Recent data indicate that prebiotics
might also exert a direct action on the immune system,
notably by interacting with ‘galectins’ that can exert vari-
ous immunomodulatory properties via their binding to
some T-cell receptors (15). However, none of these mecha-
nisms of action of prebiotics (direct or indirect) on the
immune system are well understood. Previous studies in
allergic mouse models have described prebiotics (i.e., FOS,
GOS) as prophylactic immune-modulators that attenuate
allergic responses against house dust mites or pollen (16).

Maternal prebiotic diet prevents food allergy in pups

Prenatal life and early infancy are crucial periods during
which different systems are established, including the
immune system, microbiota, gut barrier integrity, and oral
tolerance (17). Recent work has shown that a maternal
diet supplemented with prebiotics (a mix of oligosaccha-
rides) during pregnancy or lactation can affect the develop-
ment of allergic symptoms in the offspring (18, 19).
Nevertheless, the effect of supplementing the diet of adult
mice with prebiotics during perinatal period (pregnancy
and breastfeeding) on the development of the microbiota
and the immune system in the offspring has not been eval-
uvated in the context of allergies and whether this period
could be of interest.

We hypothesized that prebiotics might be a promising
dietary concept for early-life intervention in the prevention of
wheat allergies. Therefore, in this study, we aimed to investi-
gate the effect of maternal supplementation with GOS/inulin
mixture during pregnancy and lactation on the development
of food allergies in the offspring.

Methods

Animal studies

Balb/c mice from Charles River, France, were used and
housed in a ventilated cage system. The protocol was
approved by the Ethics Committee on Animal Experimenta-
tion of the Pays de la Loire region (CEEA.2011.52; 128;
accreditation number: 4478). Mice were fed either a stan-
dard diet or a diet supplemented with 4% galacto-oligosac-
charides and inulin in a 9:1 ratio (Safe, France) during
pregnancy and breastfeeding. The pups were fed a normal
diet until weaning at 3 weeks of age, and at 6 weeks were
sensitized to wheat-deaminated gliadins (DG) by two
intraperitoneal injections of 101g of DG in 100 1l of PBS
and 100 1l of aluminum hydroxide. After 8 days, the pups
were orally administered (gavage) 20 mg of DG to induce
an allergic reaction (Fig. 1). Body temperature was mea-
sured with a rectal probe before and 30 min after the oral
challenge. The clinical score was evaluated 1 h after the oral
challenge according to the symptomatic scale described pre-
viously (20).

Immunoglobulin assays

Blood samples were collected at the end of the protocol and
centrifuged at 2000 g for 20 min. The quantifications of
specific IgE, IgGl, IgG2a, and IgA and histamine levels were
assayed on serum samples by indirect F-ELISA (20).

Cytokine assays

Mesenteric lymph nodes and Peyer’s patches were collected
and ground to obtain cell suspension. Pooled cell suspension
was then specifically stimulated with DG at 10 lg/ml. After
5 days of growth, supernatants were collected and the
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concentrations of cytokines were measured by ELISA as CD32 antibody (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France)
described (20). and fixed in 4% paraformaldehyde (PFA). For intracellular

staining, the cells were fixed and permeabilized using a
Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences) and stained with Fox-

Fl t t
oW cytometty p3-PE, IL-4-PE, or IFN-c-APC (BD Biosciences). Cells were

Mesenteric lymph nodes and Peyer’s Patches were collected analyzed on a Canto II flow cytometer (BD Biosciences).
from mice and ground. A total of 1.10° cells were transferred Data were acquired using Diva 8.0 software and analyzed
to a 96-well round-bottom plate and stimulated for 5 h with with FlowJo X (TreeStar, Williamson Way, Ashland, USA).

50 ng/ml of phorbol-12-myristate-13-acetate and 1 lg/ml of

ionomycin  (Sigma-Aldrich)  together with brefeldin A

(1 mg/ml; BD Bioscience). Cells were stained with surface Western blot

markers (CD3-FITC, CD4-Alexa 405, CD25-PE-Cy7; BD A total of 60 mg of intestine (jejunum) was immersed into
Biosciences) in the presence of Fc blocker mouse CDI16/ 500 11 of lysis buffer for 30 min. After sonication, the
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Figure 1 Maternal GOS/inulin diet protects offspring against the challenge for their (B) clinical score, (C) body temperature:

symptoms of wheat protein food allergies. (A) Experimental proto- and histamin level (C). Concentrations of wheat-specific (E) IgE,

col. Mothers were fed either a control diet (CTL)or a GOS/inulin (F) 1gG2a, and (G) IgA in the plasma of the offspring of mothers

diet (PN), and after weaning, their pups were left untouched (un- fed either a control or a GOS/inulin diet were evaluated. Values
sensitized) or intraperitoneally sensitized and orally challenged are mean SD (n = 8 animals per group); *P < 0.05, **P < 0.01,
with wheat proteins (allergic). The mice were analyzed 1 h after and *** P < 0.005.
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concentration of the intestinal proteins was assessed using
Bi-succinimide acid (BCA). After migration on a 10% SDS-
PAGE, the proteins were transferred to a nitrocellulose mem-

brane. In an attempt to quantify the proteins, the membrane
was incubated with antibodies directed against CD23 and
MUC2 (Life Technologies SAS, Saint-Aubin, France) and

then revealed by chemiluminescence according to the manu-
facturer’s instructions.

Ussing chambers

Pieces of jejunum were extracted from mice, washed with a
Krebs solution and mounted in Ussing chambers. The para-
cellular permeability was assayed using a fluorescein—sulfonic
acid gradient over time by fluorometry. The transcellular per-
meability was measured by the horseradish peroxidase (HRP)
activity over time using a spectrofluorometer as previously
described (21).

