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Partie | : Généralités

Chapitre 1 : L’asthme une pathologie complexe
|, Définition
1) Epidémiologie et prévalence

L'asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes inférieures.
Cette pathologie est la plus répandue dans le monde avec plus de 300 millions d’individus
atteint (Croisant, 2014). Cette inflammation, majoritairement Th2 (T helper 2), est
accompagnée d’une hyperréactivité bronchique (HRB) favorisant la bronchoconstriction
(Bousquet et al., 2000), induisant des sifflements dans la poitrine, une dyspnée, une
oppression thoracique et de la toux. L'asthme est également caractérisé par une
augmentation de la production de mucus par les cellules épithéliales et un épaississement de
la paroi des voies aériennes (Bochner et al., 1994). Le spasme bronchique récidivant peut
parfois constituer une urgence et parfois nécessiter une hospitalisation en réanimation. On
dénombre environ 400 000 déces annuels par asthme dans le monde en 2015 (PMC, 2017) ;
on estime d’ici 2025 100 millions de nouveaux asthmatiques en lien avec |'urbanisation
croissante (Masoli et al., 2004).

Concernant la prévalence de I'asthme, enquétes mondiales ont été réalisées ces
derniéres décennies. Le projet ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in
Childhood), démarré en 1991 fait référence et a pour but d’évaluer et de quantifier la
prévalence de I'asthme chez les enfants dans deux populations : de 6 a 7 ans et de 13 a 14
ans dans 306 centres répartis dans 105 pays. Les résultats montrent une augmentation de la
prévalence de I'asthme dans la majorité des pays de 1993 a 2003 (Asher et al., 2006). Chez les
enfants de 6 a 7 ans en Europe occidentale elle est estimée au minimum a 7,4% en Autriche
et jusqu’a un maximum de 20,9% au Royaume-Uni (Asher et al., 2006). Pour les enfants de 13
a 14 ans présentant un asthme, une prévalence supérieure a 20% est observée en Australie,
Europe, Amérique du Nord et une partie de ’Amérique Latine. En revanche, une plus faible
prévalence, inférieure a 5%, est observée dans le sous-continent Indien, I'Océanie, I'est
méditerranéen, le nord et I'est de I'Europe (Lai et al., 2009). Cette étude a également montré
une augmentation de la prévalence de I'asthme sévére chez les enfants dgées de 13 a 14 ans

avec une moyenne mondiale autours de 7,5% (Lai et al., 2009) (Figure 1).
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Figure 1 : Prévalence de 'asthme dans le monde chez les enfants de 13 et 14 ans de 2000 &
2003. D’apreés Lai et al., 2009.

Concernant les jeunes adultes de 18 a 45 ans, une vaste étude (World Health Survey)
lancée par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) dans les années 2000 et regroupant 70
pays fait état comme chez I'enfant d’'une hétérogénéité de la prévalence de I'asthme, dont les
plus fortes valeurs sont observées en Australie, dans le nord et I'ouest de I'Europe et au Brésil

(To et al., 2012) (Figure 2).
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Figure 2 : Prévalence de I'asthme dans le monde chez les adultes de 18 a 45 ans. D’apreés To
etal,. 2012.
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Alors que le projet ISAAC a été terminé en décembre 2012, un nouveau projet
d’envergure mondial lui succéde : le GAN (Global Asthma Network). La premiére partie de ce
projet (GAN phase I) se base sur la méthodologie d’ISAAC en collectant de nouvelles données
épidémiologiques de I'asthme chez les enfants (6/7 ans), les adolescents (13/14 ans) et les
adultes a travers le monde. Le premier rapport concernant ces nouvelles données est attendu
courant 2020, nous donnant un nouvel apercu de I'évolution de cette pathologie sur ces 10
derniéres années. L'ensemble des études et projets mis en place renforcent le fait que
I’'asthme continue d’étre un probléme de santé publique majeur a travers le monde, surtout
dans une époque de forte industrialisation, avec notamment d’importants enjeux

socioéconomiques.

2) Impact socioéconomique

L'impact économique d’une pathologie est le résultat de sa prévalence ; les colts
directs dus aux services de santé (hopitaux, médecins et traitements) et les colts indirects
sociétaux liés a une incapacité de travail partielle/totale et I'accumulation des jours de congés.
D’autres co(ts, qui malheureusement ne sont pas pris systématiquement en compte dans
I’évaluation des co(ts liés a I'asthme doivent également étre pris en considération ; il s’agit
des colts immatériels. lls sont liés a la qualité de vie des patients, aux douleurs générées
(physique ou psychologiques), aux limitations de I'activité physique et a la réorientation
professionnelle. D’aprés 'OMS, en 2004 le colt global de I'asthme dans le monde excédait
ceux de la tuberculose et du VIH combinés. En 2003, il a été estimé que I'asthme génere en
Europe et aux Etats-Unis un surcolt de 18 milliards de dollars par an (Global Atlas of Asthma,
2013). De nombreuses études évaluent les co(its de I'asthme au niveau individuel (le patient)
ou au niveau sociétal (région ou pays). Le résultat est qu’en moyenne un patient asthmatique
léger ou modéré colite environ 5 000S par an, ce colt est encore plus élevé chez les
asthmatiques séveres (Cisternas et al., 2003). Ces dernieres années, |'apparition de nouvelles
biothérapies a néanmoins permis de diminuer les colts par patient. Une méta-analyse en
2009, montre pour la premiére fois que les co(ts directs liés a I'asthme sont concentrés sur la
médication et que les co(its indirects sont répartis sur I'absence a I’école et au travail. De plus,
I’augmentation des codts liés a I'asthme seraient corrélés avec les comorbidités, I'age et la
sévérité de la pathologie (Bahadori et al., 2009). En effet, la sévérité de I'asthme est une

composante majeure liée au co(t de la pathologie. Plus de la moitié des dépenses liées a
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I'asthme sont générées par des patients asthmatiques sévéres qui ne représentent que 5 a
10% des asthmatiques (Gibson et al., 2013; Inoue et al., 2019; Nunes et al., 2017; Sadatsafavi
et al., 2010) (Figure 3).
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Figure 3 : Répartition des colits de I'asthme en fonction de la sévérité. D’apreés Inoue et al,.
2019.

3) Les différents phénotypes d’asthme
L'asthme comme toutes pathologies chroniques, nécessite un suivi et une médication tout au
long de la vie du patient. Cependant les symptomes et les mécanismes sous-jacent de I'asthme
varient d’un patient a un autre tout au long de leur vie ; on parle alors de phénotypes et
d’endotypes d’asthme. D’aprés Sally E. Wenzel en 2012, le terme phénotype est défini comme
« les propriétés observables d’un organisme qui sont produites par les interactions entre le
génotype et I'environnement » (Wenzel, 2012). Les phénotypes d’asthme décrivent les
particularités cliniques, morphologiques ainsi que la réponse aux traitements ; les endotypes
guant a eux caractérisent les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués (Lotvall et al.,
2011). C'est en 1947 que Rackemann catégorise I'asthme en deux grands phénotypes :

I’asthme extrinseque et I'asthme intrinséque (Rackemann, 1947).
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L'asthme extrinséque est dit de type allergique et se développe de maniére précoce
au cours de la vie. Il est caractérisé d’une part, par une forte réponse inflammatoire de type
Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) , une hyper éosinophilie bronchique, une production d’IgE spécifiques
d’allergénes (Hamelmann et al., 1999) et d’autre part, par un remodelage des tissus
bronchique avec une hyperplasie des cellules productrices de mucus et des cellules
épithéliales et également par une hypertrophie des cellules musculaires lisses (Agache et al.,
2012). Cet asthme est généralement associé a d’autres pathologies atopiques (dermatite
atopique ou rhinite allergique) ou des antécédents allergiques familiaux (Haldar et al., 2008).

A contrario, I'asthme intrinséque est dit de type non-allergique et se déclare bien plus
tardivement chez I'adulte autour de 40 ans. |l est caractérisé par un remodelage plus marqué
des tissus bronchiques (Carroll et al.,, 1993; Pepe et al., 2005). L’asthme intrinséque est
également caractérisé par une forte élévation de la réponse Th2 et une éosinophilie avec
néanmoins une absence de positivité aux tests cutanés pour les pneumallergenes. Ces
patients présentent généralement un asthme plus sévere. D’autres patients présentent un
asthme non allergique et non éosinophilique avec une inflammation paucigranulocytaire. Ces
patients sont souvent résistants aux corticoides et sont difficiles a traiter et non controlés
(Ntontsi et al., 2017). On retrouve dans cette catégorie 'asthme de I'obése. L'obésité étant
une condition inflammatoire systémique, elle est souvent associée a de nombreuses
comorbidités. Les patients obéses sont en général plus essoufflés avec un reflux gastro-
oesophagien compliquant I'expression clinique de I'asthme ou méme une inflammation
bronchique neutrophilique médiée par le tissu adipeux (Scott et al., 2011). D’autres patients
souffrant d’asthme aprés un effort physique possédent un asthme sévére induit par I'effort
ou EIA (exercice induced asthma) (Wenzel, 2012). Cet asthme peut étre également associé a
une réponse allergique de type Th2 avec une éosinophilie (Hallstrand et al., 2005).

L'asthme sévére est un asthme persistant et non contrélé malgré I'utilisation de la
thérapie la plus appropriée (GINA, 2018). Cet asthme est associé a un remodelage bronchique
important lié a une forte concentration de VEGF (facteur de croissance de I’endothélium
vasculaire) conduisant a une angiogeneése et une néo vascularisation mucosale (Vrugt et al.,
2000; Zou et al., 2014). Il est également caractérisé par la production de nombreuses cytokines
inflammatoires non-Th2 : IL-17A, IL-17F, IL-18, IL-8 et IFN-y retrouvées dans biopsies
bronchiques de patients asthmatiques sévéres (Al-Ramli et al., 2009; Shannon et al., 2008).

Les patients asthmatiques séveres présentent également une résistance a la corticothérapie
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(Irusen et al., 2002; Matthews et al., 2004). Les patients souffrant d’asthme sévére ont des
exacerbations fréguentes pouvant étre fatales et des effets secondaires importants liés a la
médication, notamment par la prise de corticoides par voie orale.

En 1999, Wenzel catégorise I'asthme sévere en deux grands groupes : I'asthme sévere
éosinophilique et I'asthme sévere non éosinophilique en se basant sur le statut inflammatoire
des patients (Wenzel et al., 1999). Le groupe éosinophilique présente les caractéristiques
classiques de I'asthme avec un fort taux d’éosinophiles persistant malgré une corticothérapie.
Le groupe non éosinophilique posséde une balance éosinophile/neutrophile en faveur de la
neutrophilie favorisant d’autant plus sa résistance a la corticothérapie (Ray and Kolls, 2017).
D’aprés Wenzel la prédominance des différentes populations cellulaires permet donc de
distinguer trois phénotypes d’asthme : I'asthme éosinophilique, I'asthme neutrophilique et

I’'asthme paucigranulocytaire (Wenzel, 2006) (Figure 4).

Th2 Non-Th2

>
)

éosinophilique

Asthme non-Th2

Asthme
allergique

Sévérité
Asthme Th2

Enfance Survenue a Age adulte
I'age adulte

Figure 4 : Les différents phénotypes d’asthme. Adapté d’aprés Wenzel et al,. 2012.
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II.  Caractéristiques et mécanismes de I'asthme

Chez I'asthmatique les voies aériennes sont rendues hypersensibles a toutes sorte de
stimuli aéroportés (tabac, virus, acariens, pollens, ..) et vont favoriser I'obstruction
bronchique. Cette obstruction est liée a plusieurs mécanismes : I’"hyperréactivité bronchique,
I'inflammation bronchique et le remodelage bronchique. Ces mécanismes sont connus
comme étant les caractéristiques principales de la pathologie et interviennent a divers degrés
en fonction de la sévérité.

1) L'hyperréactivité bronchique

L'hyperréactivité bronchique (HRB) est une caractéristique principale de Ia
manifestation clinique de I'asthme. Les stimuli permettant de mettre en évidence I'HRB
peuvent étre soit directs, soit indirects (Pauwels et al., 1988; Van Schoor et al., 2005). Les
stimuli directs, I'histamine et la métacholine agissent directement sur les récepteurs H; et
muscariniques des muscles lisses bronchiques respectivement (Fryer and Jacoby, 1998; Hill,
1990). Les stimuli indirects agissent sur une ou plusieurs voies intermédiaires,
majoritairement via la libération de médiateurs provenant des cellules inflammatoires comme
les mastocytes (Anderson, 2010). IIs peuvent aussi provenir de stimuli physiques (exercices,
air froid, hyperventilation, ...) ou chimiques (AMP, mannitol) (Anderson and Brannan, 2003;
Anderson et al., 1996; Van Schoor et al., 2000). L’ensemble de ces stimuli va agir sur différents
récepteurs présents sur les cellules musculaires lisses bronchiques et induire une

bronchoconstriction (Figure 5).

Agents directs Agents indirects
* Meétacholine * Mannitol
* Histamine * AMP (Adénosine
Mono Phosphate)
* Exercice
* Allergénes

4 4

Contraction du muscle lisse bronchique

Figure 5 : Agents directs et indirects responsables de I’hyperréactivité bronchique. D’aprés
Busse et al,. 2010.

En clinique, les tests de provocation direct a la métacholine sont un bon outil de
diagnostic de I'asthme (Cockcroft, 2010), ainsi que pour étudier les effets des thérapeutiques

visant a prévenir ou réduire I'HRB dans I'asthme (O’Byrne et al., 2009) et pour adapter la dose
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de corticostéroides inhalés en fonction d’un traitement au court ou long terme (Lipworth et
al., 2012; Sont et al., 1999; Turton et al., 2012). Les tests de provocation bronchique indirect
sont cliniqguement matérialisés par une inhalation d’allergénes, d’agents osmotiques
(mannitol) ou la pratique d’un exercice physique (Busse, 2010). La baisse du VEMS (volume
expiré maximum en une seconde) en réponse a ces différents agents est le critéere majeur de
diagnostic d’'une HRB. On estime qu’une baisse d’au moins 20% du VEMS est suffisant pour
diagnostiquer une HRB (O’Byrne et al., 2009). Le taux de réponse aux différents tests de
provocation peut varier selon I'appartenance ethnique (Sumino et al., 2012) et dépend aussi
de I'existence ou non d’un terrain atopique (Liem et al., 2008). L’absence de détection de
I’'HRB peut se produire dans certains cas car elle restent dépendante de la présence d’une
inflammation bronchique sous-jacente (Anderson et al., 2009; Haby et al., 1994; O’Hickey et
al., 1988). Il existe une également une corrélation entre une augmentation de I'HRB et la

sévérité de I'asthme (Busse, 2010; Gibson et al., 2000; Porsbjerg et al., 2008) (Figure 6).

50 - ' Severe asthmatic

407 / Mild asthmatic

30 1 /

20 4 J . Normal

FEV, (% change)

10 - /

ol

T T T T T T T T
02505 1 2 4 8 16 32 64 128256

Concentration (mg/mL)
(methacholine/histamine)

Figure 6 : Courbe dose-réponse apreés inhalation d’un agoniste (métacholine ou histamine)
chez des sujets normaux et des asthmatiques légers a sévéres. D’aprés Busse et al,. 2010.

2) Linflammation bronchique
L'inflammation bronchique est une autre caractéristique principale de I'asthme et
impacte de maniere significative 'HRB. Cette inflammation résulte dans un premier temps, de
la libération de médiateurs inflammatoires aprés exposition des voies aériennes a divers

stimuli (allergenes, pollens, ...) et dans un second temps, de I'activation par ces médiateurs de

réponses immunitaires innées et adaptatives.
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[1.2.1. Laréponse de type Th2

La majorité des asthmes sont associés a une réponse dite de type Th2 (Mosmann et
al., 1986; Robinson et al., 1992). Pour les asthmes allergiques, la présence d’allergenes dans
les voies respiratoires les cellules épithéliales bronchiques libérent des agents chimio
attractants suite a une agression de part ces allergénes (Hammad and Lambrecht, 2008). Ces
agents vont se lier a leurs récepteurs sur les cellules dendritiques sous-jacentes de
I’épithélium bronchique et entrainer leur migration vers I’épithélium (Hammad et al., 2010).
Les cellules dendritiques étendent leurs dendrites au travers des jonctions serrées de
I’épithélium pour capturer les allergenes, les digérer et les fragmenter en peptides courts
(antigénes) qui seront ensuite présentés a la surface de complexe moléculaire
d’histocompatibilité [l (CMH 11). Les cellules dendritiques migrent ensuite vers les ganglions
lymphatiques proximaux pour présenter I'antigeéne aux récepteurs TCR et BCR présents sur les
lymphocytes T et B respectivement (Afshar et al., 2008; Holgate, 2012). Cette présentation,
appelée synapse immunologique, permet I'activation des lymphocytes T naifs. La présentation
CMH II-TCR, est associé a I'expression de molécules de co-stimulation le CD80/86 et CD40, a
la sécrétion d’IL-4 par la cellule dendritique et a I’expression des récepteurs respectifs CD28
et CD40L par le lymphocyte T (Figure 7). Une fois la synapse établie les lymphocytes T naifs
peuvent se différencier en lymphocytes Th2. Une absence des signaux de co-stimulation

provoque une anergie et I'apoptose des cellules (Holgate, 2012).

®: L4
@] : TCR
X :CMH I
« : Antigéne
: CD40
: CD40L

: CD80/86

Lymphocyte T - CD28

Cellule dendritique

Figure 7 : La synapse immunologique.
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Les lymphocytes Th2 expriment le facteur de transcription Gata3 (Zheng and Flavell,
1997) et produisent diverses cytokines pro-inflammatoire que sont I'lL-4, IL-5 et IL-13 (Swain
et al., 1988; de Waal Malefyt et al., 1993). Ces cytokines sont retrouvées en grande
concentration dans les lavages broncho alvéolaires de patients asthmatiques (Robinson et al.,
1992). L’IL-4 produite par les lymphocytes Th2 va agir sur les plasmocytes sécréteurs d’lgM et
entrainer une commutation isotypique permettant a la place une sécrétion d’Igk spécifiques
de I'allergene (Hamelmann et al., 1999). Les IgE ainsi sécrétées vont ensuite se fixer via leur
fragment constant Fce sur les cellules mastocytaires exprimant le récepteur FceR1. Lorsque
les IgE pontés captent les allergenes, ceux-ci vont entrainer la dégranulation des mastocytes
libérant des médiateurs pro-inflammatoire tels que I’histamine, les leucotrienes et la
prostaglandine 2 responsables de la bronchoconstriction par |'activation des cellules
musculaires lisses bronchiques (Bradding et al., 2006). A l'inverse, des inhibiteurs de
dégranulation des mastocytes permettent de réduire ’'HRB (Ramis et al., 2015). L'IL-5 permet
qguant a elle le recrutement d’éosinophiles sur le site inflammatoire entrainant un fort infiltrat
bronchique (Adachi et al., 1995). Les éosinophiles produisent également les cytokines de type
Th2 IL-4, IL-5, IL-13 et également I'IL-8 permettant un recrutement des neutrophiles (Corrigan
et al.,, 1991; Douglass et al., 1994). L’'IL-13 possede plusieurs roles, dont un central dans
I’hyperréactivité bronchique et le remodelage des tissus pulmonaires (Finkelman et al., 2010).
L’IL-13 est également indispensable pour la différenciation des cellules caliciformes et la
production de mucus (Wills-Karp et al., 1998). La réponse Th2 dans I'asthme se caractérise
donc par la sécrétion d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13, le recrutement d’éosinophiles et la production

d’Ige spécifiques de I'allergene (Figure 8). Ces différents acteurs se potentialisent
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mutuellement entrailnant un emballement de [linflammation bronchique pouvant

difficilement étre controlée.
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Figure 8 : Réponse de type Th2 lors d’un asthme allergique. D’aprés Wenzel et al,. 2012.

[1.2.2. Les lymphocytes T régulateurs

Le concept de régulation de populations immunitaires par des lymphocytes date des
années 70 avec les travaux de Gershon et Kondo, montrant que certains lymphocytes T
pouvaient inhiber d’autres sous population de lymphocytes T (Gershon and Kondo, 1970;
Gershon et al., 1972). Cependant, ce concept fut abandonné vers la fin des années 80 par
I’'absence caractérisation via des marqueurs spécifiques pour cette population. Ce n’est que
dans les années 90 qu’une nouvelle sous population de T suppresseurs exprimant le CD4 fut
proposée et nommée lymphocyte T régulateur (Treg) (Chen et al., 1994; Groux et al., 1997).
Chez 'homme, les Treg se distinguent de facon générale par une trés faible expression du
CD127 et sont donc CD3*CD4*CD25"¢"CD127"""Foxp3" (Liu et al., 2006). La fonctionnalité des
Treg et leurs capacités d’inhibition des réponses inflammatoires sont liés a I'expression de
différents marqueurs : CD25, CD39, PD-1, CTLA-4 et ICOS ou a des produits de sécrétion : IL-
10 et TGF-B (Borsellino et al., 2007; Ito et al., 2008; Jonuleit et al., 2001; Polanczyk et al., 2007;
Scheffold et al., 2007).

Dans I'asthme le maintien de I'inflammation est lié a un déséquilibre entre les réponses

pro- et anti-inflammatoire ou les Treg jouent un role primordial. Chez des patients
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asthmatiques le nombre de Treg retrouvés dans les expectorations et le sang est inférieur a
celui retrouvé chez des sujets sains, notamment dans les lavages broncho alvéolaires des
enfants asthmatiques (Hartl et al.,, 2007). Chez I'adulte en revanche, certaines études
montrent une augmentation (Smyth et al., 2010) ou une diminution des Treg dans I'asthme
(Barczyk et al., 2014). Cette controverse laisse supposer que le nombre de Treg n’est pas la
seule cause du maintien de I'inflammation dans I’'asthme. Plusieurs études montrent que la
fonctionnalité des Treg est réduite dans I'asthme (Mamessier et al., 2008). Les alarmines, IL-
33 et TSLP (thymic stromal lymphopoietin) semblent participer a ce défaut de fonctionnalité.
Chez la souris, les Treg pulmonaires traités par I'IL-33 sont capables de se polariser en
lymphocytes Th2 (Chen et al., 2017). Chez I’'homme, I'inhibition de la sécrétion d’IL-10 par les
Treg est corrélée avec une augmentation de la TSLP dans les LBA chez des patients
asthmatiques (Nguyen et al., 2010). L’environnement semble également participer a cette
dysfonction. L'exposition de patients asthmatiques a un air pollué entraine une perte de
fonction des Treg par I'augmentation de la méthylation de Foxp3 (Nadeau et al., 2010).
L’ensemble de ces données montre que I’asthme est lié a un défaut quantitatif et/ou qualitatif

de lymphocytes T régulateurs (Figure 9).
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Figure 9 : Altération de la prolifération et des fonctions régulatrices des lymphocytes T
régulateurs dans I’asthme.
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[1.2.3. Laréponse Th17 et les neutrophiles

Méme si I'asthme est généralement associé a une éosinophilie, les patients les plus
séveres présentent un profil associant également la neutrophilie et une réponse de type mixte
Th2/Th17 (Manni et al., 2014). Les Th17 sont un type particulier de lymphocytes T CD4", induit
par I'lL-6, IL-23et le TGF-B, ils expriment le facteur de transcription RORyt et sécréetent I'lL-17
(Harrington et al., 2006; lwakura and Ishigame, 2006). Chez les patients asthmatiques, une
élévation des concentrations pulmonaires en IL-17 est corrélée avec un asthme de type
neutrophilique et plus sévere (Molet et al., 2001). En effet, I'lL-17 est associée au recrutement
des neutrophiles et a une augmentation de I’hyperréactivité bronchique (He et al., 2007). Les
neutrophiles sont recrutés par I'lL-8 et I'lL-17 sécrétées par les éosinophiles, les cellules
épithéliales et d’autres cellules inflammatoires (Douglass et al., 1994, 2013). Par ailleurs, une
augmentation de I'lL-8 et I'IL-17 est retrouvée dans les expectorations induites et les biopsies
bronchiques de patients asthmatiques (Bullens et al., 2006). Pour finir, I'lL-17 peut participer
au remodelage bronchique en activant directement les cellules musculaires lisses bronchiques
(Chesné et al., 2015; Chiba et al., 2017).