Short-chain fatty acid measurement and 16S DNA analyses
from feces

To detect short-chain fatty acids, the content of ceca from
mice was collected and centrifuged at 10000 g for 10 min.
The concentration of short-chain fatty acids was calculated
from the supernatant by gas-liquid chromatography. The
bacteria were quantified by quantitative PCR (qPCR) in
feces collected from pups on day 21 after birth (before
allergy sensitization) and on day 54 (after allergy sensitiza-
tion). Briefly, feces were added to 180 1l of a solution of
lysozymes (20 mg/ml), Triton (1.2%), and Tris-HCI/EDTA
(1/0.5 M) and incubated at 37°C for 30 min. Then, 300 mg
of zirconium beads (diameter 0.1 mm, BioSpec Products,
VWR International, Fontenay-sous-Bois, France) was
added with 1 ml of InhibitEX solution from the QIAamp
Fast DNA Stool Mini Kit, and the suspension was dis-
rupted for 3 min at 30 Hz in a mini-bead beater (MM301;
Retsch GmbH & Co., Haan, Germany). Afterward, the
DNA was quantified by Nanovue (GE Healthcare, Aulnay
sous Bois, France). Following the extraction, gPCR was
conducted using the iCycler iQ real-time PCR detection
system instrument (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The

analyzed mixture consisted of a total volume of 15 11 con-
taining 5 1l of the extracted DNA, 2.5 1 of specific pri-

mers, and 7.5 11 of QuantiTect SYBR Green PCR Kit
(Qiagen, Venlo, Netherlands).

Statistical analysis

Data were analyzed using GraphPad Prism 6.0 (La Jolla,
CA, USA). Values were expressed as mean SEM and com-
pared using one-way ANOVA. In the case of a positive ANOVA,
means were compared using the Mann—Whitney U-test and
the results were corrected by a Bonferroni multiple-compari-
sons test. A P-value of less than 0.05 was considered signifi-
cant.

Maternal prebiotic diet prevents food allergy in pups

Results

Offspring from GOS/inulin mixture-exposed mothers during
pregnancy and lactation are protected from food allergies

An allergy to DG was induced in offspring from both con-
trol diet (CTL allergic)- and GOS/inulin mixture-supple-
mented mothers (PN allergic) (Fig. 1A). Nonallergic mice
from both groups were used as controls to determine the
effect of perinatal supplementation with GOS/inulin mix-
ture on the development of allergies. Interestingly, feeding
mothers the GOS/inulin diet limited the severity of the dis-
ease and dampened allergic inflammation in offspring.
Indeed, our results showed that the introduction of GOS/
inulin reduced the clinical score (2.1 03 AU s
0.8 0.3 AU), body temperature (2.3 0.6°C vs 0.6
0.2°C), histamine level (242 41 ng/ml vs 76  17), and
wheat-specific IgE level (104 16 lg/ml vs 38 7 lg/ml)
compared to the control diet (Fig. 1B, D and E). Interest-
ingly, plasma levels of wheat-specific IgG2a and IgA signif-
icantly increased in allergic offspring from GOS/inulin-
supplemented mothers compared with allergic offspring
diet-fed mothers (3.7 0.4 mAU vs
119 2.5 mAU and 7.8 mAU 0.7 vs 14.1 mAU 1.5,
respectively) (Fig. 1G and H). Together, these results
demonstrate a protective effect of GOS/inulin
against food allergies in offspring when administered to
mothers during gestation and lactation.

from the control

mixture

Maternal supplementation with GOS/inulin during gestation
and lactation reduces the Th2 response in allergic offspring
and increases regulatory responses in allergic offspring

We examined inflammatory and suppressive cytokines in the
guts of offspring from mothers that did and did not receive
GOS/inulin  supplements (Fig. 2). The production of IL-4
and IL-5 by specifically stimulated cells such as T lympho-
cytes from mesenteric lymph nodes and Peyer’s patches was
upregulated in allergic mice from both control diet-fed and
GOS/inulin-supplemented mothers compared with nonallergic
mice. Moreover, GOS/inulin supplementation during
pregnancy and lactation had a profound effect on preventing
the secretion of IL-4 and IL-5, as significant decreases were
found in pups from GOS/inulin-supplemented mothers
compared to control diet-fed mothers (43.5 31 pg/ml vs
1.7 3pg/ml and 176.6 42 pg/ml vs 423 7 pgml
respectively) (Fig. 2A and B). However, we observed no dif-
ference for IFN-c secretion in the guts of allergic offspring
from control diet- or GOS/inulin-supplemented mothers
(Fig. 2C). Similar results were obtained for the expressions of
L4 39 3.8% vs9.8 3.9%) and IFN-c in CD4" T cells
from lymphoid organs (Fig. 2D and E). Regarding regula-
tory T cells, CD4*CD25""Foxp3* Treg frequency

decreased in allergic pups compared with nonallergic pups
from control diet-fed mothers (Fig. 2F). However, this
decrease was suppressed in offspring from GOS/inulin-sup-
plemented mothers (Fig. 2F). The persistence of the Treg
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response is particularly associated with the production of the
cytokine TGF-b, which was found to increase in the allergic
offspring of PN mothers compared with other groups
(Fig. 2G). However, no effect on IL-10 production was
observed in food allergic mice, but IL-10 production was
increased in nonallergic mice from GOS/inulin-supplemented
mothers compared with control diet-fed mothers, confirming
the effect of GOS/inulin in regulatory responses (Fig. 2H).

GOS/inulin feeding during the perinatal period protects
offspring from increase intestinal permeability from allergies

To identify whether the changes in the allergic marker and
the immune response in the presence of allergies are associ-
ated with the modification of the intestinal physiological
parameters, jejunum permeability and intestinal protein
expression were measured (Fig. 3). Allergic mice breastfed by
mothers supplemented exhibited a fivefold decrease in FITC-
sulfonic acid and a 2.5-fold decrease in the HRP area under
the curve compared to pups from control mothers (Fig. 3A).
Interestingly, offspring from GOS/inulin-fed mothers were
protected from the increase of paracellular (left panel) and
transcellular (right panel) permeability that occurred in the
presence of food allergies (Fig. 3A and B), suggesting an
important role of GOS and inulin in the maintenance of gut
barrier integrity. Based on these results, we were interested in
examining histological features of mice with allergies. Fig-
ure 3C highlights less cellular infiltration and villus deteriora-
tion in allergic offspring from GOS/inulin-supplemented
mothers compared to offspring from control diet-fed moth-
ers. In addition to the tissue inflammation, we verified gut
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Figure 2 Maternal exposure to GOS/inulin modifies immune status
of offspring related to allergies. The production of IL-4 (A), IL-5 (B),
IFN-¢c (C), and TGF-b (G) cytokines measured by ELISA in the

supernatant from lymphoid cells specifically stimulated with DG.
Quantifications of IL-4- and IFN-c-producing CD4" T cells (D, E) and

0
CTL PN CTL PN
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protection through the quantification of mucus protein, such
as Mucin 2 (MUC2), which is secreted by goblet cells in the
epithelial lining into the lumen of the large intestine. Western
blot analysis of jejunum lysate revealed that MUC2 was
overexpressed by sixfold in allergic mice from supplemented
mother compared with others groups, proving the effect of
GOS/inulin mixture on the protection of gut permeability in
the presence of food allergies (Fig. 3E). Finally, the measure-
ment of CD23 expression in the jejunum of allergic pups
from supplemented mothers showed a drastic decrease com-
pared with other groups (Fig. 3D). To conclude, this shows
that perinatal treatment with GOS/inulin protects the gut
barrier from allergic reactions through a modulation of the
expression of intestinal proteins.

GOS/inulin feeding during the perinatal period alters the
composition of microbiota in pups

To investigate the impact of early exposure to GOS/inulin
mixture on the bacterial composition, we determined the
cecum mass content, the bacterial activity by measuring the
short-chain fatty acid (SCFA) level, and the composition of
feces microbiota (Fig. 4). In nonallergic mice, the cecum con-
tent mass did not differ significantly between mice from
GOS/inulin-supplemented mothers and control diet-fed
mothers (0.168 mg vs 0.211 mg), whereas in allergic mice, the
mass content decreased compared to nonallergic mice from
the PN group (Fig. 4A). Concerning metabolic activity of
microbiota, no difference was found between groups
(Fig. 4B). Quantitative PCR analysis on 3-week-old off-
spring’s feces revealed that GOS/inulin supplementation leads
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SEM (n = 8 animals per group);
*P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.005.
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Figure 3 Maternal exposure to GOS/inulin protects offspring from
intestinal barrier degradation in the presence of food allergies. Jeju-
num segments were isolated 1 h after the wheat protein chal-

lenge, and the intestinal transcellular permeability to sulfonic acid
(A, left panel) and paracellular permeability to HRP (B, left panel)

were measured in an Ussing chamber over a 150-min period in
allergic pups of mothers from the CTL and PN groups. The AUC

to a significant increase in bacterial load (Fig. 4C). Similar
results were obtained in the mothers (data not shown). At
weaning, mice from supplemented mothers displayed higher
proportions of the Lactobacillus and Clostridium leptum

phyla and lower proportions of Clostridium coccoides com-

pared with the control group (Fig. 4D). However, changes in
microbiota occurring in the presence of food allergies were
similar in both groups, with a higher abundance of Lacto-

bacillus phylum and a lower abundance of Clostridium and
Erysipelothrix (Fig. 4E).

Discussion

The early stages of life are of great importance in the devel-
opment of an organism and specifically in microbiota and
immune system maturation. The mother and her diet affect
fetal development in utero and during breastfeeding. Studies
suggest a preventive effect of a prebiotic-supplemented diet
in adult mice on contact hypersensitivity (22), cutaneous
allergies, and asthma (23). Maternal exposure to dietary fac-
tors may have immune-regulatory effects on the promotion
or prevention of skin or respiratory allergic diseases in off-
spring (18, 19). Here, we show that mothers fed a GOS/in-
ulin-supplemented diet gave birth to mice protected against
an allergy to wheat. Those mice display lower clinical scores,
and a preservation of the intestinal barrier integrity com-
pared to pups from mothers that were fed a normal diet.
Moreover, changes in the Th2/Thl balance toward a damp-

Allergy 71 (2016) 68-76 © 2015 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd

for all groups of pups for transcellular (A, right panel) and paracellu-

lar (B, right panel) permeability is also shown. Representative jeju-

num sections H&E-stained from gliadin-challenged mice from the
CTL and PN groups (C). Expression of intestinal proteins was mea-
sured in jejunum lysate in all groups of mice for CD23 (D) and

MUC2 (E). Data are mean SEM (n = 8 mice/group); **P < 0.01,
and ***P < 0.005. Scale bar = 250 Im.

ened Th2 and stronger Treg response were observed in those
mice, demonstrating that the mother’s diet could affect
immune development in the offspring. This study and others
have shown that nondigestible oligosaccharides
in the induction of beneficial effects through specific mole-
cules or cell populations, such as regulatory T cells, and have
a profound effect on the tolerance maintenance (24). These
effects coincide with a lower production of Th2-related
cytokines, which might change the Th2/Thl balance toward
a dampened Th2 response. Moreover, this is accompanied by
an absence of Th2 population increase in the presence of
allergies in the PN group, reinforcing the immune-regulatory
effect of maternal exposure to GOS/inulin mixture. Previ-
ously, it has been shown that the intensity of allergic reac-
tions to food can be attenuated by Treg (25), and Treg
induction may underlie the protective effect of certain dietary
interventions, including nondigestible oligosaccharides,
food allergy models. While wheat protein sensitization and
challenge lead to a decrease in CD4*CD25""Foxp3* T
cells in Peyer’s patches and lymph nodes in controls, treating
the mothers with GOS/inulin mixture prevents the decrease
of this population in the presence of allergies. Moreover,
treatment with GOS/inulin mixture leads to an increase of
suppressive-related cytokines, such as TGF-b and IL-10.
These data suggest that GOS/inulin may induce suppressive
responses in the intestine. However, supplementing the
mother’s diet had no effect on the Treg cells in nonallergic
mice, suggesting that the GOS/inulin mixture enhances the
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Figure 4 Maternal diet enriched with GOS/inulin alters the intesti-
nal microbiota in offspring before but not after allergy sensitization.
Analysis of cecum content mass (A) and total level of AGCC (B).
Before food allergy sensitization, the total amount of bacteria in
the feces (C) of pups from mothers fed with the control or GOS/in-
ulin-supplemented diet was measured. Pyrosequencing analysis of
the fecal microbiota composition in pups from control diet-fed
mothers (CTL) and GOS/inulin mixture-supplemented mothers (PN)
regulatory response to allergic inflammation rather than
inducing a T regulatory population that protects against
allergy development. Together, these results show that mater-
nal supplementation with GOS/inulin can affect
immune responses in the adult offspring.