3) Le remodelage bronchique

Le remodelage bronchique est généralement défini comme un changement de
composition, de distribution, d’épaisseur, de masse/volume et ou du nombre de composant
structuraux observés dans les parois des voies aériennes des patients, comparées a des
individus sains. Deux types de remodelages bronchiques existent. D’'une part, le remodelage
bronchique physiologique, qui concerne les changements structuraux apparaissant durant le
développement normal du poumon vers des voies aériennes matures normales ou bien une
réponse transitoire en réponse a des dommages ou une inflammation, qui résulte en une
régénération compléte des voies aériennes. D’autre part, le remodelage bronchique
pathologique, comprenant cette fois les altérations structurales apparaissant lors d'un
mauvais développement du poumon ou bien lors de lésions et/ou phénomeénes
inflammatoires chroniques conduisant a des altérations persistantes des voies aériennes et
de leurs fonctions (Bai, 2010; Bergeron et al., 2009; Hirota and Martin, 2013).

Dans I'asthme, ces changement structuraux incluent une modification morphologique
de I'épithélium bronchique, une hyperplasie des cellules sécrétrices de mucus et une
augmentation de la masse des cellules musculaires lisses bronchiques (Al-Muhsen et al., 2011;

Beckett and Howarth, 2003; Jeffery, 2004; Undem et al., 1999). Cela se traduit par I'installation
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d’une obstruction bronchique résiduelle, présentant trés peu de sensibilité aux
bronchodilatateurs ou aux corticoides inhalés. L'existence de ce remodelage est confirmé a
I'aide plusieurs techniques (Bergeron et al., 2007). L'inflammation des voies aériennes
participe activement au maintien de ce remodelage, de par la sécrétion de cytokines,
chimiokines et facteurs de croissance par les granulocytes, macrophages, lymphocytes mais
également par les cellules musculaires lisses et les cellules épithéliales bronchiques
(Fehrenbach et al., 2017). Des études montrent une corrélation entre l'intensité du
remodelage bronchique et la sévérité de I'asthme (Benayoun et al., 2003; Chetta et al., 1997;

Jeffery et al., 1989; Wenzel et al., 2003).

[1.3.1. Altération de I"épithélium

L’épithélium bronchique est en contact permanent avec I'air inhalé. C’est plus qu’une
barriere physique passive nous protégeant du contenu de l'air extérieur (Tam et al., 2011).
L’épithélium participe également au maintien d’un poumon sain et fonctionnel via la clairance
des éléments inhalés et I'activation de réponses immunitaires innées (Munkholm and
Mortensen, 2014; Weitnauer et al.,, 2016). Cependant, les dommages directs subits par
I’épithélium bronchique sont considérés comme le premier élément déclencheur de I'asthme
(Al-Muhsen et al., 2011; Hirota and Martin, 2013; Holt et al., 2014). Effectivement, certains
allergénes possedent des propriétés protéasiques endommageant les cellules épithéliales
et/ou les jonctions serrées, entrainant ainsi une perte de l'intégrité de la barriére épithéliale

bronchique (Hammad and Lambrecht, 2008) (Tableau 1).
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Alergtne | Enzyme | Modedacton | Effet |

Dermatophagoides Derpl Clivage des jonctions serrées Augmentation de la perméabilité de
pteronissynus Derp9 (claudine, ocludine) I'épithélium
Activation de PAR2 Activation cellules épithéliales et production
de GM-CSF
Clivage du complément (C3, C5) Recrutement des cellules immunitaires innées
Activation des cellules dendritiques Polarisation des cellules T en Th2
Clivage de DC-SIGN et DC-SIGN-R Incapacité a produire de I'lL-10
Clivage du CD40 Incapacité a produire de I'lL-12

Production de CCL17 et CCL22 par les Recrutement de cellules Th2
cellules dendritiques

Clivage de CD25 Activation des cellules T
Clivage de CD23 Stimulation de la production d’IgE par les
cellules B
Aspergillus fumigatus Asp f5 Clivage des jonctions serrées Augmentation de la perméabilité de
et Aspergillus oryzae Aspf6 I'épithélium
Asp 1l nduction dIL-25 Induction d’une réponse Th2
Induction de chimiokines Recrutement des cellules Th2 et éosinophiles
Pollen de bouleau Betv1 Clivage des jonctions serrées Augmentation de la perméabilité de
Pollen d’ambroisie Amb a I'épithélium
Allergénes de cafard Blag Clivage des jonctions serrées Augmentation de la perméabilité de
I'épithélium
Activation de PAR2 Activation des cellules épithéliales

Tableau 1 : Propriétés protéolytiques des allergenes modulant les interactions cellules
dendritiques-cellules épithéliales. D’aprés Hammad et Lambrecht, 2008.

De plus, une perte de cellules épithéliales laissant la lame basale sous-jacente a nu est
constatée sur des biopsies bronchiques de patients asthmatiques (Montefort et al., 1992).
L’épithélium bronchique est également constitué d’'une membrane basale le reliant a la
matrice extracellulaire (Evans et al., 2010), un épaississement de cette membrane basale est
suggéré comme étant caractéristique dans I'asthme mais est également présent dans la
broncho pneumopathie chronique obstructive (BPCO) (Liesker et al., 2009).

11.3.2. Hypersécrétion de mucus

Le mucus est un fluide sécrété par les cellules a mucus protégeant la surface externe
de I'épithélium bronchique contre I'inhalation de particules ou agents indésirables (Knowles
and Boucher, 2002). Il se compose d’une solution agueuse contenant des électrolytes, des
protéines exogenes et endogénes, des lipides et des carbohydrates. Le mucus forme une
couche de gel protecteur dans laquelle les particules sont piégées et évacuées, grace aux

battements ciliaires, hors des voies respiratoires ; ce phénoméne est qualifié de clairance
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muco-ciliaire (Litt, 1970). Les mucines composent environ 2% du mucus, ce sont des
glycoprotéines conférant la visco-élasticité nécessaire a la clairance muco-ciliaire (Davies et
al., 2002). Les mucines sont sécrétées par les cellules caliciformes a la surface de I'épithélium
(Rogers, 2003a) et par cellules a mucus des glandes sous-mucosales sous le contréle du géne
MUC (Finkbeiner, 1999). Les genes MUC5AC et MUC5B produisent la majorité des mucines
(Davies et al., 2002).

L'hypersécrétion de mucus est une des caractéristiques principales de I'asthme mais
est également observée dans la BPCO et la mucoviscidose. Cependant, la composition du
mucus entre ces pathologies varie (Rogers, 2004). La présence de bouchons de mucus dans
les voies aériennes est souvent retrouvée dans des cas d’asthme fatal chez I’enfant et chez
I'adulte (Rogers, 2003b; Sidebotham and Roche, 2003). Cette hypersécrétion est liée a une
hyperplasie des glandes sous-mucosales et des cellules a gobelets (Aikawa et al., 1992; Carroll
et al.,, 2002). Une augmentation de la viscosité du mucus est observée chez les patients
asthmatiques avec une surexpression des génes MUC2, MUC5AC et MUCSB (Bai et al., 2007;
Morcillo and Cortijo, 2006). Les conséquences de cette hypersécrétion et hyperviscosité du
mucus sont une obstruction bronchique, une augmentation des exacerbations et un plus

faible controle de I'lasthme (Martinez-Rivera et al., 2018).

[1.3.3. Le muscle lisse bronchique

Le rble physiologique du muscle lisse bronchique (MLB) reste controversé. Chez des
sujets sains, il jouerait un role dans la distribution de l'air dans les voies aériennes, dans
I’expulsion du mucus ou méme pour faciliter I'expiration (Bullowa and Gottlieb, 1922; Cieri,
2019; Macklin, 1929; Otis, 1983). Cependant, tous ces rdles potentiels n’ont jamais été validés
expérimentalement. En 2004, Mitzner W. suggére que le MLB est un vestige de I'évolution et
n’a pas de role physiologique (Mitzner, 2004). Paradoxalement, le réle physiopathologique du
MLB dans I'asthme est bien connu. En effet, le MLB est I'acteur majeur de la contraction
bronchique en réponse a divers stimuli comme des médiateurs inflammatoires. Il peut
participer au recrutement, la survie et la prolifération des mastocytes, et produire des
cytokines (Berger et al., 2003; El-Shazly et al., 2006; Hollins et al., 2008). La dégranulation,
allergéne-dépendante ou non, des mastocytes va favoriser la contraction du MLB et
augmenter sa masse via la libération de médiateurs inflammatoires, entrainant un

remodelage (Begueret et al., 2007; Berger et al., 1999) .
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Les lymphocytes T participent également au remodelage du MLB par contact direct
avec les cellules musculaires lisses via des conduits membranaires dérivés de lymphocytes :
les LMCs (Farahnak et al., 2017; Heialy et al., 2015; Lazaar et al., 1994; Ramos-Barbdn et al.,
2005). L’épithélium bronchique peut aussi induire un prolifération du MLB de maniere
allergéne-dépendante chez des asthmatiques séveres (Trian et al., 2015). Cette prolifération
est également associée a la production de facteurs de croissances, de l|’activation de
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) et d’enzymes, de ROS (espéces réactives de
I'oxygene) et également au stress mécanique (Huang et al.,, 2004; Pandya et al., 2002;
Panettieri et al., 1996; Smith et al., 1994). L’hypertrophie du MLB est constatée chez les
patients asthmatiques séveéres mais absent chez ceux présentant un asthme léger ou modéré

(Woodruff et al., 2004) (Figure 10).
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Figure 10 : Acteurs et mécanismes du remodelage bronchique dans I’asthme.
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4) Revue : Les nouveaux acteurs dans la physiopathologie de I'asthme

L'asthme tel qu’il est décrit depuis la fin des années 80 se caractérise par une
inflammation de type Th2. Les principaux acteurs de cette inflammation sont les cellules
dendritiques, les lymphocytes T, les IgE, les éosinophiles et les mastocytes. Or depuis ces
derniéres années les données cliniques ont permis de différencier plusieurs phénotypes et
endotypes évoluant avec la pathologie au cours du temps. Dés lors, une notion de complexité
se voit associée a I'asthme. Les progrés de la génétique et I'apparition de nouveaux modeles
animaux ont permis de mettre en évidence de nouveaux acteurs clés, renforgant des lors cette
complexité. La revue qui suit fait état de ces nouveaux acteurs, apportant une nouvelle vision

sur la pathologie.
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M Résumé

L'asthme est souvent associé a une réponse immunitaire de type Th2 avec des acteurs cellulaires et
moléculaires bien connues comme les éosinophiles, les lymphocytes Th2 et les cytokines qui leurs
sont associée comme l'interleukine-5 ou I'll-4. Néanmoins une partie des patients asthmatiques
montrent des manifestations cliniques et des caractéristiques qui ne correspondent pas au schéma
actuel de la physiopathologie de I'asthme. Ainsi depuis quelques années de nouveaux acteurs
cellulaires et moléculaires dans le développement de I'asthme sont mise en évidence dans des
modeles animaux et chez I'homme. Parmi ceux-ci on retrouve des composants du systéme
immunitaire innée comme les cellules lymphoides innées de type 2 ou du systeme adaptatif
comme les lymphocytes de type Th9. Au niveau cellulaire, le role de petites protéines G dans
I'asthme est également mis en évidence tout comme le réle majeur cytokines comme I'lL-17 ou
celles dérivées de I'épithélium. Une meilleure connaissance de la physiopathologie de I'asthme et
la prise en compte de ces nouveaux acteurs permet I'identification de nouvelles cibles théra-
peutiques pour les différents endotype de patients.

B Summary
New protagonists in asthma pathophysiology

Asthma is often associated with a Th2-type immune response with well-known cellular and
molecular actors such as eosinophils, Th2 lymphocytes and associated cytokines such as inter-
leukin-5 or IL-4. Nevertheless, some of the asthmatic patients show dinical manifestations and
characteristics that do not correspond to the current pattern of the pathophysiology of asthma.
Thus, recently new cellular and molecular actors in the development of asthma have been
demonstrated in animal models and in humans. Among these are components of the innate
immune system such as type 2 innate lymphoid cells or adaptive immune system such as Th9
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lymphocytes. At the cellular level, the role of small G proteins in asthma is also highlighted as well
as the role of major cytokines like IL-17 or those derived from the epithelium. A better knowledge
of the physiopathology of asthma and the taking into account of these new actors allows the
identification of new therapeutic targets for different endotypes of patients.

Introduction

Les 30 derniéres années ont vu se transformer les connaissances
concernant I'immunopathologie de I'asthme, a partir de la
découverte en 1986 des lymphocytes Th2 [1] et de l'article
princeps de Robinson en 1992 [2] mettant en évidence une
activation Th2 dans les lavages alvéolaires des patients asth-
matiques. Ces travaux ont donné lieu & de multiples dévelop-
pements ayant permis récemment |'avénement dans I'asthme
séveére des anti-IL5 et anti-IL5R. Pourtant, si I'activation lym-
phocytaire Th2 concerne une trés grande proportion des asth-
matiques, le démembrement de cette maladie en plusieurs
phénotypes et la résistance relative d'un grand nombre de
patients a ces thérapies ciblées a permis de montrer qu'une
grande proportion des asthmatiques, notamment séveéres,
répondait @ des mécanismes physiopathologiques différents,
non Th2. Chez ces patients, une activation de type Th17 a pu
étre mise en évidence parfois [3] mais il semble que ce groupe
soit a son tour suffisamment hétérogéne pour qu'il soit difficile
d'y mettre en évidence une cible thérapeutique unique perti-
nente. De plus, de nombreuses évidences démontrent que chez
un méme patient plusieurs mécanismes immunopathologiques
peuvent étre intriqués et que des profils mixtes Th2 et non
Th2 existent. Le défi des années a venir va donc étre de déter-
miner quels sont les acteurs physiopathologiques en amont de
I'activation lymphocytaire, capables de rendre compte de cas-
cades inflammatoires diverses notamment non Th2, et de nous
offrir de nouvelles cibles thérapeutiques.

Cellules lymphoides innées

Les cellules lymphoides innées (ILC) représentent ainsi de nou-
velles populations cellulaires identifiées en amont de I'activa-
tion des lymphocytes T adaptatifs. Ces cellules sont issues des
progéniteurs lymphoides communs de la moelle osseuse,
appartenant de ce fait a la lignée lymphoide mais n'exprimant
pas de récepteur spécifique d'antigéne [4]. De laméme maniére
que les sous-populations de lymphocytes T auxiliaires, ces cel-
lules sont catégorisées en 3 groupes principaux, selon I'expres-
sion de certains facteurs de transcription clés et selon leur
production de cytokines [5]. On distingue ainsi les cellules
lymphoides innées de type 1 (ILC1), de type 2 (ILC2) et de type
3 (ILC3). Ces 3 grands groupes d'ILC sont impliqués dans diverses
pathologies inflammatoires telles que la maladie de Crohn,
certaines maladies auto-immunes, le psoriasis et I'asthme. Le
role des ILC1 et ILC2 dans I'asthme est devenu ces derniéres

m M&dicale

années un vaste sujet d'étude, a la fois dans les modeéles murins
d'asthme allergique et chez le patient asthmatique. Chez
I'homme comme chez la souris, les ILC1 et plus particuliérement
la population natural killer (NK) sont dépourvues de marqueurs
des cellules B, T et dendritiques. Elles expriment les facteurs de
transcription T-bet et EOMES et produisent de I'lFN-y. Les NK sont
cependant trés plastiques avec grande diversité dans I'expres-
sion de leurs marqueurs et leur implication dans la physiopa-
thologie de I'asthme reste encore controversée. En effet, des
études chez la souris et I'homme montrent que les cellules NK
IL-4"et NK NKG2D* sont associées a production de cytokines
Th2 et une éosinophilie aggravant I'asthme [6]. A contrario,
d'autres cellules NK sont impliquées dans I'apoptose de poly-
nucléaires éosinophiles [7]. Comme pour les ILC1, les ILC2 sont
dépourvues des marqueurs des cellules T, B et dendritiques.
Elles expriment en revanche a leur surface les récepteurs ST2,
(D127 et IL-17BR, trois récepteurs des alarmines clés dérivées
des cellules épithéliales activatrices des ILC2, respectivement
I'lL-33, la lymphopoiétine stromale thymique (TSLP) et I'lL-25.
Les ILC2 expriment également des facteurs de transcription tels
que GATA3 et BCL11B et sécretent les cytokines pro-Th2 IL-
13 et IL-5. Les ILC2 murines et humaines se distinguent par
I'expression du marqueur de surface CRTH2 et la production d'IL-
4. Dans des modeéles murins d'asthme éosinophilique, on
observe une baisse de l'inflammation des voies aériennes
chez les souris présentant une absence de cellules T, B, et ILC
(Rag2~/~112rg/~). Cependant, cette diminution de l'inflam-
mation est moindre chez des souris n'ayant ni T ni B mais
possédant des ILC (Rag2~~), ce qui suggére une aggravation
de la pathologie sous I'action des ILC. En effet un transfert passif
d'ILC2 chez ces souris Rag2~/~IL2rg/~ entraine la réapparition
de l'inflammation des voies aériennes [8]. Les ILC2 semblent
donc interagir avec d'autres cellules pour promouvoir l'inflam-
mation. S'agissant des cellules T, ces interactions passent par
I'expression a la surface des ILC2 d'ICOS et ICOSL connus pour
leurs rdles dans la survie et la prolifération des sous-populations
de lymphocytes T helper [9]. Dans le cas de I'asthme allergique,
les médiateurs lipidiques tels que le leucotriéne D, et la pro-
staglandine D, libérés par les mastocytes activés contribuent au
recrutement et a l'activation des ILC2 au niveau des voies
aériennes. Les ILC2 ainsi activées vont produire des cytokines
de type IL-4 et IL-13, supposant un réle dans I'initiation et la
régulation de la réponse Th2. Effectivement, la co-culture in
vitro d'ILC2 et de lymphocytes TCD4™ naifs, conduit a une diffé-
renciation en lymphocyte de type Th2 avec une inhibition de la
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réponse Th1 [10]. De méme, on constate une absence de
production de cytokines de type Th2 lors de co-cultures de
cellules T helper avec des ILC2 incapable de sécréter de I'll-4
[11]. L'IL-4 produite par les ILC2 est donc responsable de l'initia-
tion et du maintien de la réponse Th2La production d'lL-13 par
les ILC2 va également permettre la mise en place d'une forte
réponse Th2, celle-ci étant a I'inverse affaiblie dans les modéles
murins d'asthme allergique présentant une déficience en ILC2
[12]. L'I-13 issue des ILC2 permet également la migration
des cellules dendritiques activées vers les ganglions lymphati-
ques afin de polariser les lymphocytes T naifs en Th2. Les
ILC2 pulmonaires semblent donc jouer un réle crucial, a la fois
direct et indirect dans l'initiation et l'orientation de la réponse
Th2 dans des modeles murins d'asthme allergique. Chez
I'homme, les ILC2 sont retrouvées en plus grande quantité dans
le sang périphérique et les lavages bronchoalvéolaires (LBA) de
patients asthmatiques comparés a des sujets sains. On note
également une forte corrélation entre les ILC2 et I'IL-33 contenus
dans les LBA et l'altération de la fonction respiratoire [13].
Certaines ILC2 persistent longtemps aprés la résolution d'une
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phase allergique et sont méme plus promptes a réagir en cas de
réexposition a I'allergéne que des ILC2 naives. Ces ILC2 dites
« allergéne-expérience » posseédent un profil d'expression simi-
laire aux cellules T mémoires, ce qui pourrait expliquer pourquoi
des patients asthmatiques sont souvent sensibilisés a plusieurs
allergénes. Des données plus récentes montrent que I'lL-13 issue
des ILC2 pourrait cibler les jonctions serrées de I'épithélium
bronchique et ainsi étre impliquée dans la perte d'intégrité
de la barriére épithéliale [14]. Les actions sur I'épithélium
bronchique, les cellules dendritiques et la réponse de type
Th2 des ILC2 demandent a étre confirmées chez I'homme. En
effet, les données relatives a cette population sont majoritai-
rement issues de modéles murins et seules quelques études
proviennent de patients figure 1.

Lymphocytes Th9

L'IL-9 a longtemps été considérée comme une cytokine Th2 car
elle favorise l'inflammation allergique et est associée a la
réponse Th2 comme cela a été montré grace a l'utilisation de
souris transgéniques ou déficientes pour I'expression du géne
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FIGURE 1

Les nouveaux acteurs cellulaires dans la physiopathologie de I'asthme allergique. La compréhension des mécanismes
physiopathologique de I'asthme se complexifie avec les connaissances de ces nouveaux acteurs qui sont impliqué dans toutes étapes
du développement de I'asthme allant de la réponse innée avec les IL2 (1) et adaptatives avec les Th2 (2) jusqu'a la contraction
musculaire avec les protéines G comme RAC ou Rho (3) en passant par I'action des cytokines pro-inflammatoire comme I'lL-17 (4) ou

dérivées de I'épithélium comme I'lL-25, I'lL-33 ou la TSLP (5)
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de I'I-9. Récemment, il a été proposé qu'une sous-population
lymphocytaire, les Th9, représentait la principale source d'IL-9
[15]. Les cellules Th9 peuvent étre générées a partir de cellules T
naives en présence de TGF-B et d'ILl-4 ou via une plasticité des
cellules Th2 par activation de la signalisation du TGF-B, ce qui
favorise la perte de I'expression de GATA-3, et de la production
d'IL-4, d'IL-5 et d'L-13, tout en induisant une régulation a la
hausse de I'expression de I'lL-9. Bien qu'un facteur de transcrip-
tion spécifique aux Th9 n'ait pas été clairement identifié, les
facteurs de transcription BATF (facteur de transcription activant
les cellules B), IRF4 et PU.1 sont essentiels au développement
des cellules Th9. Dans certains modeles murins d'asthme, les
cellules Th9 sont présentes dans les ganglions lymphatiques et
les voies respiratoires, en particulier pendant les phases pré-
coces de la maladie [ 16-18]. L'inhibition de la différenciation des
cellules Th9 in vivo par des anticorps anti-TGF et de l'activine A
inhibe le développement de I'allergie. Inversement, le transfert
de cellules Th différenciées in vitro en présence d'activine A est
suffisant pour induire une inflammation des voies aériennes
caractérisée par un recrutement d'éosinophiles, une augmenta-
tion du nombre de mastocytes et des taux sériques d'IgE [16]. La
surexpression d'IL-9 chez des souris transgéniques est égale-
ment suffisante pour provoquer une hyperréactivité bronchique
(HRB) par ses effets sur I'épithélium respiratoire et la libération
accrue de cytokines Th2 par les lymphocytes [19]. L'IL-9 contri-
bue largement a I'inflammation allergique induite par la TSLP in
vivo et exacerbe les maladies allergiques principalement en
augmentant le nombre de mastocytes dans I'épithélium des
voies respiratoires et en favorisant I'hyperplasie pulmonaire
[20]. De plus, la délétion spécifique des lymphocytes Th9 par
suppression du facteur de transcription IRF4 spécifique des
lymphocytes Th9 entraine une diminution de I'inflammation.
De facon trés intéressante, la neutralisation de I'll-9 par un
anticorps spécifique s'est montrée efficace dans un modéle
d'asthme allergique a I'ovalbumine induit par le transfert de
cellules Th9 spécifiques [21]. Récemment, il a été démontré
dans un modéle murin d'inflammation pulmonaire induite par la
papaine qu'une autre source d'IL-9 in vivo est représentée par
des cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2) et que I'expres-
sion transitoire d'ILl-2 favorise leur survie et leur prolifération.
Chez I'homme, les cellules Th9 sont des contributeurs majeurs
aux maladies atopiques notamment la dermatite atopique,
I'asthme et les allergies alimentaires. Les patients asthmatiques
possedent un nombre accru de cellules Th9 circulantes. De plus,
dans I'asthme a éosinophiles comme dans I'asthme non éosi-
nophilique, le ratio Th9/Th1 est élevé. Des polymorphismes
mononucéotidiques (SNP) retrouvés dans les génes codant
pour I'll-9 ont été associés a des effets bénéfiques sur la
sensibilisation aux allergénes. Des études in vitro utilisant
des cellules mononudéées du sang périphérique (PBMC) isolées
chez des nourrissons atopiques et non atopiques ont révélé une
augmentation de la sécrétion d'IL-9 chez les atopiques, a la fois
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en réponse a une stimulation non spécifique et a une stimula-
tion spécifique par les allergénes [22]. Ensemble, ces données
suggerent que les cellules Th9 jouent un role important dans
I'asthme allergique et font de ces cellules une cible pertinente
dans cette maladie.