Prebiotics also impact gut physiology, and the mechanisms
by which prebiotics improve gut permeability — in the partic-

in vivo

ular context of allergies — are not fully understood. Among
the suspected mechanisms, it has been demonstrated that the
prebiotic modulation of the gut microbiota increases the vil-
lus height and crypt depth and leads to a thicker mucosal
layer in the jejunum and the colon (26). These effects are
related to the bacterial fermentation of the prebiotics. The
resulting products of fermentation are mainly short-chain
fatty acids (SCFAs), with butyrate acting as an energetic
substrate for the colonocytes and having a trophic effect on
In addition to the putative role of SCFAs and
specific bacterial strains, the exact mechanism underlying the
relation between prebiotic-induced changes in gut microbiota
and improved gut barrier function has not yet been
described. It has been proposed that this higher permeability

mucosa.

and allergic symptoms in mice are dependent on a disruption
of key intestinal proteins, such as MUC2 and CD23 (27). In
the vast majority of studies, prebiotics displayed a protective
effect in increasing gut barrier integrity by stimulating the

(n = 8 animals

gray),

CTL

on day 21 after birth (before food allergy) (D) and on day 54 (after
food allergy) (E). Results are representative of the data generated

per group), and the relative abundance of the
following phyla is represented: Clostridium: Coocoides (black),
Erysipelothrix (striped) and leptum (dark gray) and lactobacillus (dot
and Bifidobacterium (light gray).

SEM. *P < 0.05.

Data are expressed as
mean

secretion of antimicrobial peptides and mucus (acidic mucins,
MUC-2, MUC-3, and MUC-4) or the expression of occludins
(28). We demonstrated that maternal exposure to particular
prebiotics (GOS/inulin mixture) protects offspring from the
alteration of the gut barrier, probably by limiting allergic
inflammation characterized by an increase in mucus protein
expression and a decrease in CD23 expression.

Prebiotics have repeatedly been shown to selectively stimu-
late the growth of bifidobacteria and, in some cases, lacto-
bacilli, leading to significant changes in gut microbiota
composition (29). Prebiotics can also provide energy for the
growth of endogenous favorable bacteria in the gut, thus
improving the host microbial balance and increasing specific
growth rate resulting in a transient increase in total amount
of bacteria as we observed. This could be linked to the eleva-
tion of the cecum content weight after the oligosaccharide
gavage which may result from an increase crypt depth and
bacteria density by providing energy source and normalizing
proliferation which in turn allows a higher bacterial count.
There is now good evidence that the composition of the gut
microbiota influences the development of allergies, and
exposure to specific bacteria, including bifidobacteria and lac-
tobacillus strains, can attenuate allergic responses (30). More
specifically, studies with germ-free mice have identified key

species within the microbiota, such as clostridia, that can
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ABSTRACT: Heated foods are recommended for avoiding sensitization to food proteins, but depending on the
physicochemical conditions during heating, more or less unfolded proteins aggregate differently. Whether the aggregation process
could modulate allergenicity was investigated. Heating ovalbumin in opposite electrostatic conditions led to small (A-s, about 50
nm) and large (A-L, about 65 Um) aggregates that were used to sensitize mice. The symptoms upon oral challenge and rat
basophil leukemia degranulation with native ovalbumin differed on the basis of which aggregates were used during the
sensitization. Immunoglobulin-E (IgE) production was significantly lower with A-s than with A-L. Although two common linear
IgE-epitopes were found, the aggregates bound and cross-linked IgE similatly or differently, depending on the sensitizing
aggregate. The ovalbumin aggregates thus displayed a lower allergenic potential when formed under repulsive rather than
nonrepulsive electrostatic conditions. This further demonstrates that food structure modulates the immune response during the
sensitization phase with some effects on the elicitation phase of an allergic reaction and argues for the need to characterize the

aggregation state of allergens.

KEYWORDS: aggregation, egg allergy, food structure, thermal treatrment

. INTRODUCTIO

HenNegg is one of the most common foods responsible for
allergies, and it has an estimated allergy prevalence of 1% in
European children younger than 2 years old, which reaches up
to 2% of this population in northwestern Europe." Egg is a
ubiquitous ingredient in many commercially available foods,
and most of these foods undergo thermal treatment that could
change the allergenic potential of the egg.” Many egg-allergic
patients can tolerate heated egg-containing foods.** In mice
sensitized with native ovalbumin (OVA; Gal d 2, 54% of total
egg white proteins), the elicitation reaction after oral ~ challenge
with heated OVA also decreased compared to native OVA.
Immunoglobulin-E (IgE)-binding was generally found lower to
heated than to nonprocessed egg proteins.®™

The effect of heating on the ability of egg proteins to  induce
sensitization has been barely studied. Murine models are good
tools to study allergenicity and IgE specificity upon
sensitization with various forms of an allergen and the
immunomodulatory effects.™° Sensitizing mice with heated
OVA locally induced a lower Th2 response compared to
unheated OVA and resulted in lower allergic symptoms upon
challenge with native OVA. The thermal aggregation of OVA
as large particles near its isoelectric point reduced its
allergenicity by shifting toward a Thl profile and displaying
lower Ig binding and lower basophil activation capacities
compared to native OVA.*The mechanisms responsible for this
decrease were partly studied by stimulating T cells with heated
OVA, which resulted in a shift from a Th2 cytokine to a Thl
cytokine response.’® These studies compared heated to native
OVA, but consuming a cooked egg rather than egg in a baked
product was also reported to better prevent an allergy from
developing,'” This suggests that the ability of egg proteins to
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induce sensitization could differ among thermally processed
egg-containing foods.
Near its natural pH in stored eggs (pH 9.2—9.5), egg white
forms a homogeneous gel network upon heating that is
composed of particles ranging in size from 60 to 80 nm that are
composed of OVA with embedded aggregated ovotransferrin,
whereas ovomucoid does not tend to aggregate!® 2" The
microstructure of baked egg-containing products remains to be
described at molecular and supramolecular scales; however,
these products are generally heated in neutral or slightly acidic
conditions, that s, far from the natural pH of stored egg white.
Heating a protein above its denaturation temperature leads to
unfolding and, depending on attractive and repulsive
interactions, may lead to aggregation through hydrophobic
interactions, disulfide bonds, and electrostatic interactions,
which are sensitive to pH and ionic strength.?! Electrostatic
repulsion by counterbalancing the hydrophobic interactions
modulates the aggregation kinetics and leads to aggregates of
different sizes (from oligomets to polymers) and morphology
(from linear, more or less branched, to spherical).?>** OVA
aggregates of various structures showed differences in the
kinetics of digestion and generated peptides,” and we
hypothesized that how OVA aggregated could also modulate
its ability to induce the sensitization and IgE. ~ specificity.
To evaluate the effect of the aggtegation process on OVA
allergenicity, we prepared OVA aggregates under opposite
electrostatic conditions (at the natural egg white pH of ~ stored
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eggs and low ionic strength and at pH near the isoelectric point
of ovalbumin and high ionic strength). Using a murine model
of allergy and a basophil leukemia (RBL) assay, we — examined
how these aggregates changed Ig production in mice, the
specificity of the produced IgE, and the resulting elicitation
phase upon challenge with native OVA.

. MATERIALS AND

PngmH@pprcaration and Characterization of OVA Aggre-
gates. OVA purified from egg white** was kindly provided by INRA,
UMR 1253 “Science et Technologie du Lait et de I'oeuf” (Rennes,
France); its purity was estimated as 87%. OVA solutions were
prepared at 15 mg/mlL in 0.8 M NaCl, pH 5, for A-L or in 0.03 M
NaCl, pH 9, for A-s and were heated for 6 h at 80 °C in a controlled-
temperature water bath to form aggregates as previously described.? In
these conditions, the absence of soluble native OVA after heat
treatment in the aggregated samples was previously tested.?
Nonaggregated OVA solution (N) was prepared by mixing equal parts
of the nonheated solutions and adjusting to pH 7.6 and 0.15 M NaClL
The size distributions of A-L and A-s were determined by laser light
scattering using a Mastersizer MS 3002 (Malvern Instruments, UK) or
by dynamic light scattering on a Zetasizer (Malvern Instruments,
UK), respectively. Measurements were collected in triplicate from
three aliquots of each preparation. The aggregated —samples were
diluted with 2 M NaCl or Milli-Q water and PBS to adjust the solution
to pH 7.6, 0.15 M NaCl, and to the requited concentration for the
subsequent expetiments. Aliquots were stored at
—20 °C until use.

Mouse Model of Food Allergy. This study was approved by the
Ethics Committee in Animal Experimentation of Pays de la Loire
(CEEA-PdL no. 6) under the number 4049. Three-week-old Balb/cJ
female mice from the Centre d’Elevage Renéjanvier (France) were
acclimatized for 3 weeks prior to immunization and were housed in a
ventilated cage system (IVC Racks, Allentown, PA, USA) under
pathogen-free husbandry conditions. Sensitizations wete petformed
every 10 days by three intraperitoneal injections of 10 Hg of OVA
adsorbed on aluminum hydroxide. Four groups of mice (n = 9—10)
were established: two groups sensitized with A-s or A-L and two
control groups, a positive control sensitized with N and a negative
control sensitized with PBS.

Two weeks after the last sensitization, a challenge was performed by
the intragastric administration of 200 WL of N (100 mg/mL; 20 mg
OVA/mouse). In vivo challenge could not be performed with the
aggregated samples: at 100 mg/ml, the thermal treatment induced
gelation of the samples that could not be delivered through the ball tip
needle. Blood samples were collected 1 h after the challenge by cardiac
puncture under anesthesia, and the animals were sacrificed by vertebral
dislocation. Sera were stored at =80 °C until use.

Evaluation of the Food Allergic Reaction. Mouse ear
upon oral challenge with 20 mg of N was assessed by measuring ear
thickness under anesthesia a few days before and 1 h after challenge
using a digital micrometer (Guilman SA, Saint-Herblain, France).”®

The blood level of mouse mast cell protease-1 (mMCP-1) was
determined in sera diluted at 1:100 using a commercial kit
(eBiosciences, San Diego, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions.

Histological Analysis. Jejunum samples were collected after
sactifice, washed from the luminal content with PBS, and immediately
immersed in paraformaldehyde (4% in PBS) for at least 48 h at 4 °C,
followed by the standard procedures for paraffin embedding. Sections
were cut and stained with hematoxylin eosin or toluidine blue. The
sections were observed under a microscope (Zeiss Axiovert 135
Inverted Fluorescence Phase microscope). Histological analysis was
randomly performed by a person blind to the sample conditions using
ImageScope software (Aperio Technologies, Inc.). Morphological
alterations were assessed by considering villi atrophia, the number of
goblet and inflammatory cells, the height of the crypts, and the number
of mast cells.?®

swelling
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RBL Test. The degranulation of 2H3 RBL cells (ATCC, Manassas,
VA, USA) was evaluated in vitro by measuring B-hexosaminidase
release as previously described® Sera from each sensitization group
were pooled and diluted 1:100. The measurements were performed in
triplicate for each pool with each allergen preparation and were
replicated six times. OVA concentration varied from 0.02 to 20,000
ng/mL. The highest mediator release value (MaxD) and the allergen
concentration corresponding to 50% of the highest release (EC50)
were determined using GraphPad Prism 5.02 for Windows software
(GraphPad Softwate Inc., La Jolla, CA, USA).

Immunoglobulin Analyses. The efficiency of sensitization was
evaluated by measuring the levels of OVA-specific Ig (IgE, IeG , and
IgG,,) by indirect F-ELISA using the Biomek NXP ILaboratory
Automation Workstation as desctibed previously{’ Measurements were
performed in triplicate per mouse on N, A-I, A-s, and PBS. The results
were expressed as the ratio of mean fluorescence intensities measured
with OVA (IF) over the mean fluorescence intensity measured with
PBS (IF) to take into account background differences between the
sera.