Petites protéines G

Les protéines G monomériques de la famille Rho sont des
enzymes a activité GTPasique dont les membres les mieux
caractérisés sont RhoA et Rac1. Ces protéines agissent comme
des commutateurs moléculaires qui cyclent entre un état inactif,
lié au GDP et un état actif, lié au GTP. Les protéines Rho sont
localisées dans le cytosol lorsqu'elles sont inactives et a la
membrane plasmique lorsqu'elles sont actives. A I'échelle cel-
lulaire, les protéines G monomériques de la famille Rho sont
largement décrites pour réguler I'organisation du cytosquelette
d'actine et ainsi réguler la morphologie, la polarité, la motilité et
I'adhérence cellulaire. L'implication de cette famille de protéi-
nes dans la contraction des cellules musculaires lisses (CML)
bronchiques a été suggérée par l'inhibition des géranylgéranyl-
transférases (inhibition non spécifique des protéines G mono-
mériques de la famille Rho) qui préviennent I'HRB dans un
modeéle murin d'asthme allergique sensibilisé a I'ovalbumine
[23]. De plus, une augmentation de I'expression de RhoA dans
les CML bronchiques a été observée dans des modeles d'asthme
allergique chez le rat et la souris associée a une augmentation
de lactivité de RhoA dans les CML bronchiques en culture
stimulées par des bronchoconstricteurs tels que I'acétylcholine
ou I'endothéline-1 [24]. L'effecteur principal de RhoA dans les
CMLs est la sérine/thréonine kinase ROCK. L'administration
d'inhibiteurs de ROCK, le fasudil par voie orale ou I'Y-
27632 par voie intranasale, chez des souris sensibilisées a l'oval-
bumine prévient I'HRB associée a I'asthme, confirmant le réle de
la voie RhoA /ROCK dans I'HRB. Ces études montrent également
que I'utilisation de ces inhibiteurs de ROCK induit une diminution
du recrutement des éosinophiles et de I'hyperplasie des cellules
productrices de mucus dans les modéles murins asthmatiques.
Ces résultats suggérent que la voie de signalisation RhoA/ROCK
ne serait pas impliquée uniquement dans I'HRB mais également
dans la réponse inflammatoire associée a I'asthme allergique.
Cette hypothése est renforcée par une étude récente démon-
trant que l'administration du Y-27632 par voie intranasale
potentialise I'effet sur 'HRB d'un anticorps neutralisant I'lL-17,
une cytokine dont les niveaux sont augmentés chez les patients
asthmatiques. Plus récemment, il a été mis en évidence qu'une
autre protéine G monomérique, Rac1, est impliquée dans la
contraction des CML bronchiques murines et humaines [25].
Ces travaux démontrent que les bronchoconstricteurs activent
Rac1 qui interagit physiquement avec la phospholipase B2 pour
induire I'augmentation de calcium intracellulaire nécessaire a la
contraction du muscle lisse bronchique. Les auteurs de ce travail
ont observé une suractivation de Rac1 dans les voies aériennes
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de souris asthmatiques sensibilisées aux extraits d'acariens et
que la délétion du géne Rac spécifiquement dans les CML
prévient I'HRB chez ces animaux. De méme, la nébulisation
d'un inhibiteur de Rac1, le NSC23766, prévient I'HRB mais
également I'inflammation pulmonaire en diminuant le recrute-
ment des éosinophiles et des neutrophiles. Ces résultats sug-
gérent que linhibition de Rac1 serait une nouvelle cible
thérapeutique pour lutter contre I'HRB et I'inflammation pulmo-
naire associés a l'asthme allergique chez des patients asthma-
tiques de profil Th2 ou non Th2.

Interleukines 17

Les interleukines 17 sont des cytokines pro-inflammatoires
dont limplication dans I'asthme a été mise en évidence.
Les 117 sontproduites en grande partie par les lymphocytes
Th17 de méme que I-21 et [IL-22. Les lymphocytes
Th17 résultent de la différenciation des lymphocytes T aux-
iliaires (D4 naifs stimulés par les cytokines telles que le TGF-
B, l'll-6, Il-1B et I'l-23 produites notamment par des cellules
immunitaires (macrophage, lymphocytes T...) lors de la détec-
tion d'un pathogéne. Les IL-17A et F ont un réle similaire ; elles
permettent le recrutement, l'activation et la migration des
polynucléaires neutrophiles dans les tissus, notamment bron-
chique et pulmonaire. L'augmentation de la production d'IL-17A
et F et I'accumulation de polynucléaires neutrophiles au niveau
pulmonaire sont associées au phénotype asthmatique sévere
[26]. Mais les lymphocytes Th17 n'ont pas I'exclusivité de la
production d'IL-17. 1l a été montré que la stimulation de neu-
trophiles, prélevés dans le sang de patients asthmatiques, par
des cytokines régulant les lymphocytes Th17 (IL-23, IL-21 et IL-6)
induisait une augmentation de la production d'IL-17A et F par ces
polynucléaires neutrophiles eux-mémes. Ces résultats sugge-
rent donc que les Th17 stimulent l'infiltration des polynucléaires
neutrophiles, dans les poumons d'asthmatiques, qui pourraient
étre al'origine de l'augmentation importante des cytokines pro-
inflammatoires 1-17A et F maintenant ainsi l'inflammation. De
facon plus directe, les Th17 ont aussi un réle dans la prolifération
excessive des cellules musculaires lisses bronchiques caracté-
ristique des patients asthmatiques via la sécrétion des IL-17A,
IL-17F et 122 [27,28]. Ces interleukines activent les voies de
signalisation de ERK1/2, p38 MAPK et/ou NF-Kb qui induisent la
prolifération et la migration des cellules musculaires lisses des
voies respiratoires [28). Les fibroblastes des patients asthmati-
ques présentent aussi une augmentation significative de la
prolifération sous linfluence de I'll-17A produite par les
Th17 en association avec I'll-13 et I'lL-4 produites par les lym-
phocytes Th2 [29]. Cette prolifération induit un remodelage
bronchique suite a l'augmentation de la production des pro-
téines de la matrice extracellulaire telle que I'acide hyaluro-
nique et la ténascine C, par les fibroblastes [30]. L'IL-17A induit
une hypersécrétion de mucine par augmentation de I'expres-
sion du géne (MUC)SAC suite a l'activation de la voie de
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signalisation dépendante de NF-kB dans les cellules épithéliales
bronchiques. Cette hypersécrétion rend le mucus pulmonaire
plus épais [31]. Les lymphocytes Th17 ont donc un réle pro-
inflammatoire via leur sécrétion d'IL-17 dans la pathogénése et
dans la sévérité de l'asthme [32]. Il existe aujourd'hui un anti-
corps monoclonal appelé Brodalumab utilisé dans la cas du
psoriasis (maladie inflammatoire chronique) inhibant I'activité
biologique des IL-17 AetF. Les essais cliniques de phase Il surle
psoriasis ont atteint leur critére principal aprés 12 semaines
de traitement, avec une amélioration de 75 % de I'atteinte et de
la gravité du psoriasis. L'utilisation d'anticorps monoclonaux
ciblant les cytokines impliquées dans la physiopathologie de
I'asthme, et notamment les IL-17, pourrait étre une stratégie
thérapeutique intéressante.

Cytokines dérivées de I'épithélium

L'épithélium bronchique activé est capable de sécréter de
nombreuses cytokines dérivées de I'épithélium dont I'L-25,
I'L-33 et laTSLP quisemblent particuliérementimpliquées dans
I'asthme et représentent des cibles thérapeutiques prometteu-
ses. L'IL-25 (ou IL-17E) est une des seules cytokines faisant
partie de la famille de I'll-17 qui permette de stimuler la voie
Th2. Elle est produite majoritairement par les lymphocytes Th2,
les mastocytes mais également les cellules épithéliales
bronchiques. Plusieurs données prouvent qu'une exposition
prolongée a I'lL-25 suffit a induire une inflammation a éosino-
philes, un remodelage et une HRB mimant une exposition a un
allergéne dans un modéle murin d'asthme [33,34].Son blocage
diminue l'inflammation bronchique et la production de cyto-
kines Th2 dans des modeles murins d'asthme allergique [35].
Cette cytokine va activer via son récepteur IL-17RB qui lui est
spécifique différentes cellules de I'immunité innée (éosinophi-
les, cellules dendritiques), adaptative (lymphocytes Th2) ainsi
que les cellules épithéliales bronchiques elles-mémes. Elle
induit I'expression de I'lL-4, de I'lL-5, de I'lL-9 et de I'lL-13.
L'IL-25 a été montrer dans comme impliqué dans I'inflamma-
tion Th17 [36] mais son rdle dans la réaction inflammatoire
Th17 dans|'asthme reste a explorer. Elle interagirait également
avec I'lL-33 et la TSLP. Chez I'homme, Le dosage de I'lL-25 a été
proposé pour distinguer les patients avec un phénotype Th2
[37] et ainsi prédire une meilleure réponse a la corticothérapie,
comparativement au dosage de I'lL-33 et de la TSLP. L'IL-33 fait
partie de la famille de I'L-1, et joue un réle central dans la
réponse inflammatoire induite par un stimulus allergénique.
Elle est exprimée par de nombreuses cellules dont les cellules
épithéliales bronchiques, les fibroblastes, les cellules muscu-
laires lisses, les macrophages et les cellules dendritiques. Son
récepteur ST2 est hautement exprimé par les mastocytes, les
basophiles et est un marqueur des cellules Th2. La différentia-
tion de cellules humaines CD4" in vitro en présence de
IL-33 induit la production d'IL-5 et d'IL-13. Cest également
un chemoattractant pour les cellules Th2 et un promoteur de

[ | mzudicale

Revue de la littérature

259

41



Revue de la littérature

M. Klein, E. Dijoux, F. Dilasser, D. Hassoun, A. Moui, G. Loirand, et al.

survie des éosinophiles. Son expression est augmentée dans
les bronches de patients asthmatiques sévéres et n'est pas
modifiée par la corticothérapie par voie générale. Une corréla-
tion entre cette cytokine et la sensibilisation aux acariens chez
de patients asthmatiques non traitéspar une corticothérapie fut
démontrée [38]. De plusil existe un lien entre les exacerbations
induites par un rhinovirus et la production d'IL-33, ce qui faitde
cette cytokine une cible thérapeutique intéressante [39]. La
TSLP est également une cytokine dérivée des cellules épithé-
liales, produite en réponse a un stimulus pro inflammatoire qui
meéne a une réponse allergique via son activité sur de nom-
breuses cellules de l'immunité innée, dont les cellules dendri-
tiques et les mastocytes.En 2017, un essai de phase 2 testant le
Tezepelumab (anti-TSLP) chez des patients asthmatiques séve-
res a retrouvé une diminution du taux d'exacerbations, indé-
pendamment du taux d'éosinophilie [40]. De plus différents
marqueurs de l'inflammation Th2 diminuaient 3 4 semaines
tels que le taux d'éosinophiles, la FeNO etle taux sériques d'IgE.
Des études de phase 3 sont actuellement en cours. En conclu-
sion, les cytokines dérivées de I'épithélium bronchique et leurs
récepteurs sont des cibles thérapeutiques a I'étude qui ont
comme intérét principal de stimuler la voie Th2 mais d'agir
également sur d'autres cellules de I'immunité innée et adap-
tative, permettant d'en espérer un ciblage des asthmes non

Déclaration de liens dintéréts : les auteurs déclarent ne pas avoir de
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Chapitre 1 : L’asthme une pathologie complexe

Points Clés
* Lasthme est une maladie fréquente apparaissant a tout age. Cette
maladie évolue au cours de la vie a travers divers phénotypes plus ou
moins séveres.

* Lasthme reste un probleme de société majeur avec des colts
importants et une qualité de vie altérée.

* Les aéroallergénes en sont la cause principale. lls déclenchent une
réponse inflammatoire innée et adaptative, faisant intervenir de
nombreux acteurs dont la liste ne cesse d’étre étoffée.

* Linflammation et le remodelage bronchique sont deux composantes
physiopathologiques responsables de I’hyperréactivité bronchique.

* Les lymphocytes T régulateurs voient leur nombre et leurs fonctions
régulatrices altérées dans l'asthme, permettant le maintien d’une
inflammation.

Chapitre 2 : Les approches thérapeutiques : vers une médecine personnalisée

Les traitements actuels et en cours

L’asthme est actuellement une maladie dont il n’existe aucun traitement curatif, seuls
les symptomes peuvent étre controlés mais avec une efficacité variable. En effet, suite aux
diverses études sur des cohortes de patients, il est apparu que I'asthme posséde de nombreux
phénotypes et endotypes. Les symptomes sont également variables d’'un patient a un autre
et évoluent au cours de sa vie. Une telle hétérogénéité, a la fois clinique et biologique, oriente
les professionnels de santé vers une médecine de précision ou personnalisée. Cette médecine
a pour ambition de concevoir de nouvelles thérapeutiques adaptées au phénotype du patient
et ayant pour but d’améliorer I'observance, la prévention et le contréle de I'asthme. Cette
médecine personnalisée s’inscrit dans une démarche prédictive, préventive et participative

(Magnan and Blanc, 2013) (Figure 11).
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Diagnostic Légende

Pointde vue du patient «  CSl: corticoides inhalés
Symptémes et facteurs de risques * €SO : corticoides oraux
Evaluer le . (L;::on: B, mimétiques a longue durée
Symptémes atient
i iﬂ‘ ’ LTP . P * SABA: B, mimétiques a courte durée d'action
sxacerbations + LTRA : antagonistes des récepteurs aux
Effets secondaires leukotriénes
Satisfac du patient * Theophylline : agent anti-cholinergique
Fonction pulmonaire
Mécanisme impliqué dans I'asthme Etape5
Stratégie non-pharmacologique :
(activité physique, arrété de fumer) L Ajout
Traiter les facteurs de risques Etape4 : traitement :
: I Omalizumab
1 :Mepolizumab
.  Etape3 : Moy/fort |genralizumab
Traitement Etapel | Etape 2 1 ; CSI/LABA 1 pupilumab
. I . | Faible dose !
préférentiel I Faible dose de CSI | CSI/LABA | I
S S | IR 1', ______
I [} 1 1
Autres Faible dose | LTRA :Moy/ Fort Sl FortCSl  coiple
opﬁons d S| | faible d d h hylli CSI + LABA ! CSI +LTRA dose CSO
e C | aible dose de Theophylline | (ou +Theo.) ! (ou + Theo.)
__________________________________ e
Traitement . . ! Si besoin SABA ou faible
en casde crise Si besoin SABA : dose de CSI/formotérol

Figure 11 : Recommandation des traitements dans I’asthme selon la sévérité. D’apres
GINA, 2018.

1) Les agonistes B,

Les agonistes B, constituent la premiére ligne de traitement dans I'asthme mais
également dans la BPCO. llIs exercent leurs effets bronchodilatateurs via les récepteurs
adrénergiques B, (B.AR) situés sur les cellules musculaires lisses bronchiques. L’activation de
ces récepteurs induit un changement de conformation de la sous-unité alpha sous-jacentedes
protéines G (Gys) (Penn et al., 2000). La sous-unité se dissocie et va se lier a I'adénylate cyclase
membranaire (AC). L'AC catalyse la formation d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)
a partir de I'adénosine triphosphate (ATP). 'AMPc se lie a la phospho-kinase A (PKA) dont la
sous-unité catalytique, a son tour va phosphoryler diverses cibles et induire la relaxation du
muscle lisse bronchique et par extension induire une broncho dilatation (Penn, 2008) (Figure
12). Les B,AR sont également exprimés sur d’autres types cellulaires comme les cellules
épithéliales, I'endothélium vasculaire, les mastocytes, les macrophages et les éosinophiles

(Barnes, 2004).
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B, agoniste

Adénylate cyclase

Bronchodilatation

Figure 12 : Voie de signalisation classique des 8,AR.

Les effets relaxants des agonistes B sont connus depuis des siécles via une plante
médicinale contenant de I'éphédrine, mais ce n’est qu’en 1910 que les premiers effets
broncho dilatateurs de I'éphédrine sont décrit (Chu and Drazen, 2005). Par la suite, le
développement de nouveaux agonistes B ont permis I'apparition de I'isoprenaline en 1940.
Cet agoniste non sélectif pour les récepteurs B adrénergiques (Bi1AR et B,AR) fut utilisé
pendant une vingtaine d’années dans I'asthme. Cependant, 'utilisation abusive et a forte dose
fut responsable de nombreux décés jusqu’a la conception d’agonistes plus spécifiques
(Jackson, 2009).

Le premier agoniste spécifique des B,AR, le salbutamol, fut synthétisé en 1968 par
Brittain a Glaxo Smith Kline (GSK), ayant des effets secondaires bien moindres que
I'isoprénaline et possédant une durée d’action bien supérieure (Brittain et al., 1968; Cullum
et al., 1969). La courte durée d’action du salbutamol sur les B,AR lui vaut la qualification de
SABA (agoniste B de courte action), sa formule est ensuite modifiée pour donner le salmétérol
(Brittain, 1990). A la différence du salbutamol, le salmétérol possede une durée d’action sur

les B>AR relativement longue (12 heures) ; il est qualifié quant a lui de LABA (agoniste B de
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longue action). Bien qu’étant considérés comme la pierre angulaire pour le traitement de
I'asthme et la BPCO, les instances de santé comme la Food and Drug Administration (FDA)
mettent I'accent sur la maniére d’utiliser les LABA. En effet les études SNS (Nationwide
Surveillance Study) et SMART (Salmeterol Multicentre Asthma Research Trial), indiquent que
dans I'asthme les LABA doivent obligatoirement étre associés aux corticostéroides inhalés afin
d’éviter des problemes cardiovasculaires, des exacerbations et des décés (Castle et al., 1993;
Nelson et al., 2006; Ortega and Peters, 2010; Salpeter et al., 2006). A I'inverse, ils peuvent étre

utilisés en monothérapie dans la BPCO (Tableau 2).

- Apparition des effets Indication thérapeutique Spécificité pour B,AR
(B2/B1)

SABA

Salbutamol <5min 3-6h 100-200pg (jusqu’a 4 fois par jour) 27
Terbutaline <5 min 4-6h 500ug (jusqu’a 4 fois par jour) 63
LABA

Salmétérol 15 min 12h 50-100pg deux fois par jour + CSI 3000
Formotérol 7 min 12h 12-24pg deux fois par jour + CSI 150
Olodatérol 5 min 12h 5ug une fois par jour + CSI 65
Vilantérol 5 min 12h 55ug une fois par jour + CSI 2400
Ultra-LABA

Indacatérol 5 min 24h 150-300pg une fois par jour + CSI 16

Tableau 2 : Utilisation clinique des agonistes B8,. Les doses correspondent aux inhalations.
D’apreés Billington et al,. 2017.

2) Les glucocorticoides

Appelés également corticoides ou stéroides, les glucocorticoides sont les médicaments
les plus efficace disponibles actuellement pour le traitement de nombreuses maladies
inflammatoires chroniques et immunes, y compris I'asthme. L'utilisation précoce des
corticostéroides inhalés (CSl) a révolutionné la prise en charge de I'asthme en réduisant la
morbidité et la mortalité. Les CSI sont maintenant recommandés comme la premiére ligne de
traitement chez les patients avec un asthme persistant, y compris chez I'’enfant (Bateman et
al., 2008). lls permettent a de nombreux patients de vivre normalement, améliorant leur
fonction pulmonaire, réduisant la fréquence d’exacerbation et prévenant des altérations des
voies aériennes (Barnes et al., 1998; O’Byrne et al., 2006).

Les glucocorticoides (GC) possedent des propriétés anti-inflammatoires. lls activent de
nombreux genes anti-inflammatoires et répriment également plusieurs génes pro-
inflammatoires (Barnes, 2006a, 2011; Rhen and Cidlowski, 2005). Les GC diffusent a travers la

membrane plasmique et se lient a leur récepteur cytoplasmique : le récepteur aux
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glucocorticoides (GR) (Rhen and Cidlowski, 2005). Le GR se translocalise ensuite dans le noyau
cellulaire pour former des homodiméres et se fixer aux éléments de réponse aux
glucocorticoides (GRE) sur la région promotrice des génes de réponse aux GC (Goldfarb et al.,
2004; Tao et al., 2006), s’en suit une activation de la transcription desdits genes. (Barnes,
2006b; Clark, 2003; Dostert and Heinzel, 2004; Ito et al., 2000). Dans I'asthme les GC réduisent
le nombre d’éosinophiles, lymphocytes T, mastocytes et cellules dendritiques dans les voies
aériennes (Barnes et al., 1998). Les CSI permettent de restaurer I'intégrité de la barriére
épithéliale, suppriment I'inflammation mucosale et diminuent I’"hyperréactivité bronchique
seulement 3h aprés inhalation (Barnes et al.,, 1998; Erin et al., 2008; Gibson et al., 2001;
Ketchell et al., 2002). Cependant, une réversibilité compléte de I’hyperréactivité bronchique
prend plusieurs mois suite aux changements structuraux des voies aériennes (Juniper et al.,
1990). Comme mentionné précédemment, les GC sont fréquemment associés aux agonistes
B, pour le contréle de I'asthme. Cette association résulte du fait qu’ils interagissent entre eux
et améliorent leurs effets respectifs (Giembycz et al., 2008). En effet, les GC vont inhiber la
régulation négative des B,AR et augmenter leur couplage avec les protéines G, augmentant
ainsi I'effet des agonistes B, (Mak et al., 1995, 2002). De leur c6té, les agonistes B, augmentent
la translocation des récepteurs aux GC vers le noyau apres activation par les GC (Usmani et
al., 2005).

Malgré de nombreux effets bénéfiques sur le contréle de I'asthme, les GC sont aussi
sujet a débat concernant leurs effets secondaires. Les CSI utilisés aux doses recommandées
ne présentent que peu de risques pour les patients asthmatiques légers ou modérés. En
revanche les asthmatiques sévéres nécessitent de fortes doses de GC par inhalation ou bien
des doses variables par voie orale sur le long terme pour un contrdole souvent insuffisant de
leur asthme. Cette assimilation sur le long terme est responsable de nombreuses comorbidités
telles que l'ostéoporose, une fonte musculaire, des troubles métaboliques, cardiaques,
oculaires et nerveux (Schacke et al., 2002). S’ajoute a cela un phénomeéne de résistance aux
GC dit de cortico-résistance. Cette résistance est souvent présente chez les asthmatiques
séveres expliquant I'absence ou la faible réponse aux GC. La résistance aux GC est liée a divers
facteurs extrinseques comme le tabagisme (Thomson and Spears, 2005) ou bien intrinseques
avec une résistance génétique (Carmichael et al., 1981; Donn et al., 2007), un défaut de liaison
des GC sur leur récepteur et sa translocation (Irusen et al., 2002), une diminution des Treg et

un défaut de sécrétion d’IL-10 (Hawrylowicz, 2005; Xystrakis et al., 2006) ou l'inhibition de la
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fixation du GR sur les régions GRE de I’ADN via une augmentation de AP-1 (Adcock et al., 1995)
(Figure 13). L’ensemble de ces données montre un effet significatif des glucocorticoides dans
le controle de l'asthme chez les patients légers et modérés. Néanmoins, les patients
asthmatiques séveres souffrent d’une résistance et d’effets secondaires important impactant
une qualité de vie déja médiocre.

° Glucocorticoide

m i Membrane plasmique
WW%WW

e
Cytoplasme
==y
@slocaﬁon nucléaire

GRE positifs GRE négatifs

Anti-inflammatoires Effets secondaires
Prolifération de Treg Fonte musculaire
Production d’IL-10 Ostéoporose Chimiokines
Expression de B,AR Cortico-dépendence Molécules d’adhésion
Troubles nerveux, Enzymes inflammatoires
cardiaques et occulaires Protéines inflammatoires

Figure 13 : Mécanismes d’action des glucocorticoides et leurs effets associés. Adapté
d’apreés Barnes, 2011.

3) Lesanti-Igk

Les immunoglobulines de type E (IgE) sont des anticorps spécialisés dans la réponse
antiparasitaire, notamment contre les helminthes, produits par les lymphocytes B sécréteurs
d’'immunoglobulines : les plasmocytes (Anthony et al., 2007). Les IgE possédent des récepteurs
de faible et haute affinité. Le récepteur de faible affinité FceRIl ou CD23 est exprimé par les
lymphocytes T, B, macrophages, éosinophiles, cellules musculaires lisses bronchiques et
permet la production par ces différents types cellulaires de médiateurs pro-inflammatoires
(Rosenwasser and Meng, 2005). Le récepteur de haute affinité FceRl est quant a lui
majoritairement exprimé a la surface des mastocytes et des basophiles, permettant leur

dégranulation (MacGlashan, 2008). Les IgE sont également impliquées dans diverses
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pathologies impliquant une réaction allergique et notamment dans I’'asthme. En effet, comme
décrit précédemment, elles possédent un réle primordial dans la phase de sensibilisation de
I’'asthme allergique de par leur fixation sur les mastocytes ou les basophiles. Les IgE sont par
conséquent devenues I'une des premiéeres cibles des nouvelles biothérapies a base d’anticorps
bloquant monoclonaux.

Développé a I'origine dans les années 90, le premier anticorps anti-IgE est capable de
se lier aux Igk et d’empécher la fixation des IgE libres sur leur récepteur en se liant au méme
épitope reconnu par le FceRl : 'Omalizumab (Chang, 2000; Presta et al., 1993). Approuvé en
2003 par la FDA, puis en 2005 par I’Agence de Médecine Européenne. Il est recommandé pour
le traitement de I'asthme allergique sévére chez des patients positifs aux tests cutanés pour
des aéroallergénes et ayant des exacerbations multiples méme sous corticoides inhalés a forte
dose. L’'Omalizumab posséde également la capacité de réduire I'expression du FceRl a la
surface des mastocytes et des basophiles chez les patients asthmatiques sévéres (Chanez et
al., 2010; MacGlashan et al., 1997). Il peut aussi se lier aux IgE membranaire présent sur les
plasmocytes, empéchant ainsi leur production (Chan et al., 2013). L'Omalizumab permet
également de réduire la présentation antigénique des cellules dendritiques et I'induction
d’une réponse Th2 (Oliver et al., 2010; Schroeder et al., 2010) (Figure 14). Cependant, certains

asthmatiques allergiques séveres ne répondent pas aux anti-IgE.
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Figure 14 : Effets de 'omalizumab dans I'asthme.
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4) Les anti-IL-5 et anti-IL-5R

Face a I'échec des anti-Igk dans I'asthme sévere hyperéosinophilique de nouvelles
biothérapies furent développées : I'anti-IL-5 et I'anti-IL-5R. L'interleukine 5 (IL-5) et son
récepteur (IL-5R) sont des acteurs majeurs dans I'asthme allergique participant a la survie, la
prolifération, I'activation et au recrutement des éosinophiles (Clutterbuck et al., 1989; Kouro
and Takatsu, 2009). lls participent aussi a I'augmentation du relargage d’histamine et de
leucotrienes par les basophiles et les mastocytes (Bischoff et al., 1990). Le Mépolizumab est
un anticorps monoclonal bloquant dirigé contre I'lL-5 approuvé aux Etats-Unis depuis 2015
(Keating, 2015) et 2016 pour la France. Il empéche la fixation de I'lIL-5 sur son récepteur et par
conséquent diminue la prolifération et la survie des éosinophiles et les exacerbations chez les
asthmatiques séveres (Bel et al., 2014; Ortega et al., 2014; Pavord et al., 2012).

Un autre anti-IL-5, le Reslizumab, est utilisé pour les asthmes hautement
éosinophiliques. Les patients traités par Reslizumab présentent une baisse significative du
nombre d’éosinophiles dans leur expectoration et une amélioration de leur fonction
respiratoire (Castro et al., 2011). Le Benralizumab est quant a lui un anticorps bloquant dirigé
contre la chaine alpha du récepteur de I'lL-5 (Koike et al., 2009). Le premier essai clinique
montre une réduction des éosinophiles dans le sang, les expectorations et la moelle osseuse
des patients (Laviolette et al., 2013). Un essai clinique de phase llb montre quant a lui une
diminution des fréquences d’exacerbations chez les patients traités (Castro et al., 2014). Les
premiéres études de phase Ill SIROCCO et CALIMA montrent également une réduction du
nombre d’éosinophiles et d’exacerbations chez les patients (Bleecker et al., 2016; FitzGerald
et al.,, 2016). Les anti-IL-5 sont sans effets secondaires majeurs, ne comprenant que des
céphalées ou des réactions d’hypersensibilité au niveau du site d’injection. Le Benralizumab,
lui, peut induire dans de rares cas (0,3% des patients) un choc anaphylactique. Néanmoins,
ces trois anticorps ne présenteraient que peu d’efficacité chez des patients non sélectionnés
pour un profil hyperéosinophilique (Giannetti and Cardet, 2016).

5) Les anti-IL-4/I1L-13

Les cytokines IL-4 est IL-13 sont des cibles d’intérét majeur car elles possédent un réle
clé dans la réponse Th2 et leur signalisation est induite par une partie commune des
récepteurs IL-4Ra/IL-13Ra (Gour and Wills-Karp, 2015). Plusieurs tentatives de blocage de I'IL-
4 se sont soldées par des résultats décevant en phase d’essai clinique avec le Pascolizumab et

le Pitrakinra (Slager et al., 2012; Walker and Leigh, 2008; Wenzel et al., 2007). En revanche, la
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neutralisation de I'lL-13 semble plus prometteuse. Le Tralokinumab, un anticorps monoclonal
bloquant I'lL-13, permet d’améliorer la qualité de vie des patients atteints d’asthme sévere
non contr6lé ou de fibrose idiopathique pulmonaire en essai clinique de phase Il (Piper et al.,
2013). Un autre essai clinique de phase Ilb montre que le Tralokinumab ne permet pas de
réduire significativement la fréquence des exacerbations (Brightling et al., 2015). Cependant,
dans ce méme essai certains patients se sont montré d’excellent répondeurs au traitement.
Ce sous-groupe de patients possédaient une forte expression de périostine, cette protéine est
impliquée dans la régénération tissulaire et la migration des cellules épithéliales (Conway et
al., 2014). Elle est également surexprimée dans |I'asthme et est depuis peu considérée comme
un biomarqueur pour 'activation de la voie de I'lL-13 (lzuhara et al., 2016; Jia et al., 2012).
Malheureusement, un essai de phase Ill conduit en 2018 avec deux cohortes STRATOS 1 et
STRATOS 2 comprenant respectivement des patients asthmatiques séveres et des
asthmatiques sévéres possédant un biomarqueur de réponse positive au Trakolinumab
provenant de STRATOS 1, ne permit pas de montrer une efficacité clinique suffisante pour
réduire la fréquence des exacerbations (Panettieri et al., 2018).

Un autre anti-IL-13, le Lebrikizumab, se lie a I'lL-13 et empéche sa signalisation par
I'intermédiaire de I'lL-4Ra/IL-13Ra (Ultsch et al., 2013). Un essai clique sur des patients
asthmatiques séveres a montré un gain de VEMS avec une amélioration encore plus
importante chez des patients avec un fort taux de périostine (Corren et al., 2011). Chez cette
méme sous-population avec de forts taux de périostine, d’autres études ont montré une
réduction des exacerbations de 60% avec le Lebrikizumab (Hanania et al., 2015). En revanche,
une étude ne montre aucune réduction de VEMS chez des certains patients avec un taux élevé
de périostine (Noonan et al., 2013). Des travaux plus approfondis concernant les taux élevés
de périostine chez des patients asthmatiques comme un biomarqueur associé a une bonne
réponse aux anti-IL-13 sont nécessaires. Comme décrit précédemment, le ciblage unique de
'lL-4 ou de I'IL-13 a montré certaines limites lors d’essais cliniques, conduisant au
développement d’une autre biothérapie supprimant a la fois I'activité de I'lL-4 et de I'lL-13. Le
développement des anti-IL-13 a cependant été intérrompu en raison d’un nombre insuffisant
de patients répondeurs.

Le Dupilumab, est un anticorps dirigé contre le récepteur IL-4Ra inhibant a la fois I'll-4
et I'lL-13. Son efficacité a été démontrée en préclinique en réduisant la production d’IgE,

I’hyperréactivité bronchique et I'expression des genes des mucines dans un model murin
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d’inflammation pulmonaire par ovalbumine (Kasaian et al., 2013). Les premiers essais de
phase Il sur des asthmatiques séveres hyperéosinophiliques non contrélés malgré une
corticothérapie montrent une amélioration du VEMS, une réduction d’exacerbations, de la
fraction d’oxyde nitrique (FeNO), des IgE sériques et des éosinophiles sanguins (Wenzel et al.,
2013, 2016). Apres des essais cliniques de phase Il trés concluants (QUEST, VENTURE et
VOYAGE), le Dupilumab est pour la premiére fois commercialisé aux Etats-Unis en Mars 2017
et sa commercialisation en Europe est attendue dans les mois qui viennent (Shirley, 2017). Il
est déja disponible dans la dermatite atopique sévere.
6) Lesanti-IL-17A

Les nouvelles biothérapies décrites précédemment sont relativement efficace contre
les asthmes séveres de type Th2. En revanche, elles ne sont d’aucune utilité contre les asthmes
séveres non-Th2, qui restent les plus réfractaires aux thérapies actuelles (Chanez et al., 2007).
En effet plusieurs études montrent |’existence d’une autre voie inflammatoire dans I'asthme
sévere : la réponse de type Th17 (Chesné et al., 2014). Cette réponse Th17 est liée a une forte
neutrophilie, une production d’IL-17A et une hyperréactivité bronchique (Chesné et al., 2015;
Lajoie et al., 2010; Linden et al., 2000). La majorité des essais cliniques utilisant des anticorps
bloquant I'lL-17 sont réalisés dans le traitement du psoriasis, spondylarthrite ankylosante et
d’autre arthrites inflammatoires. Cependant, un faible nombre se focalise sur les maladies
atopiques. Le Secukinumab, un anticorps dirigé contre I'lL-17A, dont I’essai en clinique dans
I'asthme a été arrété prématurément par manque d’efficacité (identifiant NCT01478360). Un
anticorps cette fois dirigé contre le récepteur de I'lL-17A : le Brodalumab (anti-IL-17AR), fut
développé et testé dans I'asthme sévere non-Th2. Ce traitement c’est également soldé par un
échec chez les patients traités. Cependant les patients sélectionnés pour cette étude ne
présentaient pas d’inflammation neutrophilique (Busse et al., 2013). Malgré les échecs
thérapeutiques dans I'asthme, s’il s’avere que le Secukinumab et le Brodalumab restent tres
efficaces dans le traitement du psoriasis et la spondylarthrite ankylosante et sont
actuellement commercialisés (Langley et al., 2014; Papp et al., 2016). D’autres anti-IL-17 sont
actuellement testés dans I'asthme sévere.

7) Les anti-alarmines

Désignées comme de nouveaux acteurs dans la physiopathologie de I'asthme, les

alarmines sont des cytokines produites en majorité par I’épithélium des voies aériennes suite

a une agression de la barriére épithéliale. Ces cytokines majoritairement constituées de I'IL-
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33, la TSLP et I'lL-25 (IL-17F) sont des cibles d’intérét thérapeutique majeur dans I'asthme car
elles sont en amont de toutes les cascades inflammatoires (Klein et al., 2019). Le
Tezepelumab, un anticorps dirigé contre la TSLP (anti-TSLP) c’est montré efficace chez des
patients présentant un asthme allergique, en réduisant la bronchoconstriction et
I'inflammation avant et aprés un test de provocation par des allergénes (Gauvreau et al.,
2014). Suivant ces premiers résultats, une seconde étude montre une réduction du nombre
d’exacerbations et une amélioration du VEMS chez des adultes asthmatiques non controlés
(Corren et al., 2017). Le Tezepelumab semble tres prometteur dans les asthmes de types Th2
et est toujours en phase d’essai clinique.

Concernant I'lL-33, trois nouvelles biothérapies anti-IL-33 sont actuellement en phase
d’essai clinique : I’ANB020, le MEDI 3506 et I’AMG 282. L’ANBOQ20 est testé pour le traitement
de I'asthme, la dermatite atopique et l'allergie a I'arachide. Les sujets sont actuellement
recrutés pour la phase Il, évaluant la sureté et en second lieu les changements du score
clinique. Le MEDI 3506 est en cours d’essai sur des sujets en phase | contre la BPCO. Pour finir,
les études avec 'AMG 282 contre I'asthme et rhinosinusite chronique avec polypes sont
terminés mais aucun résultat n’a encore été publié. Un anti-IL-33R a également été
développé. Le CNTO 716 cible le récepteur de I'lL-33 (ST2), les essais sont également en cours
pour le traitement de I'asthme et de la dermatite atopique. Des nouvelles biothérapies sont
en cours de développement, notamment contre I'lL-25. Des études préliminaires montrent un
intérét de cibler cette cytokine dans I'asthme (Knolle et al., 2015). Un brevet concernant
l'utilisation d’un anti-IL-25 dans I'asthme, la dermatite atopique et la polyangéite
éosinophilique granulomateuse a été déposé par Regeneron Pharmaceuticals mais aucun
essai clinique n’a encore débuté.

8) L'immunothérapie spécifique de I'allergéne

Bien que la majorité des stratégies thérapeutiques dans lI'asthme reposent sur
I'utilisation d’anticorps monoclonaux, il existe néanmoins une autre approche pour les
asthmes ou I'allergie joue un réle majeur : 'immunothérapie spécifique de I'allergéne (ITA).
Les proportions de patients asthmatiques avec une sensibilisation allergique sont de 30 a 79%
chez les enfants (Ballardini et al., 2016; Tran et al., 2016) et de 30 a 60% chez les
adultes (Gibson, 2009; Knudsen et al., 2009; Pearce et al., 1999). Depuis les premieres
observations de Léonard Noon en 1911 et jusqu’a aujourd’hui, I'lITA reste la seule thérapie

pouvant prévenir I'apparition des symptémes et modifier I’évolution de la pathologie sur le
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long terme (Noon, 1911). Elle a pour but de rétablir une tolérance du systéme immunitaire via
I'exposition répétée d’un allergene (acariens, pollen...) sur le long terme chez les patients
sensibilisés. L'European Academy of Allergy and Cinical Immunology (EAACI) recommande un

minimum de 3 ans de traitement pour une efficacité optimale (Halken et al., 2017) (Figure 15).
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Figure 15 : Modifications immunologiques au cours de I'ITA. D’aprés Akdis et al,.2010.

Deux voies d’administration existent pour cette approche, l'immunothérapie
sublinguale (SLIT) et I'immunothérapie sous-cutanée (SCIT) en voie de disparition (Akdis and
Akdis, 2011). Les mécanismes d’action et les effets sur I'immunité des deux voies restent
similaires, avec comme pilier central les Treg spécifiques de I'allergéne (Akdis et al., 2005; Jutel

et al., 2003; Ling et al., 2004; Radulovic et al., 2008) (Figure 16).
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Figure 16 : Mécanismes d’action de I'immunothérapie spécifique de I'allergéne. D’apres
Klein et al,.2019. L’ITA permet de générer a la fois une polarisation des lymphocytes T
spécifiques de I'allergéne de Th2 en ThO/Th1 et la génération de Treg sécréteurs d’IL-10 et de
TGF-B. Les Treg vont interagir directement ou indirectement avec les lymphocytes B,
engendrant une production d’lgG4 et d’IgA et bloquant la production d’IgE. Les Treg vont
également empécher la domiciliation tissulaire des cellules Th2 ; ils inhibent les mastocytes,
basophiles et éosinophiles par des mécanismes directs ou indirects ; inhibent I'action des
cellules dendritiques pro-inflammatoires et induisent a la place des cellules dendritiques dites
tolérogénes. De plus, les Treg vont étre stimulés par I’action des lymphocytes B régulateurs
qui inhibent les cellules T effectrices via la production d’IL-10 et d’IgGA4.

A 'origine, un nombre limité d’études furent conduites afin d’évaluer I'efficacité et la
dangerosité de I'TA dans I'asthme allergique. La majorité des données provenaient d’analyses
rétrospectives d’essais clinique contre la rhinite allergique et dont certains sous-groupes de
patients présentaient également un asthme allergique associé. Concernant la SCIT, des études
chez I'adulte présentant un asthme allergigue montrent une amélioration du VEMS et des
symptdémes aprés un test de provocation allergique bronchique (PAB) (Ameal et al., 2005;
Basomba et al., 2002). Le PAB permet de différencier les répondeurs des non-répondeurs a la
SCIT, car seuls les répondeurs voient leur prise de corticoides diminuée aprés traitement
(Alvarez et al., 2002; Rosewich et al., 2013). Un essai clinique réalisé en 2006 chez des enfants
asthmatiques allergiques aux acariens montre que I'ITA par voie sous-cutanée (SCIT) permet

de réduire la fréquence des exacerbations (Wang et al., 2006). Un autre essai utilisant la SCIT,
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montre un maintien du contréle des symptémes méme si les corticoides inhalés sont diminués
(Zielen et al., 2010). Chez I'adulte, elle permet de réduire la prise de corticoides inhalés mais
uniguement avec de forte doses (Jutel et al., 2018). L'efficacité de la SCIT reste néanmoins
dépendante de la dose d’allergénes inoculés avec des effets secondaires dose-dépendant
allant de I'urticaire localisé au choc anaphylactique (Bousquet et al., 2008).

La SLIT, plus récente que la SCIT, se décline sous deux formes : la SLIT en solution et Ia
SLIT en comprimés. La SLIT en solution permet également de réduire les symptomes et de
diminuer la prise de corticoides inhalés. Néanmoins les premiers résultats présentaient une
forte hétérogénéité inter-étude due au faible nombre de patients inclus (Compalati et al.,
2009). Une étude comprenant un plus grand nombre de patients montre une amélioration du
controle des symptomes de l'asthme en association avec une diminution de prise de
corticoides inhalés. Ces améliorations ne sont cependant observable que pour les patients
asthmatiques modérés persistants (Wang et al., 2014). Néanmoins, un autre essai de grande
envergure mené par Stallergenes Greer ne montre pas de réduction des exacerbations, ni
d’amélioration de la fonction respiratoire chez les patients asthmatiques ayant recu la SLIT en
solution (Devillier et al., 2016). La SLIT en comprimés permet également de réduire les
exacerbations, de diminuer la prise de corticoides inhalés et d’améliorer le contréle des
symptémes (Mosbech et al.,, 2014; Nolte et al., 2015; Virchow et al., 2016). Suite a ces 3
études, |'utilisation de la SLIT en comprimés peut étre recommandée pour des patients ayant

des exacerbations malgré un traitement d’étape 2 du GINA (Agache et al., 2019) (Figure 17).
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1. Diagnostic (symptomes, fonction pulmonaire, hyperréactivité bronchique,
biomarqueurs, etc.)

e Statut atopique (prick test cutanée, sérologie IgE spécifique de I'allergéne)
e Composante du diagnostic validée
e Comorbidités : dermatite atopique, allergie alimentaire, rhinite allergique

2. Caractérisation du phénotype allergique

e Histoire de la maladie * test de provocation a I'allergéne

3. Evaluation de I'impact de la sensibilisation allergique sur les symptomes
de I'asthme et son controle
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Figure 17 : Diagnostic de 'asthme avec une composante allergique majeure et l'intégration
de I'ITA comme traitement.

L'ITA sous forme sublinguale reste néanmoins restreinte a une population particuliere
d’asthmatiques et peut engendrer des effets secondaires tels que des irritations,
démangeaisons au niveau des oreilles ou de la langue, cedémes bucaux, gonflement des
levres, etc (Bernstein et al., 2017). Elle est fortement contrindiquée pour des asthmes séveres
non contrélés car présentant des risques d’exacerbations fatales (Bernstein et al., 2004;
Calderdn et al., 2017; Epstein et al., 2016; Pitsios et al., 2015) et doit étre considérée avec
précaution pour des asthmes partiellement controlés (Mosbech et al., 2014; Virchow et al.,
2016). L'ITA ne doit pas étre initiée chez les femmes enceintes, chez les patients ayant des
maladies auto-immunes (Pitsios et al., 2015) et ceux présentant une immunodéficience, une
infection active ou des pathologies non contrélées (diabéte, ulceres gastriques, maladies

inflammatoires chroniques de l'intestin,...) (Rodriguez Del Rio et al., 2017).

58



9) Les limites des biothérapies dans I'asthme

L'ensemble des biothérapies actuelles et en développement sont principalement

dirigées contre des asthmes de type Th2, avec des utilisations restreintes selon le phénotype

et '’endotype (Tableau 3).