Immunoglobulin-E Binding to Solid-Phase Synthetic Pep-
tides (Pepscan). Sera from mice sensitized with the aggtegates were
pooled by sensitization group and used in a pepscan analysis as
desctibed previously.r Decapeptides, ovetlapping by eight amino
acids, spanned the sequence (excluding the signal amino acid) of OVA
(UniProt ID P01012). HRP-conjugated anti-mouse IgE antibody
(Southern Biotechnology, Montrouge, France) diluted 1:100,000 was
used to reveal mouse IgE binding to peptides with a chemiluminescent
substrate (WesternBright Quantum, Advansta, Menlo Park, CA, USA).
Luminescence was acquired with a CCD camera (Luminescent Image
Analyzer LAS 3000; Fujifilm, Tokyo, Japan), and a semiquantitative
evaluation of IgE binding was petformed with Multi Gauge version 3.0
software (Fujifilm). Two replicates wete run by pool. By replicate, the
spot detected with the highest intensity was set at 100%, and relative
intensities were calculated. Spots that were consistently revealed with a
relative intensity above 10% were considered as positive.

Statistical Analysis. Statistical analyses were petformed using
GraphPad Prism 5.02 software (GraphPad Software Inc,, La Jolla, CA,
USA), and p values below 0.05 were considered significant. The
individual data and the mean £ SEM are presented on graphs. The
data for each group were first analyzed for normality using D’ Agostino
and Pearson’s omnibus normality test and were log transformed when
they failed the test. Next, analyses of variance (ANOVA) with
subsequent Bonferroni’s multiple-comparisons tests between means of
the groups werte petformed. If Bartlett’s test revealed that vatiances
between groups were significantly different, Kruskal—Wallis and
subsequent Dunn’s multiple-compatisons tests between medians of the
groups were petformed. When data related to the specificity of the IoE
binding were compared, Friedman’s test with subsequent Dunn’s post-
tests ot tepeated-measures ANOVA with subsequent Bonferroni's
posts-tests were performed.

.RESU LTS

Size Distribution of the Aggregates. The patticle size
distributions of A-L and A-s that were prepared for sensitization
and analyzed by laser light scattering or dynamic light
scattering, respectively, are shown in Figure 1. The mean
particle size was 49.7 & 3.5 nm for A-s with a size distribution
between 5 and 80 nm and 66.4 £ 2.9 um for A-L with a size
distribution between 3 and 300 Pm.

Ability of the OVA Aggregates To Sensitize Mice.
Elicitation with N after Sensitization with the Aggregates. We
first investigated the effect of sensitizing with the aggregates on
the elicitation following an oral challenge with N. The ear
thickness of the mice was measured a few days before and 1 h
after the challenge to evaluate the vasodilatation by ear swelling
as a symptom of elicitation. Before challenge, no significant
differences in ear thickness wete observed between the groups
of mice (237.8 £ 3.7 um for N, 230.0 £ 3.7 ym for A-I, 234.4
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Figure 1. Characterization of the particle size distribution of the
ovalbumin (OVA) aggregates formed by heating an OVA solution  at
80 °C for 6 h under different physicochemical conditions (mean *
SEM; 1 = 9). Small aggregates measured by dynamic light scattering
formed at pH 9, 0.03 M NaCl (left in gray), and large aggregates
measuted by laser light scattering formed at pH 5, 0.8 M NaCl (right
in black).

+ 4.4 um for A-s, and 231.0 £ 3.5 Pm for the negative control).
Upon the oral challenge with N, a significant difference in ear
thickness was observed in mice sensitized with N and A-L (p <
0.0001) corresponding to amean 50 and 35 Um ear swelling,
respectively. These mice thus displayed a higher mean ear
thickness after challenge than the mice of the negative control
(Figure 2A). Ear thickness of the mice sensitized with A-s did
not differ from the negative control and was lower than for
mice sensitized with A-L. or N.

All sensitized mice had higher significant mMCP-1 levels
than mice from the negative control, and a significant difference
was also noted between mice sensitized with A-L or A-s (Figure
2B).

The histological analysis of intestinal tissue preparations after
N challenge did not show any significant differences for the five
tested parameters between the groups of mice sensitized with
the aggregates, and no significant differences were found
between the controls either (data not shown).

The biological functionality of sera as a function of the
aggregates used during the sensitization was also investigated
with the RBL activation assay. RBL cells were sensitized with
pools of sera from each group of mice and activated with N. No
B-hexosaminidase release by RBL cells was observed with the
pool from negative control mice, whereas degranulation
occurred with all of the pools from OVA-sensitized mice
(Figure 2C). The pools from the mice sensitized with N and A-
L displayed significantly higher MaxD values than the pool from
the mice sensitized with A-s (Figure 2D). ECsywas highest for
the mice sensitized with A-s, intermediate for the mice
sensitized with A-L, and smallest for N-sensitized mice (Figure
2E).

Thus, upon N stimulation, A-L-sensitized mice had higher in
vivo elicitation and in vitro degranulation than A-s-sensitized
mice. A-L-sensitized mice exhibited a behavior nearer that of N-
than A-s-sensitized mice.

Production of N-Specific Immunoglobulins. N-specific
immunoglobulins produced by mice sensitized with native or
aggregated OVA were then studied (Figure 3). As expected,
negative control mice showed no production of OVA-specific
immunoglobulins, as illustrated by the ratios of fluorescence
intensities IF/IF, setat 1.00 £ 0.06, 0.96 £ 0.04,and 0.98 =+
0.03 for specific IgE, IgGa,, and IgG;, respectively, wheteas N-
sensitized mice did. A-s induced a significantly lower
production of N-specific IgE than A-I, which was at the
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same level as the positive control (Figure 3A). Sensitization
with A-L. and A-s induced a similar amount of N-specific IgGo,
able to bind to N, which tended to be higher than sensitization
with N (Figure 3B), whereas no significant difference was
observed in N-specific IgG; production between the two
sensitizations with aggregated OVA, which displayed the same
level as the positive control (Figure 3C).

Thus, N-specific IgG production was little influenced by the
way OVA aggregated, wheteas A-s promoted less N-specific IgE
production than A-L.

Capacity of the OVAs To Be Bound by and To Cross-
Link Immunoglobulins as a Function of the Sensitizing
OVA Form. In each sensitization group, Ig-bindings to N, A-L,
and A-s compared by ELISA and the degranulation capacity of
N, A-L, and A-s assessed with the RBL degranulation assay
were studied (Figure 4).

Looking at sera from the positive control, the aggregates
displayed significantly lower Ig bindings (whatever the Ig class)
and degranulation ability than N (Figure 4, left). A similar trend
was found for the IgE binding for sera from mice sensitized with
A-L, but IgG bindings were notably higher versus both N and
the aggregates and showed latge intermouse variability (Figure
4, middle). When degranulation was performed with pooled
sera from mice sensitized with A-L, the gap between N and the
aggregates was narrower than with pooled sera from
the positive control as ECs)tended to increase for N (from 16
to 25 ng/ml) and significantly decreased for the aggregates
(from 1900 to 130 ng/mL for A-L and from 3000 to 380 ng/
mL for A-s).

Sera from mice sensitized with A-s displayed a very different
behavior (Figure 4, right): IgG bindings (IgGq and IgG,,) to A-
s were significantly higher than to A-I, and N and A-s displayed
a significantly higher IgE binding and ability to induce a
degranulation than A-L (ECs values were about 12 and 2000
ng/mL for A-s and A-L, respectively).

These results could be related to the specificity of the
immunoglobulin repertoire as a function of the sensitizing
aggregate. For the three Ig classes, A-s/A-L ratios were then
calculated by mouse and were found significantly higher than 1
(Figure 5A) for mice sensitized with the A-s, suggesting Ig
responses toward epitopes specific for this aggtegated form. A
pepscan analysis was then performed with pools of sera from
mice sensitized with A-L or A-s. This analysis revealed in both
cases two stretches of three or four peptides corresponding to
two sequential epitopes on the OVA sequence: P57—P70 and
P189—P200 (Figure 5B). P57—P70 (VRFDKLPGFGDSIE)
largely dominated the IgE response in both cases.

Thus, spccific IeG and IgG,, produced upon sensitization
with both aggregates showed Ig binding to the three OVAs,
whereas those produced upon sensitization with N rather
specifically bound to N. Sensitization with A-s induced lower
IgE levels, and the Ig raised were at least partly specific  of this

aggrcgatc.

. DISCUSSION

Applying the same heat treatment to OVA solutions under
different physicochemical conditions resulted in A-s and A-L
aggregates. The conditions were chosen to favor a slow and
ordered aggregation of fully denatured OVA for A-s and a rapid
and random aggregation of partly denatured OVA for A-L. The
sizes measured in this study (approximately 50 nm and 66 Um,
respectively) agree with the previous study,” which also
reported they differed in morphology, with A-s being linear
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In vivo elicitation of an allergic reaction by oral challenge with N
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Figure 2. Elicitation with N after sensitization with the aggregates. (A, B) Evaluation of the allergic reaction upon challenge of the mice with 20 mg of
native ovalbumin (N). Right and left ear thicknesses of the mice were measured 1 h after elicitation of the allergic reaction (A), and mean data of two
determinations of the mMCP-1 level in sera (B) are shown for mice of the control groups and mice sensitized with large (A-L) and small (A-s)
aggregates. The lines cotrespond to the mean values for the positive (mice sensitized with nonaggregated OVA) and the negative control. Means *
SEM and the results of statistical tests are presented (Kruskal—Wallis and subsequent Dunn’s multiple-comparison tests in panel A, ANOVA and
subsequent Bonferroni’s multiple-comparison tests of log transformed data in panel B; only significant differences are drawn; *, p <0.05; *%p <
0.01; #kkp < 0.001). (C—E) RBL-2H3 cell activation assay with pools of sera from mice sensitized with native ovalbumin (N, squares), large
aggregates (A-L, triangles), small aggregates (A-s, diamonds) or negative control mice (circles). Fitted mean degranulation curves (C) and calculated
MaxD (D) and ECs(E) data for six repetitions in triplicate are presented. Means & SEM and the results of Kruskal—Wallis and subsequent Dunn’s
multiple-compatison tests are shown (only significzmt differences are drawn; *p <0.05 *kkp <0.01; *kkp < 0.001).

aggregates and A-L spherical-agglomerated aggregates. This
confirms that physicochemical conditions in addition to
temperature and duration modulate the aggregation kinetics
of globular proteins and the resulting structure of the
aggregates.”® These aggregates were reported to differ in their
digestibility (in terms of extent of digestion and nature of
generated peptides), with the small aggregates being more
rapidly and extensively hydrolyzed than the large aggre-
gates.?»? We there show for the first time that the allergenicity

of OVA aggregates is also modified depending on the
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aggregation process: the A-s aggregates, which form under
conditions in which electrostatic repulsions counterbalance
hydrophobic attractions (near the natural pH of stored egg
white and low ionic strength), display a reduced allergenicity
compared to the A-L aggregates, which form when the
electrostatic repulsions are minimal.

Using a mouse model of allergy, we showed that compared
to mice sensitized with N, sensitization with both aggregates
resulted in a shift from a Th2 profile with the production of
specific IgE and IgGy to a mixed Th2—Thl profile with a
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Figure 3. Evaluation of the immune response versus N upon sensitization. N-specific IgE (A), IgG,, (B), and IgG; (C) were detected by an indirect
ELISA in sera from mice of the control groups and mice sensitized with the large (A-L) and small (A-s) aggregates. The results are expressed as the
ratio of fluorescence intensities measured with native OVA (IF) over fluotescence intensity measured with PBS (IF). The lines correspond to the
mean values for the positive (mice sensitized with nonaggregated OVA) and negative controls. Individual data, along with the mean & SEM and the
results of statistical tests of the log transformed data, are presented (A, ANOVA and Bonferroni’s test; B and C, Kruskal—Wallis and Dunn’s test; kp

< 0.05; %% p < 0.01; %k p <0.001).

tendency of higher productions of specific IgG,,able to bind to
the three OVAs. The allergic reaction measured by ear swelling
of mice and the sensitivity of RBL activation upon challenge
with native ovalbumin (N) were reduced in groups sensitized
with the aggregates compared to N. Several studies reported a
similar conclusion about a pro-Thl shift with various heated
OVAs compared to native OVA,"! and this pro-Th1 shift was
also notably found with glutaraldehyde-polymerized OVA.?
Comparable results were observed with the isoform Bet v 1d
from birch pollen, which had a tendency to form aggregates and
induce similar levels of IgE but higher levels of IgG than the Bet
v 1la component.”