Mécanismed'action | __Nom __| _______Effes | _ Développement | ___ Clles ___

Réduit les exacerbations, les IgE et les

Approuvé en clinique,

Asthme Th2 modéré

]2 ol B symptomes et améliore la qualité de vie commercialisé 2005 persistant/sévére
. o .Rédu'.t. = exaceltbatlons - . Approuvé en clinique, Asthme Th2 sévere
Mépolizumab I'éosinophilie et améliore la fonction e . . -
o commercialisé depuis 2016 éosinophilique
respiratoire
Anti-IL-5 &duit | bati
. ) AR u'.t. €s Exacer AnzCs . Approuvé en clinique, Asthme allergique sévére
Reslizumab I'éosinophilie et améliore la fonction = . X el
S commercialisé depuis 2017 trés éosinophilique
respiratoire
Réduit les exacerbations et . - .
Anti-IL-5R Benralizumab I'éosinophilie et améliore la fonction Approu.ve. en cllnl.que, As‘thme 'allejrglqu.e. i
o commercialisé depuis 2018 sévere éosinophilique
respiratoire
. . o 3 e . Asthme Th2
Anti-IL-4 Pascolizumab Absence d'efficacité significative Arrét en phase Il e
Anti-IL-4R Pitrakinra Absence d'efficacité significative Arrét en phase Il ASt,h n'we ThZ
modéré/sévére
. . Asthme Th2
Lebrikizumab e € R Phase IlI modéré/sévére avec un
exacerbations "
fort taux de périostine
Anti-IL-13

Tralokinumab

Absence d'efficacité significative

Arrét en phase Il

Asthme Th2
modéré/sévére avec un
fort taux de périsotine

" " - Asthme Th2 sévere
Anti-I1L-4R/IL-13R Dupilumab Améh.o re Ie. S, LA IgE, = Approuyé.en ¢ L) éosinophilique non
éosinophiles et les exacerbations commercialisation proche controlé

Anti-IL17A Secukinumab Absence d'efficacité significative Arrét en phase Il Asthme sévére non-Th2
Phase Il terminée. Asthme sévére non-Th2
Anti-IL-17AR Brodalumab Améliore le score ACQ ’ avec forte réversibilité
Phase I11? N
sous bronchodilatateurs
Anti-TSLP Tezepelumab i e R LA .Et fEciiiles Phase Il en cours Ast!\me ThZ
exacerbations modéré/sévere
. ANB020 Aucune données Phase Il en cours Asthme Th2 modéré
nti-1L-
AMG 282 Aucune données Phase /Il en cours Asthme Th2 modéré
Anti-IL-33R CNTO 716 Aucune données Phase I/l en cours Asthme Th2 modéré
scIT Réduit les exacerbations et la prise de Approuvé en clinique, Asthme Th2 allergique
corticoides inhalés commercialisé depuis 2009 modéré
Tolérance immune
SUT Réduit les exacerbations et la prise de Approuvé en clinique, Asthme Th2 allergique
corticoides inhalés commercialisé depuis 2017 léger/modéré

Tableau 3 : Ensemble des thérapeutiques développées ou en cours de développement dans

l'asthme.

Ces avancés ont certes pu améliorer la qualité de vie de nombreux patients et réduire

les colts directs et indirects associés. Cependant, les patients présentant un asthme sévere
de type non-Th2 restent inéligibles pour ces biothérapies et dépendent d'une forte
corticothérapie avec un controle de I'asthme médiocre ou inexistant. Il est donc d’'une absolue
nécessité d’explorer et de développer de nouvelles approches thérapeutiques pour ces 5 a

10% de patients non-Th2 parmi les asthmatiques sévéres (Chung et al., 2014).
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Chapitre 2 : Les approches thérapeutiques : vers une médecine personnalisée

Points Clés
Le degré de sévérité de l'asthme est défini par la charge
thérapeutique utilisée pour controler les symptémes.

Pour les asthmes légers et modérés une association d’agonistes B,

et de corticoides inhalés suffit généralement pour un bon contréle
des symptomes.

L'utilisation de cohortes de patients a permis de discriminer les
phénotypes/endotypes les plus répondeurs a certaines
biothérapies.

De nombreuses biothérapies sont aujourd’hui disponible pour
controler les asthmes sévéeres de type Th2 selon leurs phénotypes :
* Anti-IgE : Omalizumab
* Anti-Il-5 et -IL-5R : Mépolizumab, Benralizumab,
Reslizumab
*  Anti-IL4/IL-13R : Dupilumab

Limmunothérapie spécifigue de l'allergéne permet un contréle
efficace et la réduction de la prise de corticoides pour des asthmes
Th2 légers et modérés a composante allergique majeure.

De nouvelles biothérapies anti-alarmines sont en développement
pour les asthmes Th2.

Les patients asthmatiques séveres non-Th2 restent trés mal
controlés du fait de leur résistance aux corticoides et de I'absence
de biothérapies efficaces.
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Chapitre 3 : Les modeles animaux dans I'asthme : du fondamental au préclinique

Les modeles murins d’asthme

Méme si I'asthme reste une pathologie essentiellement humaine, d’autres animaux
(singe, chat, cheval et mouton) manifestent également des symptomes cliniques proches de
la crise d’asthme humaine (Epstein, 2006). Ces animaux ne sont cependant pas ceux chez qui
la majorité des études sont menées. En effet, depuis la premiére modélisation d’asthme
allergique chez la souris en 1994 (Lukacs et al., 1994), celle-ci est devenue le modéle d’asthme
le plus utilisé a travers le monde. Bien que la souris développe des caractéristiques cliniques
de I'asthme semblables a 'lhomme, il existe néanmoins des différences majeures entre les
deux espéces. Ces différences incluent : (1) une hyperréactivité bronchique transitoire plutét
que persistante ; (2) le role et la fonction des IgE et des mastocytes peu définis ; (3) I'absence
de modele d’inflammation chronique durable ; (4) des différences anatomiques du poumon
et de fonctionnement des éosinophiles (Epstein, 2004).

Les souris ne développent pas spontanément de I'asthme mais il peut en revanche étre
induit. Cette induction se réalise via I'exposition répétée de I'animal a un ou plusieurs
allergénes sur des durées variables ; allant de quelques semaines (modéle aigu) a quelques
mois (modéle chronique/sévere) et comportant deux phases principales (Gelfand et al., 2004).
Le modele dit aigu est le plus utilisé pour mimer I'asthme chez la souris, or c’est pourtant le
modele chronique qui se rapproche le plus de I'asthme développé par ’homme (Kumar et al.,
2016).

La premiere phase, appelée sensibilisation consiste a administrer I'allergene par voie
générale ou locale (intranasale) pour constituer une mémoire immunitaire envers |'allergéne
mais asymptomatique. Il existe plusieurs voies permettant I'administration de I'allergéne ; la
voie intrapéritonéale en combinaison avec un adjuvant tel que [I'hydroxyde
d’aluminium (Takeda et al.,, 1997); la voie intranasale par inhalation ou dép6t de
microgouttelettes sur le museau (O’Brien et al., 1996); la voie percutanée associée a une

abrasion de I'épithélium cutané par diméthylsulfoxyde (DMSO) (Bihouée et al., 2014). La
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seconde phase, appelé provocation allergénique, est basée sur I'administration par voie
intranasale du méme allergene afin de déclencher la maladie (Shin et al., 2009). Les allergénes
les plus couramment utilisés sont I’ovalbumine (OVA) et les acariens (HDM pour House Dust
Mites), le choix de I'allergéne dépend des parameétres que I'on souhaite observer mais ils

peuvent également étre utilisés simultanément (Zosky and Sly, 2007).

1) Le modele ovalbumine
L’ovalbumine (OVA) est 'allergene le plus utilisé dans les modeles animaux d’asthme,
provenant de I'ceuf de poule il peut étre produit en grande quantité a des colts moindres.
Chez la souris, le modele d’asthme a I'OVA permet l'induction d’une forte inflammation
exclusivement de type Th2 des voies aériennes avec présence d’éosinophiles (Daubeuf and
Frossard, 2013). Il n’existe cependant pas de modele murin standard ou de référence pour

I'asthme a I’OVA. En effet, les variations dans la souche murine utilisée mais aussi les voies,
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les fréquences et durées des sensibilisations/provocations vont moduler de

différente la fonction respiratoire et I'inflammation (Tableau 4).

OVA/alun
(BALB/c
femelle)

OVA/alun
(C57BL/6
femelle)

OVA/alun
(BALB/c
femelle)

aigu

aigu

aigu

OVA ai
(BALB/c male) 8y
OVA/alun
(BALB/c méle
ou femelle)

aigu

OVA/alun ai
(C57BL/6) gu
OVA/alun

(C57BL/6) S

OVA

(BALB/cSCID) ~ BY

OVA/alun
(BALB/c
femelle)

sévere

OVA/alun
(BALB/c
femelle)

sévére

OVA/alun
(BALB/c
femelle)

sévere

OVA/alun
(BALB/c
femelle)

sévere

I.P. : jours O et
7

I.P.: jours 0, 7
et14

I.P. : jours 0 et
14

I.P.:sur7
jours

I.P.: jours O,
14et21

I.P.: jours O et
14

I.P. : jours 0 et
7

I.T.: jour -1
puis |.V.
cellules Th17 a
jours 0

I.P.: jours 7 et
21

I.P.: jours O et
14

I.P.: jours 1 et
11

I.P.: jours O et
12

Administration de Fallergéne
F———

I.N. : jours 17, 18,
19et 20

I.N. : jours 20, 21
et 22

Aérosol : jours 28
a3o0

Aérosol : 8 jours
consécutifs a
partir du jour 27

Aérosol : jours 26
et 27

I.T. : jour 24

Aérosol: jours 14
ai16

I.T.:jours 1,2 et
3

I.N. : 3 fois par
semaine sur 6/8
semaines

I.N. : jours 14, 27,
28, 47,61 et de
73a75

I.N. : jours 19, 20,
33, 34, 47, 48,
61, 62, 75, 76,

89, 90

Aérosol : 3
fois/jours sur 8
semaines

T hleper et

amplitude de

réponse

Th2 élevée

Th2 élevée

Th2 élevée

Th2 élevée

Th2 élevée

Th2 élevée

Th2 élevée

Th17 élevée

Th2 élevée

Th2 élevée

Th2 élevée

Th2 élevée

Caractéristiques

HRB, éosinophiles
et remodelage

HRB, éosinophiles
et remodelage

HRB, éosinophiles,
remodelage et
cytokines Th2

HRB, éosinophiles
et cytokines Th2

HRB, éosinophiles,
cytokines Th2 et IgE
sériques
Eosinophiles,
cytokines Th2 et IgE
sériques

HRB, éosinophiles,
remodelage et
cytokines Th2

HRB, IL-17 et
neutrophiles

HRB, cytokines Th2,
éosinophiles et
infiltrat cellulaire de
la lamina propria

HRB, éosinophiles,
hyperplasie des
cellules a gobelet,
hyperproduction de
mucus

HRB, cytokines Th2,
remodelage et
éosinophiles

HRB, remodelage,
éosinophiles,
cytokines Th2 et
TGF-B

maniére

Daubeuf et al.,
2013

Nials et al., 2008

Debeuf et al., 2016

McKinley et al.,
2008

Nials et Uddin,
2008

McMillan et Lloyd,
2012

Tableau 4 : Modéles murins aigus et sévéres d’asthme a I'ovalbumine. I.P. :
intrapéritonéale, I.N. : intranasale, I.T. : intratrachéale, I.V. : intraveineuse.

Méme si

le modele murin d’asthme a

'OVA présente des caractéristiques

inflammatoires comparable a la clinique humaine, I'ovalbumine n’en reste pas moins un

63



allergene peu pertinent chez ’homme. Effectivement, 'OVA est une protéine inerte avec une
absence d'immunogénicité et nécessite une association avec un adjuvant (hydroxyde
d’aluminium) pour déclencher une réponse de type Th2 (Kumar et al., 2008). L’hydroxyde
d’aluminium ou alun, est considéré comme « le vilain petit secret » des immunologistes, dont
les mécanismes d’action restent encore mal connus, mais peu déja a lui seul induire
I'activation de l'inflammasome (Kool et al., 2008), la production de cytokines pro-
inflammatoires, une activation Th2 et la production d’Igk (Kuroda et al., 2011). De plus, la voie
de sensibilisation intrapéritonéale est requise pour le modele d’asthme a 'OVA, et cette voie
n’est pas représentative chez I’homme contrairement a la voie orale, nasale ou percutanée.
C'est pourquoi les scientifiques se sont tournés vers des allergenes avec une plus grande

pertinence clinique pour concevoir de nouveaux modeles : les acariens.

2) Le modele acariens

Les allergenes issus d’acariens ou HDM, sont responsables de la majorité des asthmes
et de plus de 50% des asthmes allergiques (Bousquet et al., 2007). lls se déclinent en plusieurs
espéces dont Dermatophagoides farinae et Dermatophagoides pteronyssinus sont les plus
communément retrouvés chez les patients asthmatiques (Meyer et al., 1994; van der Zee et
al., 1988). Les allergenes d’acariens ne sont pas des protéines dites inertes comme
I'ovalbumine, elles possédent différentes propriétés allant de I'activité protéasique (Hammad
and Lambrecht, 2008) a l'activation d’une réponse immune de type Th2. Ces protéines
agissent sur I'épithélium, induisant la production d’alarmines types IL-33, IL-25 et TSLP ;
activent I'immunité innée dont les basophiles, les mastocytes et les cellules lymphoides
innées ; favorisent également la présentation antigénique par les cellules dendritiques
(Hammad et al., 2010; Lambrecht and Hammad, 2015; Schuijs et al., 2015; Willart et al., 2012).
Il n’existe pas de modele murin de référence pour I'asthme aux acariens et ce pour les mémes
raisons que celles citées précédemment pour le modéle ovalbumine. Néanmoins certaines
différences existent entre ces deux modeles. Premierement, la sensibilisation aux acariens
n’est pas exclusivement intrapéritonéale, elle peut étre a la fois intratrachéale, cutanée, orale
ou nasale. Deuxiémement, il n’est pas nécessaire d’associer un adjuvant lors de la
sensibilisation car les allergénes d’acariens possedent une forte immunogénicité.
Troisiemement, l'inflammation obtenue peut étre de type Th2, Th17 ou mixte (Th2/Th17)
associée a une cortico-résistance et une composante neutrophile, se rapprochant bien plus

des caractéristiques cliniques humaines des asthmes séveres (Tableau 5).
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Administration de l'allergéne T hleper et
Modéle murin Sévérité amplitude de Caractéristiques Auteurs, année
Sensibilisation réponse

HRB, éosinophiles,
cytokines Th2 et

HDM (C57BL/6 . - I.N. : jours 6, 7, 8, Th17, hypersécrétion
femelle) aigu I.T.: jour O 9et10 Th2/Th17 de mucus et Debeuf et al., 2016
hyperplasie des
cellules a gobelet
. HRB, éosinophiles,
P.C. (oreilles) : > ! : !
HDM aigu HDMsDMso ~ N-ilours 27et o mnig LD Chesné et al., 2015
(BALB/c femelle) jours 0,7, 14 et 21 34 cytokines Th2 et
" Th17, IgE sériques
I.LN.:5 HRB, éosinophiles,
Hth:n(‘:::? It sévére  fois/semaines sur / Th2 élevée remodelage et Johnson et al., 2004
7 semaines cytokines Th2
HRB, remodelage,
HDM (BALB/c iy ";,C,,'h‘,?f,’,‘,'\'j;}; I.N. :jours 27,28,  Th2/Th17 ré,::t':gﬁ::::: T
femelle) 29, 36, 37 et 38 élevée cytokines Th2 et ’

LS Th17, IgE sériques et

cortico-résistance

Tableau 5 : Modéles murins aigus et sévéres d’asthme aux acariens. |.T. : intratrachéale,
I.N. :intranasale, P.C. : percutanée.

[I.  Les modeles de souris humanisées

L’étude des fonctions cellulaires et tissulaires humaines est habituellement limitée par
des analyses in-vitro, des procédures non-invasives ou des essais cliniques trés colteux et tres
limités a cause des contraintes éthiques. L'utilisation de modeles animaux comportant des
fonctions humaines cellulaires et tissulaires permet de s’affranchir en partie de ces
contraintes. L’étude de ces fonctions fut entreprise dés la premiére description des souris
dépourvues de fonctions thymiques : les souris nude (Flanagan, 1966). Depuis lors, de grandes
avancées en termes d’humanisation de souris virent le jour. Notamment avec la découverte
de souris possédant des déficiences immunes combinées séveres (SCID), favorisant la greffe
de cellules et/ou tissus humains (Bosma et al., 1983). La génération de ces déficiences
immunitaires dans des souris diabétique non-obése (NOD), présentant une inactivation du
géne C5 du complément, a conduit a I'obtention du premier modeéle murin comportant une
humanisation et dépourvu de cellules T et B : NOD-SCID (van der Loo et al., 1998).

La manipulation du génome de la souris par des technologies transgéniques ou de
suppression de genes a permis d’améliorer les greffes humaines, notamment le modele
présentant une mutation de perte de fonction de la chaine gamma du récepteur a I'lL-2
(iL2r™") : NOD-SCID IL2ry™" (NSG) (Ito et al., 2002; Manz and Di Santo, 2009; Shultz et al.,
2005). De méme que pour les modeles murins, les modeles humanisés sont variés et leur

utilisation dépend de I'objectif expérimental et de |la pathologie étudiée.
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Malgré une amélioration considérable des modeles humanisés ces derniéres années,
les études continuent de se heurter a certaines limites. La premiére concerne la
standardisation des protocoles d’humanisation. Pour répondre a ce probléme Pearson et
Legrand ont défini un protocole standard pour chaque type d’humanisation (Legrand et al.,
2008; Pearson et al., 2008). La seconde question concerne la souche de souris utilisée pour
I’lhumanisation. Une comparaison entre les souris BALB/c et NOD montre que ces deux
souches générent de maniére équivalente des cellules dendritiques, plaquettes et cellules B
humaines. Cependant, les souris NOD supportent mieux le développement des cellules T
humaines (Lepus et al., 2009). Cette méme étude compare également la méthode
d’humanisation via des cellules mononucléées de sang périphériques humains (PBMC) ou via
des cellules souches hématopoiétiques humaines dérivées de sang de cordon (HSC). Les souris
humanisées par HSC présentent une meilleure réussite du taux de greffe comparée aux souris
humanisées par PBMC. La troisieme limite est liée a la greffe elle-méme : la destruction du
greffon par I’hote (GVHD). Ce phénomene est observé a partir de 30 jours post greffe chez les
souris humanisées par PBMC, limitant la durée de I’étude (King et al., 2008). Pour les souris
humanisées a partir de HSC la GVHD survient a partir de 100 jours post greffe, permettant
d’étudier des pathologies chroniques (Lockridge et al., 2013). La derniére limite concerne la
spécificité d’espéce. Effectivement I'absence de reconnaissance entre certaines cytokines
murines et certains récepteurs cellulaires humains limitent ou empéchent le développement,
la survie ou le fonctionnement de certains types cellulaires, nécessitant des injections ou une
induction par transgene (Schmidt et al., 2008).

L'utilisation de modéle humanisé dans I'asthme est de plus en plus fréquente mais
reste limitée par la difficulté de mimer complétement un systéme immunitaire humain.
Cependant depuis 2010, I'apparition d’un nouveau modeéle de souris humanisé exprimant les
cytokines humaines a la base déficientes, permet une étude plus approfondie des mécanismes
cellulaires et tissulaires humain dans I'asthme (Wunderlich et al., 2010). Ce modele nommé
NOD-SCIG IL2ry”“"/IL3'/' (NSG-SGM3), permet I'expression par transgene de GM-CSF, d’IL-3 et
du facteur de cellules souches humaines (FCS). L'expression de ces différentes protéines
permet d’obtenir un systeme immunitaire humain complet arborant des cellules dendritiques,
des cellules B fonctionnels, des lymphocytes T helper, T cytotoxiques et T régulateurs, des
mastocytes et progéniteurs myéloides (Billerbeck et al., 2011; Bryce et al., 2016; Coughlan et

al., 2016). Ce nouveau modele est depuis lors utilisé pour I'étude de I'asthme car il est capable
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de mimer a la fois I’'HRB et le remodelage mais il permet également d’obtenir tous les acteurs

de I'immunité innée et adaptative liés a la pathologie (Ito et al., 2013, 2018). D’autres modeles

de souris humanisées continuent d’étre développés et améliorés afin de se rapprocher au

mieux de la cliniqgue humaine (Tableau 6).

Méthode

Géne(s)

NOD-SCID

NSG ou NOG
(NOD-SCID
|L2rvnull)

NOG IL-3/GM-
CSF/IL-5Tg

NSG-SGM3 (NOD-
SCID
IL2rynull/SCF/GM-
CSF/IL-3Tg)

MISTRG (BALB/c
RAGZ““"/l L2ry"“"/
M-CSF/IL-
3/Sirpa/thrombop
oiétine/GM-CSF
Tg)

/ /
IL2ry /
L2 IL-3,IL-5 et GM-
v CSF humains

IL2ry IL-3, GM-CSF et

SCF humains
IL-3,
IL2ry thrombopoiétine,
et RAG2 Sirpa, M-CSF et

GM-CSF humains

Cellules
cancéreuses,
PBMC

Cellules
cancéreuses
humaines, PBMC
ou HSC

Cellules
cancéreuses
humaines, PBMC
ou HSC

Cellules
cancéreuses
humaines, PBMC
ou HSC

Cellules
cancéreuses
humaines, PBMC
ou HSC

Déplétion en
lymphocytes T et B

Déplétion en
lymphocytes T et B,
NK, défaut
fonctionnel des
macrophages et DC
murines et
meilleure prise de
la greffe

Déplétion du
répertoire
lymphocytaire, de
'immunité innée
et des DC murines.
Développement de
lymphocytes T et B,
de cellules
myéloides et
dendritiques
humaines
fonctionnelles

Déplétion du
répertoire
lymphocytaire, de
'immunité innée
et des DC murines.
Développement de
lymphocytes T et B,
de cellules
myéloides et
dendritiques
humaines
fonctionnelles

Déplétion du
répertoire
lymphocytaire, de
'immunité innée
et des DC murines.
Développement de
lymphocytes T et B,
de cellules
myéloides et
dendritiques
humaines
fonctionnelles

Présence de
I'immunité innée
et déplétion
lymphocytaire
partielle

Faible
différenciation
de cellules
myéloides et NK,
disfonctionneme
nt de I'immunité
adaptative

Absence
d’érythrocytes

Absence
d’érythrocytes et
diminution des
plaquettes

Absence de
mastocytes et
d'érythrocytes

VIH,
leucémie
cancers,
diabéte de
type 1

VIH,
leucémie,
cancers,
dermatite
atopique et
allergies
alimentaires

VIH, asthme,
allergies

VIH,
leucémie,
allergies,

asthme

Leucémie,

grippe,
listéria

Bosma et al,.
1983,
Carreno et
al,. 2009

Shultz et al,.
2005,
Watanabe et
al,. 2007

Itoetal,.
2002 et 2013

Wunderlich
et al,. 2010,
Lockridge et
al,. 2013,
Bryce et al,.
2016

Rongvaux et
al,. 2014,
Saito et al,.
2016

Tableau 6 : Composition, caractéristiques et utilisation des modeéles de souris humanisées.
DC : cellules dendritiques, NK : cellules natural killer, GM-CSF : facteur stimulant les colonies
de granulocytes et de macrophages, M-CSF : facteur stimulant les colonies de monocytes,
VIH : virus de I'immunodéficience humaine, RAG2 : protéine activant la recombinaison du

géne 2, Sirpa : signal régulateur de la protéine alpha.
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Les modeles murins d’asthme sont-ils pertinents ?

A I'heure actuelle, la réponse a cette question reste sujet a débat. Il est vrai que la
souris reste le modele le plus attractif pour I'étude de I'asthme et ce pour de nombreuses
raisons. Depuis des années, les progres concernant la découverte et la compréhension des
voies de signalisation et leurs médiateurs dans I'immunologie murine et le développement de
technologies ont considérablement évolués. Les anticorps bloquants monoclonaux sont
d’excellents outils pour moduler les voies de signalisation et les médiateurs inflammatoires
chez la souris. De plus, de nouvelles technologies basées sur la manipulation du génome murin
a l'aide d’insertions et déplétions de genes spécifiques ont permis I'obtention de nouvelles
lignées. Ces progres ont permis de comprendre et de décortiquer le fonctionnement d’un
grand nombre de voies de signalisation inflammatoires et la ou les fonctions des différents
médiateurs et cellules impliqués dans la pathologie de I'asthme dont Clare M. Lloyd dresse la
liste exhaustive (Lloyd et al., 2001).

Comme illustré précédemment, les différents modeles murins d’asthmes présentent
tous plus ou moins des caractéristiques cliniques se rapprochant de la pathologie humaine
mais il est néanmoins indispensable de connaitre leurs limites. Malheureusement, certains
chercheurs surinterprétent le ou les réles de certains médiateurs, les définissant comme
obligatoires, critiques ou cruciaux, devenant au final de faible importance lors d’essais
cliniques. L’asthme est une pathologie hétérogene et complexe et ce serait une erreur de
penser qu’elle puisse étre entierement modélisée par un unique modele animal. Seulement
une fraction de genes responsable du statut inflammatoire Th2 sont en commun entre un
patient et une souris asthmatique, soulignant I'écart de reproductibilité de la pathologie
(Walker et al., 2013). Les divers phénotypes d’asthmes humains nécessitent une modélisation
chez la souris pour une meilleure compréhension de leur physiopathologie, or les modeles
d’asthme actuels sont basés principalement sur I'inoculation d’allergénes, excluant de ce fait
les phénotypes non-allergiques. La création et la validation de modeles exprimant certaines
caractéristiques d’'un phénotype d’asthme et leur association, pourrait aider a définir une
meilleure cible pour de potentielles molécules a visée thérapeutique (May et al., 2012). Ces
associations pourraient également permettre en évidence les relations entre les voies de
sensibilisation, I'exposition systémique et pulmonaire d’allergénes et leur durée, afin

d’obtenir des données fiables pour concevoir de futurs essais cliniques.
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Une question persiste toujours, peut-on trouver des alternatives aux modeles animaux
dans I'asthme ? La majorité des tissus humains utilisable pour I’étude de I'asthme proviennent
de cultures cellulaires d’extraits bronchiques, de lavage broncho alvéolaires, d’expectorations
et plus récemment d’explants de tissus (Wright et al., 2013). Ces échantillons permettent la
réalisation d’études in vitro mais possedent également leurs limites avec une faible durée de
vie et une disponibilité restreinte. De nouvelles techniques prometteuses sont cependant a
I’étude, telle que la dérivation de cellules souches pluripotentes de patients en épithélium,
cellules musculaires lisses ou fibroblastes (Yamanaka, 2012). Les techniques in silico générant
des modeles de fonctions cellulaires ou d’organes par ordinateur sont également explorées
dans I'asthme. La pertinence de ces modeéles est néanmoins dépendante de la pertinence et
de la qualité des données physiopathologiques obtenues en amont (Buckland, 2011).

Les modeles animaux dans l'asthme ne peuvent étre pertinents et cliniquement
pertinents utilisés seuls. En revanche, s’ils sont associés aux modeles in vitro, ex vivo et in silico
comprenant un ou plusieurs aspects de la pathologie (voie de signalisation, génétique,
fonctions cellulaires, phénotypes), ils permettent une compréhension plus globale de la

maladie et des mécanismes la régissant (Holmes et al., 2011).
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Chapitre 3 : Les modeéles animaux d’asthme : du fondamental au préclinique

Points Clés
Les modeles murins d’asthme présentes des différences au niveaux
anatomique et immunitaire par rapport a I’lhomme.

Il est nécessaire de connaitre les limites du ou des modeéles utilisés.

Il 'y a pas de modele de référence pour l'asthme, chacun permet
d’observer et d’étudier une ou plusieurs composantes de la pathologie.
Ces composantes vont dépendre :

* De la souche murine

* Du nombre de sensibilisations et provocations

* Deladurée du modele

Aucun modéle ne peut mimer seul toutes les composantes
physiopathologiques d’un phénotype d’asthme.

La combinaison de différents modeles d’asthme et I'association des
données ex vivo, in vitro et in silico permettrait une meilleure
compréhension de ces phénotypes et I'élaboration de thérapeutiques
plus adéquates.
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Partie Il : Résultats et discussion

Objectifs de la these

L'asthme touche aujourd’hui plus de 300 millions de personnes a travers le monde.
D’aprés plusieurs études épidémiologiques, 100 millions d’asthmatiques supplémentaires
seraient attendus d’ici 2025. Cette pathologie chronique inflammatoire s’exprime a travers
divers phénotypes et endotypes évoluant au cours de la vie du patient. Il n’existe actuellement
aucun traitement curatif et seuls les symptémes peuvent étre controlés avec plus ou moins
d’efficacité. Ces dernieres années, de nouvelles biothérapies ont permis un meilleur controle
des symptdémes de I'asthme, notamment chez des patients asthmatiques sévéres avec le
Mépolizumab, le Benralizumab et le Dupilumab. Malgré un arsenal thérapeutique conséquent
et efficace dans le contrble des symptomes de I'asthme, 5 a 10% des patients asthmatiques
séveres restent réfractaires aux traitements et génerent a eux seuls plus de 50% des codts liés
a I'asthme. L'objectif de ma thése a donc été, en utilisant des modéles murins et humanisés
d’asthme, de développer de nouvelles approches thérapeutiques dans I'asthme et d’en
comprendre les mécanismes immunologiques.

En 2010, Letourneau a démontré que l|’association de I'lL-2 et d’un anticorps
monoclonal bloquant I'IL-2 forment un complexe (IL-2/anti-IL-2) augmentant I'activité
biologique et la demi-vie de cette cytokine (Letourneau et al., 2010). Egalement en 2010, Krieg
montra que le complexe IL-2/anti-IL-2 permet d’activer spécifiquement les Treg (Krieg et al.,
2010). Ces données suggerent que le complexe IL-2/anti-IL-2 pourrait étre utilisé pour contrer
des mécanismes inflammatoires a I'aide de Treg.

Plus récemment, Chen a montré en 2012 que certains fragments issus d’allergénes
provenant d’acariens présentent des propriétés hypoallergéniques avec une faible stimulation
lymphocytaire T et IgE (Chen et al., 2012). Se basant sur ces observations, Bouchaud en 2015
a démontré qu’un des fragments issus de I'allergéne Dermatophagoides pteronyssinus : Der p
2.1, permet de prévenir 'apparition des symptdmes de |'asthme allergique aux acariens chez
la souris (Bouchaud et al., 2015), suggérant que ce peptide pourrait rétablir la tolérance du
systéme immunitaire vis a vis des allergénes d’acariens.

Nous avons émis I’hypothése selon laquelle ces deux approches pourraient déboucher
sur I"élaboration de nouveaux traitements dans I'asthme. Ces approches sont d’autant plus

novatrices qu’elles pourraient s’affranchir des barriéres liées aux différents phénotypes et
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endotypes d’asthme, en modulant de facon plus générale I'inflammation. Pour cela, nous
avons établi plusieurs modéles murins d’asthmes allergiques aux acariens, a la fois aigu et
chronique mais également un modele d’asthme allergique aux acariens chez des souris
humanisées. La partie « résultats » de ce manuscrit sera divisée en deux parties, la premiere
portant sur I'utilisation du peptide Der p 2.1 dans une approche thérapeutique dans I'asthme
allergique aux acariens et la deuxiéme sur les effets du complexe IL-2/anti-IL-2 dans I'asthme
allergique.
[I.  Matériels et méthodes

1) Modele animal

[1.L1.1. Modele d’asthme allergique aigu

Le modeéle murin d’asthme allergique aux acariens sur souris BALB/c ByJ (souche JAX
Mice, Charles River) est composé de deux grandes étapes : la sensibilisation et le
déclenchement de la réponse allergique. L'étape dite de sensibilisation se réalise par voie
percutanée avec le dépo6t de 500ug d’extrait total d’acariens dilué dans du DMSO sur chaque
face des oreilles. Les sensibilisations se font a JO, J7, J14 et J21. Le déclenchement de la
réponse allergique est induit par 2 provocations intra-nasales (IN), a J28 et J35 contenant
250ug d’extrait total d’acariens (Figure 18). Les analyses sont ensuite réalisées le lendemain
de la derniére provocation. Cette modélisation permet d’obtenir un asthme allergique de type
Th2, présentant une augmentation de I’"hyperréactivité bronchique et une production d’Igk

spécifiques de I'allergene.

Allergie respiratoire
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HDM PC 500ug HOMIN250ug  Analvses

Figure 18 : Modéle murin d’asthme allergique aigu aux acariens. HDM : house dust mite,
PC : percutanée, IN : intranasale.

[1.L1.2. Modele d’asthme allergique chronique
Le modeéle d’asthme allergique chronique possede la méme étape de sensibilisation

qgue le modele d’asthme allergique aigu. La différence réside dans le nombre et la fréquence

72



des provocations. Le déclenchement de la réponse allergique est ici induit par 3 provocations
IN successives a J28, J29 et J30, puis 3 autres provocations IN successives a J36, J37 et J38. Ces
provocations IN contiennent la méme quantité d’extrait total d’acariens que pour le modele
précédent. Les analyses sont réalisées le lendemain de la derniére provocation. Ce protocole
permet de modéliser un asthme présentant une hyperréactivité bronchique, une production
d’IgkE spécifiques de l'allergene et présente a la fois une composante Th2 et Thl7, se

rapprochant cliniquement parlant d’un asthme séveére (Figure 19).

Allergie respiratoire

0 7 14 21 28 29 30 36 37 38 39
| l | l l | | l l |
[ | | | L1 | | I . Jours
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| |
Sensibilisation Provocation Analyses
HDM PC 500ug HDM IN 250ug

Figure 19 : Modele murin d’asthme allergique sévére aux acariens. HDM : house dust mite,
PC : percutanée, IN : intranasale.

[1.1.3. Modele de souris humanisées

Des souris NSG-GM3 (NOD/SCID/hIL-2Ry” /hIL-37") Agées de 4 semaines sont irradiées
avec une dose de 1,5Gy puis anesthésiées 6h plus tard pour recevoir par voie intraveineuse
de 50000 a 100000 cellules souches hématopoiétiques humaines CD34" dérivées de sang de
cordon. Au bout de 3 mois, un prélévement de sang est réalisé a I'extrémité de la queue. Ce
sang est ensuite marqué avec des anticorps humains puis analysé par cytométrie en flux.
L’humanisation des souris est considérée comme un succes si au moins 10% de lymphocytes
T humains sont présent dans le sang périphérique. Une fois I’"humanisation faite, les souris

subissent le protocole d’asthme allergique chronique décrit précédemment (Figure 20).
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Figure 20 : Modele murin humanisé d’asthme allergique sévere aux acariens. HDM : house
dust mite, PC : percutanée, IN : intranasale, IV : intraveineuse.

1) Traitements
[.1.1. Dexaméthasone
La dexaméthasone est administrée aux souris du modele d’asthme allergique

chronique par voie intrapéritonéale (IP) a une concentration de 1mg/kg. Les injections sont

réalisées 2 heures aprés chaque provocation (Figure 21).

Allergie respiratoire
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Figure 21 : Modeéle murin d’asthme allergique sévére aux acariens, associé a un traitement
par Dexaméthasone. HDM : house dust mite, PC : percutanée, IN : intranasale, IP :
intrapéritonéale.

[.1.2.Le peptide Der p 2.1

Le peptide dérivé de Der p 2 (Der p 2.1) contenant les acides aminés de 1 a 53 est
administré aux souris du modéle d’asthme allergique chronique et humanisé par voie sous-
cutanée dorsale (SC) avec une concentration de 5ug de peptide par injection. Les injections

sont réalisées a J31 et J35 (Figure 22 et 23).
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Figure 22 : Modeéle murin d’asthme allergique sévére aux acariens, associé a un traitement
peptidique de Der p 2.1. HDM : house dust mite, PC : percutanée, IN : intranasale, SC: sous-
cutanée.
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Figure 23 : Modele murin humanisée d’asthme allergique sévére aux acariens, associé a un
traitement peptidique de Der p 2.1. HDM : house dust mite, PC : percutanée, IN :
intranasale, SC: sous-cutanée.

1.1.3.Le complexe IL-2/anti-IL-2

Le complexe IL-2/anti-IL-2 est composée d’IL-2 humaine (Proleukin) et d’un anticorps
anti-IL-2 humaine (1C6). L’IL-2 humaine et I'anti-IL.-2 humaine sont mélangés a des
concentration respectives de 15ug et de 150ug. Le mélange est réalisé 15 minutes avant
injection pour permettre I'association de I'lL-2 et de son anticorps. Le complexe IL-2/anti-IL-2
est ensuite injecté aux souris du modele d’asthme allergique aigu par voie IP a J30, J31, J32,
J33 et J34. Pour le modeéle d’asthme allergique chronique et humanisé, le complexe est injecté

par voie IP 4 J31, J32, 133, 134 et J35 (Figures 24, 25 et 26).
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Figure 24 : Modele murin d’asthme allergique aigu aux acariens, associé a un traitement
par complexe IL-2/anti-IL-2. HDM : house dust mite, PC : percutanée, IN : intranasale, IP :
intrapéritonéale.
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Figure 25 : Modeéle murin d’asthme allergique sévére aux acariens, associé a un traitement
par complexe IL-2/anti-IL-2. HDM : house dust mite, PC : percutanée, IN : intranasale, IP :
intrapéritonéale.
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Figure 26 : Modéle murin humanisé d’asthme allergique sévére aux acariens, associé a un
traitement par complexe IL-2/anti-IL-2. HDM : house dust mite, PC : percutanée, IN :
intranasale, IP : intrapéritonéale.
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2) Analyses fonctionnelles respiratoires

[1.2.1. 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 40 mg/ml) est alors nébulisée régulierement dans les chambres et
le pléthysmographe analyse les variations de pression liées aux mouvements respiratoires a
I'aide de capteurs. L'augmentation du volume a l'inspiration 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 l'allongement du temps de la pause
expiratoire. La Penh n’est pas une mesure des résistances pulmonaires mais sa variation
évolue en parallele de celle-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 extérieurs comme
I"humidité ou la température ou des facteurs intrinseques a I'animal comme le stress. |l est
donc indispensable de valider sa mesure par d’autres techniques plus précises comme le

FlexiVent.

[1.2.2. FlexiVent

Le FlexiVent est I'appareil permettant de mesurer différents paramétres de la fonction
respiratoire a |'aide de la technique des oscillations forcées. La souris est anesthésiée avec un
mélange 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 (0, 5, 10, 15 et 20mg/ml) 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 reflete la
résistance a l'augmentation du volume du poumon. Lorsque de l'air est insufflé dans un
poumon, son volume augmente mais I’élastance diminue. Cette technique se différencie de la

pléthysmographie car elle permet d’analyser le réle du poumon périphérique (bronchioles
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terminales) dans I’hyperréactivité bronchique, la ou le pléthysmographe ne prend en compte

que les voies aériennes proximales.

3) Score Histologique

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

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 parametre présent est évalué par 1 point : I'hyperplasie des cellules épithéliales, les
cellules a mucus placées de maniere circonférentielle, la dystrophie (clarification) des cellules
et enfin le remodelage du chorion bronchique. L'inflammation est quantifiée par rapport au
contréle avec une augmentation péri-vasculaire et bronchique du nombre de cellules de 50%
par rapport au contrdle évaluée sur 1 point, I'augmentation du nombre de lymphocytes de
50% par rapport au controle évaluée sur 1 point, I'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.
4) Cytométrie en flux

[1.4.1. 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 alvéolaires sont
récupérés par I'ajout de 1ml de PBS dans un cathéter placé par voie intra-trachéale. Aprés
centrifugation a 1500rpm pendant 5min, le surnageant est mis de c6té et les cellules sont
resuspendues dans 100ul de PBS SVF 5% EDTA 1% pour étre marquées. Les différents organes
(poumons, ganglions médiastinaux et rate) sont prélevés, broyés a I'aide d’un grinder, puis la
suspension cellulaire obtenue est filtrée a I'aide d’un tamis cellulaire de 40um. Un tampon de
lyse des globules rouges est alors ajouté aux suspensions cellulaires provenant des poumons
et de la rate pendant 7 a 8 minutes. Aprés lavage, les cellules sont centrifugées a 1500rpm

pendant 5 min puis resuspendues dans du PBS SVF 5% EDTA 1% afin d’étre marquées.

[1.4.2. Marquage et méthodes d’analyses
Le marquage extracellulaire, 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 :
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CD3-APC (lymphocytes), CCR3-PerCPcy5.5 (éosinophiles), Ly6G-APC-Cy7 (neutrophiles),
F4/80-FITC (macrophages) et CD4-BV421. Pour le marquage intracellulaire, 1 million de
cellules sont placées dans les puits d’une plaque de culture 96 puits en présence d’un milieu
complet (RPMI 1640, glutamine 1%, SVF 10%, et pénicilline/streptomycine 1%) enrichi d’'une
solution de stimulation : extrait total d’acariens (20ug), ionomycine (1pg/ml), GolgiPlug et
GolgiStop au 1/1000 (BD Biosciences) et incubées 5h a 37°C. A la fin de la stimulation, les
cellules sont centrifugées puis lavées afin d’étre marquées. Apres le marquage extracellulaire
avec les anticorps suivant : CD3-APC/BUV395, CD4-FITC, CD8-PerCPcy5.5, CD25-BV510,
MHCII-PE, CD11c-BV421 et CD11b-PerPcy5.5 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-APC, IL-13-PE-Cy7, IL-17A-PE, IL-10-APC, Gata3-PE et RORyt-BV421
pendant 40 min a 4°C. Aprés lavage avec PERM Wash, les cellules sont analysées sur un
Fortessa X20 (BD Biosciences). L'analyse des données est réalisée sur le logiciel FlowJo

(Treestar) comme ci-dessous (Figure 27).
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Figure 27 : Analyse par cytométrie en flux des populations cellulaires issues de lavage
broncho alvéolaire sous le logiciel FlowJo.
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5) Mixed Lymphocyte Reaction (MLR)

Des souris BALB/c naives sont sacrifiées. Les fémurs et tibias sont récupérés, les
cellules dendritiques de la moelle osseuse (BMDC) en sont extraites par lavage a I'aide d’une
seringue avec une solution de PBS SVF 10% EDTA 0,7mM. Les BMDC sont ensuite filtrées sur
tamis cellulaire 40um puis centrifugées 10 min a 1200rpm. Les cellules sont resuspendues
dans du tampon de lyse des globules rouges pendant 7 a 8 min. Aprés lavage, les cellules sont
resuspendues avec du milieu complet contenant du RPMI 1640, pénicilline/streptomycine 1%,
sodium/pyruvate 1%, HEPES 1%, SVF 10%, L-glutamine 1% et B-mercapto-ethanol 100ul/l. Les
cellules sont ensuite comptées et mise en culture dans des boites de pétri contenant du milieu
complet préchauffé a 37°C. Un mélange de GM-CSF (50ng/ml) et d’IL-4 (50ng/ml) est ajouté
dans les boites de pétri ; elles sont ensuite incubées a 37°C avec 5% de CO,. Au troisieme jour
d’incubation les BMDC regoivent a nouveau du GM-CSF (50ng/ml) et de I'lL-4 (50ng/ml), ainsi
gue 10ml de milieu complet. Au sixiéme jour, une partie des BMDC est récoltée puis marquée
avec un anti-CMHII et passées au cytometre de flux. Les BMDC sont différenciées en cellules
dendritiques si elles expriment plus de 80% de CMHII. L'autre partie des BMDC recoit a
nouveau du GM-CSF (50ng/ml) et de I'lL-4 (50ng/ml), ainsi que 10ml de milieu complet. A
partir du huitieme jour, les cellules dendritiques sont mises en présence de |’extrait total
d’acariens et/ou de Der p 2.1 pendant 48h. A I'issu des 48h, les cellules dendritiques sont
mises en co-culture 48h avec des lymphocyte T CD4" naifs triés par enrichissement négatif.
Les cellules sont ensuite récoltées et marquées pour passage en cytométrie de flux.

6) Transfert adoptif

Les souris BALB/c congéniques (LY5.1) sauvages non soumises au protocole d’asthme
allergique sont sacrifiées. La rate est alors récupérée puis broyée et un tri par enrichissement
négatif de CD4" puis sélection positive de CD25" Foxp3" est réalisé sur la totalité des cellules
récupérées (EasySep Mouse CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit I, STEMCELL). Aprés
comptage des lymphocytes CD4'CD25 Foxp3* triés, 3 millions de cellules sont injectées par
voie rétro orbitale avant la premiére provocation dans des souris sauvage (LY5.2) ayant subi
le protocole d’asthme allergique sous traitement IL-2/anti-IL-2. Les souris sont sacrifiées a la
fin du protocole, I'inflammation est alors analysée dans les lavages broncho alvéolaires, les
poumons, les ganglions médiastinaux et la rate. Une fois la suspension cellulaire obtenue, les
cellules sont marquées avec les anticorps suivant : CD3-PerCPcy5.5, CD4-APC-Cy7, CD25-PE-
Cy7, CD44-BV421, Foxp3-APC et CD45.1-FITC (LY5.1) (Figure 28).
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Figure 28 : Analyse par cytométrie en flux des cellules Ly5.1 issue du transfert adoptif sous
le logiciel FlowJo.

7) Dosage des IgkE
Les IgE sont dosées par un ELISA sandwich et révélées par immunofluorescence a I'aide
de la réaction de l'alcaline phosphatase. Brievement, I'extrait total d’acariens est coaté a
5ug/ml dans du tampon carbonate sur des plaques 96 puits a fond noir durant toute une nuit
a 4°C. Aprés lavage au PBS-Tween 0,05%, la plague est saturée a I'aide de PBS-Tween 0,05%-
BSA 1% pendant 2h a 37°C, puis les sérums sont dilués au 1/20éme dans du PBS-Tween 0,05%-
BSA 1% et incubés 2h a 37°C. 'anticorps secondaire Mouse anti-lgE-Alcaline phosphatase
(Southern Biotech) est ajouté au 1/250°™ dans les PBS-Tween 0,05%-BSA 1% et la plague est
incubée 2h a 37°C. Enfin, les substrat MUP (Methylumbellifery phosphate) est dilué dans les
TRIS (trishydroxyméthylaminométhane) au 1/5°™ et est ajouté 90 minutes & température
ambiante dans le noir. La plaque est ensuite lue par fluorescence avec une excitation a 360nm
et une émission a 440nm 2 I'aide d’un Varioscan Lux® (Thermofisher Scientifics).
8) Multiplex
Le dosage des cytokines dans les surnageants des lavages broncho-alvéolaires est
réalisée a I'aide d’un kit de multiplex (Bio-Plex Pro Mouse Cytokines Standard 23-Plex, Group
1, BIO-RAD) en suivant les instructions du kit. Brievement, des billes magnétiques sont

ajoutées sur une plaque 96 puits prévue a cet effet, ainsi que chaque échantillon et la gamme

étalon. La plague est ensuite incubée 2h a température ambiante. Aprés lavage, un anticorps
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de détection est ajouté et la plaque 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 la plague est lue sur un Bio-

Plex® 200 et analysée avec le logiciel Bio-Plex MAGPIX® System (BIO-RAD).
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Peptides Uhyperréactivité bronchique, diminue la réponse lymphocytaire Th2 et les IgE spécifiques de

Uallergéne dans des modéles murins d’asthme allergique. Méme si les mécanismes d’actions
des peptides restent mal connus, leur efficacité d’action rapide avec de faibles quantités
d’allergénes font de 'immunothérapie peptidique une approche thérapeutique prometteuse
dans "asthme allergique.
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fast efficacy with low doses of allergens make peptide immunotherapy a new promising approach

in allergic asthma.

© 2019 SPLF. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

La prévalence de I’asthme est en constante augmentation
ces derniéres décennies, devenant de ce fait un probléme
de santé publique majeur. On estime a plus de 300 millions
le nombre de personnes vivant avec de l’asthme [1] et on
enregistre en France environ 800 décés par an. Cette patho-
logie inflammatoire chronique des bronches se traduit par
des modifications immunologiques avec des réponses lym-
phocytaires T helper 2 (Th2) [2], T helper 17 (Th17) [3] et
une production d’immunoglobuline de type E (IgE) [4] spé-
cifiques de ’allergéne. De récentes études montrent une
implication de la réponse T helper 9 (Th9) [5], des cel-
lules lymphoides innées de type 2 (ILC2) [6] et des petites
protéines G [7] comme nouveaux acteurs de la physiopa-
thologie de l’asthme. L’ensemble de ces acteurs conduisent
a un épaississement de la paroi des voies aériennes, une
hypersécrétion de mucus et une bronchoconstriction. Les
symptomes et les mécanismes sous-jacent de l’asthme
peuvent étre variables d’un patient a un autre et évo-
luer au cours de leur vie, on parle alors de phénotypes et
d’endotypes d’asthme (Fig. 1) [8].