Beyond these observations between native and heated/
aggregated allergens, the novelty of this work is to show that
how an allergen aggregates also modulates its sensitizing
potency. Sensitization with the A-s pushed the Th2/Thl
balance toward a pro-Thl profile compared to sensitization
with the A-L. By producing more IgE able to bind native and
aggregated OVA, sensitization with the A-L was greater than
sensitization with the A-s. In agreement with these
immunoglobulin patterns, the elicitation reaction in vivo and in
vitro upon challenge with N was reduced in mice sensitized
with the A-s compared to mice sensitized with the ~A-L.

How OVA aggregated also modified IgE reactivity. Similar to
the sensitization with the native form, sensitization with the A-L.
produced IgE able to bind to and be cross-linked by the native
form better than both aggregates, whereas IgE produced on
sensitization with A-s bound to and was cross-linked by A-s and
native OVA better than A-L. Differences in degranulation
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ability between native and aggregated allergens were previously
observed with Ara h 1! and Bet v 1,%? which were explained by
differences in flexibility and accessibility to the epitopes in the
aggregates as well as differences in the IgE repertoire. Although
sensitization with the A-s induced lower levels of IgE, these
antibodies were partly directed to particular epitopes present in
A-s but not (or masked) in A-L. As previously observed,®
sensitization with A-L did not induce IgE directed specifically to
this form. IgE produced after sensitization with A-L or A-s
bound to two identical linear epitopes, which were previously
identified: P57—70 in mice sensitized through different
sensitization routes (oral, intraperitoneal, and subcutaneous)
with raw OVA® and P189—204 in humans.**** The specific
epitopes on sensitization with A-s would then likely be
conformational epitopes, known to dominate immunogenic
responses, possibly resulting from the more ordered aggregate
sttucture in A-s than in A-L. Observed differences in
immunogenicity and immunoglobulin patterns let us hypothe-
size that these aggtregates could be differently processed by the
antigen-presenting cells during the sensitization phase, which
should be further investigated.

The mouse model with intraperitoneal sensitization enabled
a direct interaction between the allergen and the immune
system and more likely corresponded to an acute model of
sensitization because no modifications in intestinal histology
wete observed, despite significant elicitation responses. Both the
larger and quicker digestion previously reported” and the
presently reported lower immunogenicity suggest that there is a
lower allergenicity for the A-s compared to the A-L.  However,
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gray) of sera from mice sensitized with N (left), A-L (middle), and A-s (right). For Ig bindings, individual data, along with the mean £ SEM and the
results of the statistical tests (Friedman test with a subsequent Dunn’s multiple-comparison test ot repeated measures ANOVA with a subsequent
Bonferroni’s multiple-compatison test; *,p <0.05; **p <0.01; **kp <0.001) are presented. For degranulation, means £ SEM of six tepetitions in
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triplicate performed with mouse sera pooled by group of sensitization and fitted degranulation curves are presented.

transport of the antigens across the epithelium and the ability of
antigens to prime the immune system after transcytosis are
other parameters to consider. The limited quantity of
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aggregates that could be delivered through the oral route
precludes the lower allergenicity of the A-s to be investigated
with a mouse model of oral sensitization in which both
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De l’allergie alimentaire a I'asthme : role de CCR9

From food allergy to asthma: role of CCR9

Résumé

Aujourd’hui, I'allergie est classée 4eme maladie mondiale en
termes de morbidité par 'OMS. Les allergies et leur évolution
naturelle (marche atopique) sont devenues un probléme
majeur de santé publique particulierement dans les pays
industrialisés. La marche atopique se manifeste par I'évolution
de la dermatite atopique et/ou des allergies alimentaires chez
le jeune enfant vers des allergies respiratoires comme
I'asthme ou la rhinite allergique plus tard dans I'adolescence.
Ce passage pourrait impliquer un chimiotactisme contrélé par
le systéme chimiokine/récepteurs de chimiokine. A l'aide d'un
modéle murin mimant la marche atopique composé d'un
modele d'allergie alimentaire au gluten et d'un modéle aigu
d’asthme aux acariens, nous avons pu caractériser le role du
récepteur de chimiokine CCR9 dans la maladie. Ainsi, des
souris déficientes pour le géne de CCR9 montrent un
phénotype atténué de la maladie démontrant une implication
de ce récepteur dans la pathogénése. De plus nous avons
démontré que CCR9 agirait sur la balance TH17/Treg car sa
délétion entraine une augmentation des T régulateurs. En
parallele, dans un modeéle d'allergie alimentaire au gluten par
sensibilisation cutanée, nous avons analysé linflammation
intestinale en réponse a plusieurs allergenes. Ces demiers
travaux ont été réalisés en collaboration avec un laboratoire du
National Food Institute au Danemark. Ainsi, nos résultats
démontrent donc limportance de l'axe intestin-poumon et
I'importance d'aborder [allergie comme une maladie de
I'ensemble de I'organisme et non pas comme une maladie
d'organe.

Mots clés:
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Abstract

Allergic diseases are now considered as the fourth worldwide
diseases in terms of morbidity, according to the World Health
Organization. Allergic diseases and their natural evolution
(atopic march) are a major health issue, particularly among
developed countries. Indeed, the atopic march is characterized
by an evolution from atopic dermatitis and/or food allergies in
young children (6 months to 2 years) to respiratory allergies
such as asthma and rhinitis later in life. This natural history
could involve the chemotaxis, controlled by the
chemokine/chemokine receptor system. Using a murine model
of atopic march combining a food allergy model to gluten and
a model of acute asthma to house dust mite, we analyzed the
role of the chemokine receptor CCR9 in the evolution of the
disease. Using knock-out mice for CCR9, we observed a
decrease of the symptoms of the disease, suggesting a role for
this receptor in the pathology. Moreover, we showed that
CCR9 seems to act on the Treg/TH17 balance; indeed its
deletion induces an increase of the T regulators cell level.
Meanwhile, using a food allergy model to gluten based on
cutaneous  sensitizations, we analyzed the intestinal
inflammation to different gluten products. This work was done
in collaboration with a lab of the National Food Institute, in
Denmark. Our results prove the great significance of the gut-
lung axis and more generally the importance of approaching
the allergy as a whole disease and not as an organ-specific
disease.
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