Les phénotypes d’asthme décrivent les particularités
cliniques, morphologiques ainsi que la réponse aux trai-
tements ; les endotypes quant a eux caractérisent les
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués. C’est la
charge thérapeutique permettant d’obtenir le contrdle de
I’asthme qui va permettre de définir son degré de sévé-
rité. Linhalation de faibles doses de corticostéroides en
association avec des béta agonistes permet un bon controle
des asthmes légers et modérés [9]. Cependant, les asthmes
dit sévéres nécessitent de fortes doses de corticostéroides
inhalés ou parfois oraux, notamment lors des exacerba-
tions. Cela entraine sur le long terme une perte de masse
osseuse et musculaire, et augmente le risque cardiovas-
culaire notamment. Une association avec une biothérapie
(anti-IgE, anti-IL-5...) est parfois nécessaire dans les cas les
plus sévéres pour controler au mieux les symptomes en fonc-
tion du phénotype. Méme avec cet arsenal thérapeutique
conséquent, 5 % a 10 % des asthmatiques sévéres restent
mal controlés. Ces patients voient leur qualité de vie forte-
ment dégradée et sont responsables a eux seuls de 50 % des
colits thérapeutiques dans l’asthme [10]. C’est pourquoi le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques doit
étre considéré avec grand intérét.

Immunothérapie spécifique de ’allergéne

Depuis les premiéres observations de Leonard Noon en
1911 [11] jusqu’a aujourd’hui, le concept d’immunothérapie
spécifique de l’allergéne reste la seule thérapie pouvant
prévenir ’apparition des symptomes de [’asthme allergique.

Cette immunothérapie est basée sur ’exposition répétée
d’un allergene (pollen, acarien...) sur le long terme chez
des patients sensibilisés et I’European Academy of Allergy
and Clinical Immunology (EAACI) recommande un minimum
de 3 ans de traitement pour une bonne efficacité. Deux voies
d’administration sont possibles pour cette immunothérapie :
Uimmunothérapie sublinguale (SLIT), largement utilisée, et
l’immunothérapie sous-cutanée (SCIT), (Fig. 2) [12], en voie
de disparition.

Depuis 2014, la Food and Drug Administration (FDA)
autorise la SLIT avec lutilisation de tablettes sublin-
guales, contenant des extraits d’allergénes [13]. Depuis
lors, ’Agence de médecine européenne et les autorités
japonaises ont aussi approuvé [’utilisation de la SLIT avec
des formulations contenant des pollens ou des extraits
d’acariens. Lefficacité de la SLIT a base de pollens permet
d’obtenir une réduction de 30 % des symptomes durant les
12 premiers mois puis 45 % aprés 3 ans [14]. Pour la SLIT
contenant des extraits d’acariens, on constate une réduc-
tion des symptomes de 42 % aprés les 12 premiers mois
[15]. Sur le long terme, apres arrét de 'immunothérapie,
la SLIT a base de pollens et d’extraits d’acariens montre
respectivement une diminution des symptomes de 25 % a
36 % (2 ans post traitement) et de 18 % a 20 % (1 an post
traitement) [15]. Ces résultats encourageants montrent un
effet a long terme protecteur méme apres arrét du traite-
ment. Néanmoins, cette immunothérapie posséde certaines
limites dont la premiére est la durée du traitement. En effet,
la génération d’une réponse lymphocytaire T régulatrice sur
le long terme nécessite en moyenne 2 ans chez la majo-
rité des patients et n’est pas obtenue dans 100 % des cas.
Deuxiémement, les doses d’allergénes contenus dans la SLIT
ne sont pas standardisées et des variations de dose de 7 a
200 fois celle présente dans la SCIT sont nécessaire pour une
protection efficace [16]. Troisiémement, l'immunothérapie
spécifique de ’allergéne nécessite de grandes quantités
d’allergénes totaux pour étre efficace. Ce dernier point peut
expliquer en partie l’observation d’effets secondaires : irri-
tations de la gorge (17—43 %), démangeaisons au niveau des
oreilles (7—29 %) ou de la langue (5—9 %), cedémes buc-
caux (4—11 %), gonflement des lévres (3—11 %), etc. [17]. La
SLIT reste cependant un moyen le plus efficace de prévenir
la survenue des symptomes de ’asthme mais reste dépen-
dante d’une forte dose d’allergéne et de plusieurs années de
traitement journalier pour obtenir une efficacité optimale.

Immunothérapie peptidique

Depuis quelques années, grace aux progrés de l’ingénierie
génétique, une nouvelle approche de l'immunothérapie
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spécifique de U'allergéne se développe, celle-ci se base sur
utilisation de peptides dérivés de l’allergéne. Ces peptides
posseédent des propriétés hypoallergéniques remarquables,
ils possédent une trés faible réactivité vis-a-vis des cellules
T et n’induisent pas ou peu la production d’IgE spécifiques.
Une étude de Bouchaud et al. publiée en 2015 montre
qu’une administration sous cutanée d’un peptide dérivé
de Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 2) avant une
sensibilisation a un extrait total d’acarien, permet de pré-
venir "hyperréactivité bronchique dans un modéle murin
d’asthme allergique aux acariens [18]. Dans cette méme
étude, les souris traitées avec le peptide montrent une
baisse des populations éosinophiles et neutrophiles dans les
lavages broncho-alvéolaires, une baisse des réponses Th2 et
Th17 pulmonaires et une diminution des IgE spécifiques [18].
Montrant de ce fait qu’une approche vaccinale peptidique
est efficace avec une faible quantité d’allergéne et est suf-
fisante pour induire une tolérance vis-a-vis d’un allergéne
sur une courte période. Plus récemment, une étude clinique
se basant sur la vaccination d’individus non asthmatiques a
’aide de dérivés peptidiques de pollen de bouleau (Bet v 1)
montre également des résultats prometteurs. Les sujets vac-
cinés sur deux ans avec les fragments peptidiques de Bet v
1 et naturellement exposés aux allergénes de bouleau voient
leurs immunoglobulines de type G (IgG) spécifiques de Bet
v 1 augmenter [19]. Ces IgG vont ensuite bloquer la recon-
naissance entre l’allergéne Bet v 1 et ses IgE spécifiques,
expliquant ’absence de symptomes cutanés et de positivité
aux prick tests. Le point le plus remarquable de cette étude
reste cependant la fréquence de prise du traitement : sur
deux ans, seulement 4 injections peptidiques sous-cutanées
sont nécessaires pour protéger les sujets. L'immunothérapie
peptidique semble ainsi palier les défauts de la SLIT. Une fré-
quence de traitement modérée associée a de faibles doses
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Figure 1. Les différents phénotypes d’asthmes. Adapté d’aprés Wenzel, Nature Medecine 2012 et Wenzel, Lancet 2001.

de fragments d’allergénes est suffisante pour induire une
protection, effective dés les premiéres semaines.

Perspectives

L'immunothérapie peptidique montre une efficacité remar-
quable lors d’approches vaccinales que ce soit chez la souris
ou bien chez I’homme. Cependant, prédire ’apparition de
U’asthme reste encore impossible de nos jours et vacci-
ner la population de facon empirique implique un colt
inacceptable. C’est pourquoi une approche thérapeutique
de Uimmunothérapie peptidique serait plus pertinente.
L'immunothérapie peptidique serait ainsi instituée apres
les premiéres exacerbations dans le but de prévenir
I’aggravation et la survenue des symptomes de l’asthme
au cours du temps. La protection croisée vis-a-vis d’autres
allergeénes par effet « by-stander » est aussi une perspective
digne d’intérét. Il est bien connu que ’asthme n’est pas
uniquement di a un seul allergéne et qu’une grande pro-
portion des patients sont sensibilisés a plusieurs allergénes.
Une immunothérapie peptidique basé sur des homologies
de séquences entre allergénes et pouvant potentiellement
protéger un individu ayant plusieurs sensibilisations a des
allergénes différents est envisageable. Pour finir, une der-
niére approche serait de développer des associations de
peptides hypoallergéniques afin de prévenir l’apparition
des symptomes de U’asthme dans le cas de sensibilisation
a divers allergénes. Cette approche semble difficilement
réalisable avec la SLIT au vu de la quantité d’allergénes
administrés et de leurs formes totales contenant des épi-
topes majeurs activant les réponses T et IgE spécifiques,
mais pourrait étre intéressante avec l'immunothérapie
peptidique.
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Figure 2.

Mécanismes d’action de l’immunothérapie spécifique des allergénes. Adapté d’aprés Akdis, Journal of Allergy and Clinical

Immunology, 2011. L'immunothérapie a base d’allergéne permet de générer a la fois une polarisation des lymphocytes T spécifiques de
allergéne de Th2 en ThO/Th1 et a la génération de cellules T régulatrices (Treg) sécrétrices d’IL-10 et de TGF-B. Les cellules T régulatrices
vont interagir directement ou indirectement avec les cellules B, engendrant une production d’IgG4 et d’IgA et bloquant la production d’IgE.
Les Treg vont également empécher la domiciliation tissulaire des cellules Th2 ; ils inhibent les mastocytes, basophiles et éosinophiles par
des mécanismes direct ou indirect ; inhibent ’action des cellules dendritiques (DCs) pro-inflammatoires et induisent a la place des DCs dites
tolérogeénes. De plus, les Treg vont étre supportés par U'action des cellules B régulatrices (Breg) qui inhibent les cellules T effectrices via

U'IL-10 et produisent également des IgG4.

Conclusion

Méme si 'immunothérapie peptidique semble prometteuse,
plusieurs études restent nécessaires pour comprendre les
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués. Pourquoi
ces peptides a faible dose agissent aussi rapidement et ne
nécessitent que peu d’injections ? Comment sont-ils pris en
charge par les cellules immunitaires ? Comment modulent-
ils la réponse inflammatoire ? Sont-ils efficaces lors d’une
approche thérapeutique ? Les réponses a ces questions sont
nécessaires avant de pouvoir envisager l'immunothérapie
peptidique comme nouvelle approche thérapeutique dans
U’asthme. En attendant, U'immunothérapie spécifique de
’allergéne reste actuellement le meilleur moyen spécifique
de prévenir ["apparition des symptomes de ’asthme sur le
long terme tout en minimisant la prise de corticostéroides.
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Abstract

Rationale: Asthma is a chronic airway disease that is frequently due to sensitization
to aero-allergens, among which house dust mites (HDMs) are the most frequently
involved. We previously showed that a Dermatophagoides pteronyssinus 2-derived
peptide (Der p 2.1) could prevent airway inflammation and hyperresponsiveness.
However, it is unknown whether this compound is able to treat asthma, especially in
the context of severity and low steroid sensitivity, and whether it has the potential to
treat human asthma.

Objective: To evaluate the effect of Der p 2.1 immunotherapy in a mouse and
humanized mouse model of HDM-induced asthma.

Methods: We used a mouse model of HDM allergic asthma combining Th2/Th17
responses. Asthmatic mice were treated with subcutaneous injection of Der p 2.1.
Airway hyperresponsiveness (AHR), lung inflammation and Der p 2.1 in vitro
mechanisms were assessed in mice and humanized mice.

Main Measurements and Results: Der p 2.1 peptide reduced AHR, BAL eosinophilia,
the lung Th2 response and HDM-specific IgE production. Additionally, compared to
dexamethasone, Der p 2.1 reduced BAL neutrophilia and the lung Th17 response, with
an increase in Treg and tolerogenic dendritic cell numbers. Der p 2.1 peptide also
decreased AHR, the Th2 and Th17 responses and HDM-specific IgE levels in

humanized mice.
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Conclusion: Allergen-derived peptide immunotherapy abrogates asthma features in
a model of steroid-resistant asthma and in allergic asthmatic-derived humanized mice
by modulating T cell and dendritic cell activation.
Keywords: Asthma, Allergy, Immunotherapy, T lymphocytes, Dendritic cells
Introduction

Asthma prevalence has constantly increased over the last decades, becoming
one of the most prevalent airway diseases that affects more than 300 million people
worldwide. Despite the efficacy of controller treatments, asthma still results in altered
quality of life, morbidity and economic burden(1). Severe asthma represents 5 to 10%
of the asthmatic population and results in permanent respiratory limitation, frequent
exacerbations and sometimes death(2). Due to the importance of allergy and
eosinophilic inflammation in patients displaying the so-called type 2 immunity (T2)
phenotype(3), biologics such as anti-IgE and anti-IL-5 have been proposed, which are
efficacious in 70% of T2 patients(4).(5) without acting on its main causes, notably
allergy. Indeed, allergy affects 70% of asthmatic patients(6), where house dust mites
are the most implied allergen(7). Allergen immunotherapy (AIT) represents the only
asthma therapy that can alter the natural course of allergy(8, 9) and has prolonged
protection, lasting several years after treatment is stopped(10, 11). AIT is based on
daily exposure to a high dose of allergen, and according to the European Academy of

Allergy and Clinical Immunology (EAACI), 3 to 4 years of AIT are required for optimal
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efficacy. Induction and activation of regulatory T cells (Treg) are considered the main
mechanism of action of AIT(12). However, the induction of allergen tolerance following
AIT requires approximately 1 to 2 years to reach full efficacy; adverse effects due to
the use of crude allergen extracts, such as throat irritation (17-43%), ear pruritus (7-
29%), mouth edema (4-11%) and swollen tongue (3-10%)(11), are frequent. The risk
of asthma exacerbations in severe asthmatic patients still precludes AIT use in such
patients despite the importance of allergy(13).

Based on these observations, AIT efficacy and safety must be improved to make
this treatment a full treatment of asthma, including severe asthma, which is frequently
associated with difficult-to-treat neutrophilic infiltration. Genetic engineering led to the
development of new therapeutic recombinant hypoallergenic peptides derived from
whole allergens. These peptides display interesting properties, such as low IgE
induction and T cell reactivity(14). Recombinant hypoallergenic peptides derived from
Dermatophagoides pteronyssinus protein 2 (Der p 2) were described to exhibit less in
vivo allergenicity than Der p 2 whole allergen, while preserving
immunogenicity(15)(16). We previously demonstrated in a mouse model of HDM-
induced asthma that the use of Der p 2-derived peptides as a vaccine prevents airway
hyperresponsiveness (AHR) and inflammation(17), the two main characteristics of
asthma. Recently, non-allergic individuals vaccinated with recombinant hypoallergenic

peptide derived from birch pollen allergen Bet v 1 were protected over 2 years with
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only 4 subcutaneous injections of the peptide against Bet v 1 allergen allergy(18).
However, the prediction of asthma is still too uncertain to propose AIT as a preventive
strategy, and this treatment is used mainly once the disease is established. In this
paper, we investigated whether Der p 2-derived peptide after HDM sensitization and
challenge would decrease HDM-induced asthma features in mice and humanized
mice.
Methods
HDM:-induced asthma model

Female BALB/c mice were purchased from Charles River Breeding
Laboratories and used for all experiments. Mice were housed in a ventilated cage
system. The protocol was approved by the Ethics Committee on Animal
Experimentation of the Pays de la Loire (accreditation number: 9456). Mice were
sensitized on days 0, 7, 14 and 21 by percutaneous application of 500 pg of crude
extract of Dermatophagoides farinae (Der f) (Stallergenes®, Antony, France) diluted
in 20 uL of DMSO (Sigma-Aldrich®, St Louis, Mo) on the ears, without any synthetic
adjuvant. They were then challenged intranasally with 250 ug of Der fin 40 L of sterile
PBS on day 28 to induce AHR and again on days 29, 30, 35, 36 and 37 to enhance
AHR. Mice were sacrificed on day 38 (Figure 1A).

Humanized mice
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Four-week-old NSG-SGM3 mice (NOD/SCID/hIL-2Ry*/hSCF/hGM-CSF/hIL-3)
were irradiated with a dose of 1.5 Gy and anesthetized 6 hours later to receive
intravenously 50.000 to 100.000 cord blood-derived flow-sorted human CD34*
hematopoietic stem cells. After three months, mice were considered humanized when
their peripheral blood contained more than 10% human T cells. After that, humanized
mice were sensitized and challenged with HDM extract as described above.

Dexamethasone and peptide treatment

Dexamethasone was diluted in PBS and given intraperitoneally (i.p.) at 1 mg/kg
2 hours after each HDM challenge. Derivative peptide (Der p 2.1, amino acids 1-53)
was purified as previously described(15). Der p 2.1 was solubilized with a 10 mM
NaH,PO, (pH 7) solution to a final concentration of 450 pg/mL. Approximately 200 pL
of a solution of PBS containing 5 ug of the peptide without adjuvant was injected
subcutaneously into the neck of the mice on days 31 and 34 (Figure 1A).
Cell culture

Bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs) were collected from mice
shinbones and femurs in a PBS/10% FBS /1% EDTA solution. Cells were counted and
cultured for 8 days in nontreated petri dishes with 10 mL of complete growth medium
(RPMI, 1% penicillin/streptomycin, 1% NaPy, 1% HEPES, 10% FBS, 100 uL/L B-
mercapto ethanol, and 1% L-glutamine) supplemented with 50 ug/mL both the purified
mouse cytokines IL-4 and GM-CSF (Miltenyi Biotech) and then incubated at 37°C with
5% CO,. The cells were harvested on day 8 and cultured for 24 hours with HDM

extract, Der p 2.1 or both. Then, BMDCs were cocultured for 2 days with mouse T
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CD4* cells sorted from the mouse spleen with a EasySep CD4* T Cell Enrichment Kit
(Stemcell, Grenoble, France) according to the manufacturer’s specifications, and cells
were harvested for flow cytometry.
Cytokine quantification

Cytokine concentrations in broncho-alveolar lavages (BAL) supernatants were
quantified by Luminex technology (BioPlex 200 system, Bio-Rad Laboratories, Munich,
Germany) using a Pro Mouse Group | Cytokine 23-plex kit (Bio-Rad Laboratories).
Assays were performed according to the manufacturer’'s specifications.
Flow cytometry

Bronchoalveolar lavage (BAL) was performed with 1 ml of PBS administered
intratracheally through a flexible catheter. The lungs were removed and crushed to
obtain a single-cell suspension; they were then suspended in a PBS/5% FBS/1%
EDTA buffer solution. Cells were stained with a lineage cocktail for the following
surface markers: CD45 (eBioscience), F4/80, CD11¢c, CD11b (Miltenyi Biotec), CD3,
CD4, CCR3, Ly6G, MHCII, CD103, CD25, ST2, and CD127, and in the presence of
CD16/32 mAbs (Biolegend). Cells were stimulated for 5 hours with 100 pg/ml crude
HDM preparation and 1 ug/mL ionomycin with brefeldin A (Golgi plug, BD Biosciences,
1:1000). Cells were fixed and permeabilized using a Cytofix/Cytoperm Kit (BD
Biosciences, Le Pont-de-Claix, France) and stained with anti-IL-13, anti-Gata3, anti-

Foxp3 (eBioscience), anti-IL-17A, anti-IL-10, anti-IL.-4 (Biolegend), and anti-RORyt
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(BD Biosciences) antibodies. The cells were analyzed on a Fortessa X20 cytometer
(BD Biosciences). Data were acquired using DIVA software (BD Biosciences) and
analyzed with FlowJo 10.4 (TreeStar), as previously described(19).
Airway hyperresponsiveness measurements

AHR was measured on age-matched (11 weeks) BALB/c female mice using the
forced oscillation technique with a FlexiVent (SCIREQ Inc.) in response to increasing
concentrations of methacholine (0, 5, 10, 15 and 20 mg/mL), as previously
described(17). FlexiWare software was used for data analysis.
Histology

Lungs were fixed in 4% paraformaldehyde for at least 48 hours, embedded in
paraffin, cut and stained with hematoxylin and eosin for inflammatory scoring. The
histological score was calculated blindly as previously described(20).
Immunoglobulin assay

Blood was collected via cardiac puncture 24 hours after the last HDM challenge
and then centrifuged, and supernatants were frozen at -20°C. The assay for the
quantification of HDM-specific IgE was performed in serum samples via indirect ELISA,
as previously described(21).
Statistical analysis

Statistical analysis was performed with Prism 7 software (GraphPad, La Jolla,

CA). Values are presented as the mean + SEM. Statistical significance, defined as p
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less than 0.05, was analyzed by Student’s t tests and Bonferroni test as indicated in
the figure legends.

Results
Der p 2.1 decreases asthma features in HDM-induced asthma.

To investigate the therapeutic potential of Der p 2.1 peptide, we measured its
effects on AHR, cell inflammation and histology in the HDM-induced asthma model
(Figure 1A). We first investigated the ability of Der p 2.1 peptide to decrease AHR in
a therapeutic setting (Figure 1B). As expected, asthmatic mice displayed an increase
in lung resistance in response to methacholine compared with that of control mice (8,68
versus 3,23, p<0,001). On the contrary, in mice receiving a Der p 2.1 injection, we
observed a decrease in lung resistance compared with that of asthmatic mice (3,63
versus 8,63, p<0,001) to a level comparable to that of the control mice. Interestingly,
injection of dexamethasone in asthmatic mice did not decrease lung resistance
compared to that of asthmatic mice (Figure 1B). Then, pulmonary lesions were
investigated by histology (Figure 1C and D). Concordant with lung function results,
asthmatic mice displayed perivascular and peribronchial cell infiltration, epithelial cell
hyperplasia and smooth muscle thickening compared to those of control mice (Figure
1C and D). Similarly, Der p 2.1 injection drastically reduced pulmonary lesions but to
a similar extent as that by dexamethasone (Figure 1C and D). Finally, we explored
the effect of Der p 2.1 peptide on lung inflammation (Figure 1E). A dramatic increase
in BAL total cells was observed in asthmatic mice compared to that in controls, which
was distributed among lymphocytes, macrophages, eosinophils and neutrophils
(Figure 1E). Mice receiving a Der p 2.1 injection displayed a decrease in BAL total
cells as well as in inflammatory cells. By contrast, dexamethasone induced a decrease

in BAL total cells, lymphocytes and eosinophils and, to a lesser extent, in macrophages
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but not neutrophils (Figure 1E). Altogether, our results demonstrate that, in
neutrophilic component and thus in AHR in a mouse model of HDM-induced steroid-
insensitive asthma, Der p 2.1 HDM-derived peptide considerably reduced globally the
features of asthma, treating the whole inflammation response, including neutrophilia
and thus AHR, two cardinal characteristics shared by all asthma phenotypes.
Therefore, Der p 2.1 displays highly interesting anti-inflammatory properties that are
relevant for severe asthma.

BAL proinflammatory cytokines, lung T helper responses and HDM-specific IgE
are decreased under Der p 2.1 treatment.

To decipher the antiinflammatory properties of Der p 2.1 peptide, we
investigated its effects on the humoral and adaptive responses (Figure 2). To do so,
we quantified BAL cytokines and observed significantly decreased concentrations of
IL-4 (6.634 pg/ml, P=0.038 vs 30.13 pg/ml), IL-5 (25.42 pg/ml, P=0.0021 vs 151.3
pg/ml), and IL-17A (0.611 pg/ml, adjusted P=0.0001 vs 3.056 pg/ml) in Der p 2.1-
treated mice compared to those in asthmatic mice (Figure 2A and C). Dexamethasone
reduced BAL IL-4 and IL-5 levels. It also reduced IL-17A content, but half as much as
Der P 2.1 (Figure 2C). In addition, IL-13 levels were not statistically reduced by either
Der p 2.1 or dexamethasone (Figure 2A). To assess how T cells were involved in this
cytokine modulation, we analyzed Treg, Th2 and Th17 cells in the lungs of mice by
flow cytometry by both specific transcription factor expression and cytokine production
(Figure 2B and D). According to assays of BAL, the Der p 2.1 peptide decreased the
Th2 response, with a decrease in both CD4*GATA3* cells and CD4*IL-13+ cells
compared to those in asthmatic mice (Figure 2B). We also observed a decrease in
CD4*RORyt* and CD4*IL-17A* cells, representative of Th17 cells (Figure 2D). Both

Th2 and Th17 cells in mice treated with Der p 2.1 peptide were similar to those in
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control mice (Figure 2B and D). By contrast, Der p 2.1 induced an increase in Treg
frequency (Figure 2E). At the T cell level, dexamethasone had no effect: the absolute
number of Th2 and Th17 cells and Treg frequency remained at the same level in
dexamethasone-treated mice as those in asthmatic mice (Figure 2B 2D and 2E).
Finally, HDM-specific IgE was measured in the serum of mice (Figure 2F) as a
reflection of the Th2 humoral response. A decrease in specific IgE levels in Der p 2.1-
treated mice compared with those in asthmatic mice (Figure 2F) was observed.
Moreover, dexamethasone-treated mice also displayed a decrease in specific IgE
levels. These results show a global effect of Der p 2.1 on the whole inflammation
response by decreasing not only the Th2 response but also the Th17 response and
increasing Treg frequency.

Der p 2.1 peptide inhibits Th2 and Th17 polarization and cytokine production in
vitro.

To further elucidate how Der p 2.1 inhibits Th2 and Th17 responses in asthma,
we analyzed its effect on T cell differentiation in vitro (Figure 3). To do so, we
cocultured BMDC and T cells from naive BALB/c mice in the presence of HDM extract
and/or Der p 2.1. We observed that when DCs were incubated in the presence of HDM
extract, the number of Th2 CD4*GATA3* T cells and CD4* IL-13-producing cells
increased compared with those of T cells cultured with control DCs (Figure 3A and
B). In contrast, no increase in Th2 cells was observed when DCs were incubated with
both HDM extract and Der p 2.1 peptide (Figure 3A and B). Similar results were
observed in Th17 cells: CD4*RORyt* and CD4*IL-17A* cells increased in the presence
of DCs loaded with HDM preparation compared to those in control conditions, whereas
this increase was completely abrogated in the presence of Der p 2.1 (Figure 3C and

D). As a control, DCs incubated with Der p 2.1 alone did not induce T cell differentiation
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into Th2 or Th17 cells (Figure 3A-D). Treg frequency did not vary when DCs were
loaded with HDM extract/or Der p 2.1 or both (Figure 3E). These results suggest that
Der p 2.1 is able to counteract the HDM ability to induce Th2 and Th17 differentiation
of T cells by acting on DC activation. In the presence of HDM extract and Der p 2.1,
an increased frequency of CD11c* IL-10* cells was observed (Figure 3F). By contrast,
DCs loaded with HDM extract alone did not induce an increase in IL-10-producing cells
(Figure 3F), but DCs incubated with Der p 2.1 alone induced IL-10 secretion in CD11c*
DCs only at a lower level than DCs incubated with both HDM extract and Der p 2.1. In
conclusion, our results suggest that Der p 2.1 induces IL-10-producing antigen-
presenting cells, which could in turn inhibit HDM-induced T cell differentiation.

Der p 2.1 decreases asthma features in asthmatic humanized mice.

To confirm our results in a human immune environment and therefore the
potential of using Der p 2.1 in a therapeutic setting in humans, we reproduced our
experiments using a humanized mouse model of allergic asthma (Figure 4A).
Irradiated mice reconstituted with human CD34* cells and treated with Der p 2.1
peptide displayed a dramatic decrease in airway resistance in response to
methacholine compared to that in HDM-exposed mice (9.9 cmH,O//ml vs 18,2
cmH,O/I/ml; p=0.0186) (Figure 4B). In Der p 2.1-treated humanized mice, the airway
resistance in response to methacholine was indeed comparable to that observed in
nonasthmatic mice (Figure 4B). These results were confirmed by anatomical analyses
of the lungs (Figure 4C and D). Likewise, our previous observations showed that
humanized mice treated with Der p 2.1 peptide displayed reduced cell infiltrate and
epithelial thickening (Figure 4C). The results blindly quantified indicated that the
histological score of Der p 2.1-treated humanized mice was lower than that of

asthmatic humanized mice (Figure 4D). Collectively, our analyses demonstrate that
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Der p 2.1 peptide efficiently reduces asthma features in vivo in a human immune
system.

Der p 2.1 modulates T cell responses and HDM-specific IgE production in
asthmatic humanized mice.

Having shown an effect of Der p 2.1 peptide on lung function and inflammation
using humanized mice, we then explored the human immune response in this model
(Figure 5). As expected, both Th2 (CD4*GATA3* and CD4* IL-4-producing T cells)
and Th17 (CD4* RORyt* and CD4* IL-17A-producing T cells) cell numbers were
decreased in the lungs of asthmatic mice treated with Der p 2.1 compared with those
in the lungs of untreated asthmatic mice. Moreover, Der p 2.1-treated mice displayed
Th2 and Th17 cell numbers comparable to those of control mice (Figure 5A-B). The
frequency of lung CD4*CD25*Foxp3* Tregs was not different between control and
asthmatic humanized mice, although Treg frequency was increased in the lungs after
Der p 2.1 treatment (Figure 5C). Finally, we measured HDM-specific IgE and observed
a decrease in treated mice compared with that in asthmatic mice, with a level
comparable to that of the control (Figure 5D). Taken together, these results
demonstrate a decrease in both Th2 and Th17 cells in response to Der p 2.1 and an
increase in Der p 2.1-induced Treg cells in humanized asthmatic mice.

Discussion.

In the present study, we first confirmed that our mouse model of HDM-induced
asthma not only exhibited the allergic asthma features of eosinophilia, Th2 response
and allergen-specific IgE production(22) but also key features of severe asthma, such
as neutrophilia, Th17 response, and steroid resistance(23).

In our model, steroid resistance was illustrated by the persistent AHR in

asthmatic mice after dexamethasone treatment. As dexamethasone reduced
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eosinophilia and Th2 cytokines but could not diminish neutrophilia and IL-17A
secretion, it is possible that steroid resistance of AHR is related to the IL-17-induced
neutrophilic and Th17 contingents(24). Indeed, IL-17A is well known to be associated
with elevated levels of neutrophils in the airways and can directly activate smooth
muscle cell contraction(19). By contrast, Der p 2 allergen-derived peptide
immunotherapy abrogated both Th2- and Th17-related asthma features and
established AHR. In addition, lung Treg cell frequency increased under Der p 2.1
treatment. As Treg cells are key players in inflammation resolution, they are candidates
to be responsible for the Th2/Th17 modulation induced by the peptide. Accordingly,
their increase is associated with success of AIT(25, 26). Moreover, Der p 2.1 seems
to act on lung tissue alteration. It is well known that bronchial remodeling is a severe
asthma feature (27). Interestingly, our peptide reduced lung infiltrate and decreased
epithelium thickening (data not shown). Based on these observations, we can expect
that Der p 2.1 may also decrease smooth muscle cell hyperplasia.

To further decipher the mechanisms of action of Der p 2.1, we analyzed the
effects on T and dendritic cells cocultured in vitro. As expected, HDM extract increased
Th2 and Th17 cell polarization in vitro without affecting Treg or IL-10-secreting
dendritic cells, which could be associated with a defect in regulatory function(28). By
contrast, Der p 2.1 alone or in combination with HDM extract did not induce Th2 or
Th17 cells but increased the frequency of IL-10-secreting dendritic cells. This result
demonstrates a direct capacity of Der p 2.1 to induce an antiinflammatory phenotype
of DCs (29). This direct effect independent of the presence of allergens suggests the
capacity of Der p 2.1 to exert an anti-inflammatory bystander effect that could prevent

inflammation from other allergens.
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Preclinical assessment of new therapies requires animal models reflecting
human pathogenesis, but existing differences in the immune physiology of mice and
humans limit their interpretation. Previous NSG mouse strains were not fully relevant
and failed to fully mimic the human immune system(30, 31). A new model of
humanized mice called NSG-SGM3 was able to express functional human Treg, T and
B cells, myeloid progenitor and dendritic cells and mast cells(32-36). For the first time,
we developed a model of HDM-induced allergic asthma in NSG-SGM3 humanized
mice. This model exhibits elevated AHR, a bronchial infiltrate and alteration associated
with @ mixed Th2/Th17 response and HDM-specific IgE production relevant to allergic
severe asthma. All these features were decreased under Der p 2.1 treatment and
associated with an increase in Treg frequency in the lungs, consistent with results in
nonhumanized mice and with an anti-inflammatory effect of Treg cells induced by
peptide therapy.

The use of whole allergen could present the inconvenience of being recognized
by specific IgE and then induce asthma rather than treating it (37, 38). Several studies
have already shown the clinical efficacy and safety of allergen-modified extract
(allergoids) in asthma (39, 40). In the present study, we show that allergoids but not
allergen-derived peptides equally safe and efficient for treating asthma. Moreover,
whereas allergoids require an adjuvant association for increased immunogenicity (41,
42), Der p 2.1 alone is sufficient to induce an immune response. Both allergoids and
allergen-derived peptides induce Treg and IL-10-secreting DCs to reestablish a
tolerance defect (43—45). However, whereas allergoids modulate only the Th2 and IgE
allergic responses (40, 46), Der p 2.1 can also modulate the Th17 axis, which
predominates in the severe form of asthma. Despite their efficacy in decreasing

asthma features, allergen-derived peptides may also be improved. Indeed, Martinez
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and colleagues showed that the combination of several Der p allergen-derived
peptides exhibits antiinflammatory properties (47). Moreover, the use of nanoparticles
as adjuvants (48) in allergen-derived peptide immunotherapy could potentially improve
their ability to polarize innate and adaptive cells into a tolerogenic phenotype.
Conclusion

We demonstrated that Der p 2.1 immunotherapy abrogates HDM severe allergic
asthma features in both mice and humanized mice through the induction of Treg cells
and tolerogenic DCs. Thus, allergen-derived immunotherapy could be considered a
promising therapeutic approach to treat allergic asthma, including severe steroid-
resistant forms.
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Figures Legend
Figure 1. (A) A mouse model of HDM-induced allergic asthma. (B) Lung

resistances of control (white circles), asthmatic (black circles), and dexamethasone-
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(white triangles) and Der p 2.1-treated (black squares) mice were obtained by Flexivent
with increasing doses of methacholine challenges (n = 7-8 mice per group). (C) BAL
cells were collected by washing the lung with 1 ml of PBS after tracheotomy. BAL fluids
were centrifuged and stained for flow cytometry analysis of lymphocytes,
macrophages, eosinophils and neutrophils (control n= 4, asthmatic n = 6,
dexamethasone n = 6 and Der p 2.1 n = 8). (D) Lungs were perfused with 4%
paraformaldehyde, embedded in paraffin and then stained with hematoxylin eosin
coloration: CTL (control), HDM (asthmatic), Dexa (dexamethasone) and Der p 2.1 (Der
p 2.1 peptide) (n = 6-8 mice per group). (E) Histological slices were scored on 12
points; 4 points were dedicated to morphologic alteration and 8 points to inflammation
(n = 6-8 mice per group). Data are presented as the mean + SEM. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 and ****P<0.0001 using Bonferroni tests. NS = not significant and PBS =
phosphate-buffered saline.

Figure 2. (A and B) BAL was collected by washing lungs with 1 ml of PBS and
centrifuged. The supernatant was collected, and the BAL cytokines IL-4, IL-5, IL-13
and IL-17 were quantified by Luminex technology according to the manufacturer's
instructions (n = 5-6 mice per group). (B, D and E) Lungs were mechanically disrupted
and filtered, and red blood cells were lysed with red blood cell lysis buffer. Cells were
stimulated for 6 hours with HDM extract, followed by extracellular and intracellular
staining, and then Treg cells expressing CD3, CD4, CD25 and Foxp3, Th2 cells
expressing Gata3 and IL-13, and Th17 cells expressing RORyt and IL-17 were
assessed by flow cytometry (control n = 4, asthmatic, dexamethasone and Der p 2.1 n
= 6 mice per group). (F) Blood was collected from the heart and centrifuged. Serum
was extracted from the supernatant and added to 96-well dark plates coated with HDM

total extract, and HDM-specific IgE was detected by indirect ELISA. IgE values are
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expressed in arbitrary units obtained by the ratio of sample fluorescence/basal
fluorescence. Data are presented as the mean + SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
and ****P<0.0001 using Bonferroni tests. NS = not significant.

Figure 3. (A, B, C, D, E and F) Bone marrow derived cells (BMDCs) from naive
mice were cultured in complete growth medium supplemented with IL-4 and GM-CSF
for 8 days to obtain dendritic cells (DCs). DCs were harvested and stimulated for 24
hours with HDM extract or Der p 2.1 or both. After stimulation, dendritic cells were
cocultured for 2 days with sorted CD4* naive T cells from the spleen by a negative
enrichment kit and were harvested and stained for flow cytometry analysis. Treg, Th2,
Th17 and IL-10* DC subsets were quantified in response to no stimulation (white
circles), HDM stimulation (black circles), Der p 2.1 stimulation (white squares) and
HDM plus Der p 2.1 stimulation (black squares) (n = 6 mice per group). Data are
presented as the mean + SEM. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 using Bonferroni
tests. NS = not significant.

Figure 4. (A) A humanized mouse model of HDM-induced asthma. (B) Lung
resistances of control (white circles), asthmatic (black circles) and Der p 2.1--treated
(black squares) mice were obtained by Flexivent with increasing doses of
methacholine challenges (n = 4 mice per group). (C) Lungs were perfused with 4%
paraformaldehyde, embedded in paraffin and then stained with hematoxylin eosin
staining: CTL (control), HDM (asthmatic) and Der p 2.1 (Der p 2.1 peptide) (n = 4 mice
per group). (D) Histological slices were scored on 12 points; 4 points were dedicated
to morphologic alteration and 8 points to inflammation (n = 4 mice per group). Data are
presented as the mean + SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 and ****P<0.0001 using

Bonferroni tests.
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Figure 5. (A, B and C) Lungs were mechanically disrupted and filtered, and red
blood cells were lysed with red blood cell lysis buffer. Cells were stimulated for 6 hours
with HDM extract and stained. Treg, Th2 and Th17 cells were assessed by flow
cytometry (n =4 mice per group). (D) Serum was extracted, the supernatant was added
to 96-well dark plates coated with HDM total extract, and HDM-specific IgE was
detected by indirect ELISA. IgE values are expressed in arbitrary units obtained by the
ratio of sample fluorescence/basal fluorescence. Data are presented as the mean +

SEM. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 using Bonferroni tests. NS = not significant.
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2) Efficacité thérapeutique du complexe IL-2/anti-IL-2 (IL-2 Cx) dans I'asthme allergique
aux acariens
L'interleukine 2 (IL-2) appartient a la famille des cytokines a chaine gamma (y.) parmi
lesquelles on retrouve I'lL-4, -7, -9, -15 et -21, utilisant le récepteur y. pour réguler la survie,
la génération et I’'homéostasie lymphocytaire (Rochman et al., 2009). L’IL-2 est principalement
produite par les lymphocytes T CD4" activés, elle est également produite en plus faible
quantité par les lymphocytes T CD8", les cellules dendritiques, les cellules natural killer (NK)
et T natural killer (NKT) (Boyman and Sprent, 2012). L’action de I'lL-2 s’exerce via sa fixation
sur les différentes formes de son récepteur : monomérique, dimérique et trimérique (Malek
and Castro, 2010). Le récepteur monomérique de I'lL-2 correspond a la sous-unité alpha du
dit récepteur (IL-2Ra ou CD25), le récepteur dimérique est composé des sous-unités B et y.
(respectivement CD122 et CD132) et pour finir, le récepteur trimérique est quant a lui
composé des 3 sous-unités a, B et y. (Figure 29). Les parties B et y. du récepteur a I'IL-2 sont
majoritairement co-exprimées par les lymphocytes T effecteurs, mémoires et les cellules NK
(Kalia et al., 2010; Krieg et al., 2010; Obar et al., 2010). Le récepteur trimérique composé des
sous-unités a, B et y. est quant a lui exprimé majoritairement et de facon constitutive sur les
Treg (Setoguchi et al., 2005), de facon plus transitoire sur les T effecteurs (Obar et al., 2010)

et est également présent sur les cellules endothéliales (Downie et al., 1992).
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A CD25 epitopes B

Figure 29 : Structure et association de I'IL-2 avec les différentes sous-unités de son
récepteur. D’aprés Arenas-Ramirez et al., 2015. IL-2 humaine (bleu) et ses épitopes pour le
CD25 (rose), CD122 (jaune) et y. (violet) (A). Structure du complexe IL-2/IL-2 récepteurs avec

I'IL-2 (bleu), CD25 (rose), CD122 (jaune) et y. (violet) (B).

L’IL-2 posséde des affinités différentes pour chacun de ses récepteurs, représentée par
une constante de dissociation (Kg). La fixation de I'IL-2 sur son récepteur a est de faible affinité
(Kg ~ 10®M), cette liaison peut avoir lieu dans le cytoplasme ou au niveau membranaire, mais
il ne peut en aucun cas induire une transduction de signal dans la cellule (Taniguchi and
Minami, 1993). Le récepteur dimérique posséde une affinité dite moyenne pour I'lL-2 (Kq ~ 10°
°M), le récepteur trimérique posséde quant a lui une affinité 100 fois plus forte que le
récepteur monomérique pour I'lL-2 (Kg ~ 10™M). Les récepteurs dimérique et trimérique
peuvent en revanche induire une transduction de signal dans la cellule apreés fixation de I'IL-2

(Taniguchi and Minami, 1993) (Figure 30).
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Figure 30 : Fixation de I'IL-2 et signalisation au travers de ses différents récepteurs. La
liaison de I'IL-2 sur le CD25 seul n’induit pas de signalisation dans la cellule. En revanche, les
liaisons de I'lL-2 aux récepteurs dimérique et trimérique induit une hétérodimérisation de leur
queue cytoplasmique, conduisant a I’activation de JAK1 et JAK3 (associés au CD122 et a y.
respectivement). L’activation de JAK1 et JAK3 permet le recrutement de la protéine
adaptatrice Shc, ainsi que de STAT5. La phosphorylation de STAT5 permet la formation de
diméres et de tétraméres pouvant se transloquer dans le noyau, ot ils se lient sur des génes
cibles responsable de I'activation, la différenciation et de la prolifération cellulaire. Ces
mémes génes sont également activés par la phosphorylation de Shc et PI3K, induisant
respectivement I’activation de la voie des MAP kinase et PI3K-AKT-mTOR. JAK1 : Janus kinase
1, JAK3 : Janus kinase 3, Shc : Src homology et collagen, STAT : Signal transducer and
activator of transcription, GRB2 : Growth factor receptor-bound protein 2, MAPK : Mitogen-
associated protein kinase, PI3K : Phosphoinositide 3-kinase, AKT : Protein kinase B, mTOR :
Mammalian target of rapamycin.

L'IL-2 peut également se fixer sur ces récepteurs via un phénomene dit de trans-

présentation. Le CD25 peut étre exprimé sous deux formes : membranaire (mCD25) et soluble

119



(sCD25) (Rubin and Nelson, 1990). L’expression du mCD25 seul n’induit pas de transduction
de signal pour la cellule I'exprimant, il en va de méme pour le sCD25. En revanche, certaines
cellules telles que les cellules dendritiques exprimant le mCD25 peuvent trans-présenter I'IL-
2 captée par celui-ci, aux cellules T exprimant les sous-unités B et y. du récepteur a I'lL-2
induisant leur activation (Wuest et al., 2011). Le sCD25 est également capable aprés sa liaison

a I'lL-2 de la trans-présenter aux cellules (Yang et al., 2011) (Figure 31).

Cellule dendritique

mCD25 trans-présentation sCD25 trans-présentation

sCD25
LZT IL-2

CD122 Yc
Sl sl S S St DOOOOOCTOOOOOD SODIK poooooo
00000.... HOCOOOOOO OOOOOCOOOOCOIHEINOOOOOCOOCOO

Figure 31 : Différents mécanismes de trans-présenation de I'IL-2 par le CD25.

L’'homéostasie de I'lL-2 s’exerce au travers de deux acteurs majoritaires : les T
effecteurs et les Treg. L'équilibre entre le taux de production de I'lL-2 par les T effecteurs et
son taux de consommation par les Treg permet le maintien de cette homéostasie (Malek and
Castro, 2010). En revanche, dans un systeme pathologique inflammatoire chronique suite a
une stimulation antigénique via leur TCR, les T effecteurs vont produire de forte quantité d’IL-

2 dans les organes lymphoides secondaires (Kalia et al., 2010). Ces grandes quantités d’IL-2
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vont agir de maniére autocrine sur les T effecteurs I'ayant sécrété en augmentant leur
prolifération et leur sécrétion d’IL-2 (Setoguchi et al., 2005). Le taux d’IL-2 produite va alors
dépasser le taux d’IL-2 pouvant étre consommé par les Treg, le déséquilibre de la balance T
effecteurs/Treg en faveur des T effecteurs entraine de ce fait un emballement de la réponse
inflammatoire. Dans I'asthme, le défaut qualitatif et quantitatif de Treg semble aggraver cet
emballement inflammatoire.

Plusieurs études se sont concentrées sur ['utilisation d’IL-2 pour favoriser
I'immunosuppression ou rétablir une tolérance de par l'induction de Treg. Néanmoins, les
chercheurs se sont heurtés a plusieurs problemes de taille. Le premier étant la demi-vie de
I'IL-2. En effet, I'lL-2 ne perdure que quelques minutes avant d’étre entiérement éliminée par
la clairance rénale (Donohue and Rosenberg, 1983). Cette demi-vie peut cependant étre
augmenter en associant I'lL-2 a une protéine de transport de type IgG ou bien par
administration répétée d’IL-2, mais conduit au second probleme lié a cette cytokine. L'IL-2
possede une toxicité dose dépendante appelée syndrome de fuites vasculaires (VLS). Ce
syndrome, médié par la fixation de I'lL-2 sur les cellules endothéliales, est associé a une
augmentation de la perméabilité vasculaire, de I’'hypotension, des cedémes pulmonaires et
des dysfonctions rénales (Boyman et al., 2006a; McDermott and Atkins, 2004). L’homéostasie
de I'lL-2 peut également intervenir via l'action du CD25. L'expression de la forme
membranaire et soluble du CD25 est augmentée lors de pathologies inflammatoires et dans
les cancers (Rubin and Nelson, 1990). Dans I'asthme de hauts taux de mCD25 et sCD25 ont été
retrouvés chez des enfants asthmatiques lors d’exacerbations (Shi et al., 1999). Le role du
sCD25 reste néanmoins controversé de I'homéostasie de I'lL-2. Certaines études in vitro
montrent que sCD25 entrerait en compétition avec les lymphocytes T activés pour la liaison
de I'lL-2, entrainant l'inhibition de la prolifération des cellules T (Lindqvist et al., 2010). Le
sCD25 peut également faire une trans-présentation d’IL-2 aux cellules T, induisant leur
différenciation en Treg (Yang et al., 2011). Rubin, Lindgvist et Yang suggérent également que
le sCD25 participerait a la fois a la privation des cellules T effectrices en IL-2 et a I'induction de
Treg in vivo. D’un autre coté, les réles du CD25 et des sous-unités B et y. exprimées par des
cellules non-immunitaires telles que les cellules endothéliales mais aussi sur les cellules
lymphoides innées de type 2 restent méconnues (Krieg et al., 2010; Spits et al., 2013). Krieg
suggere que |'expression du CD25 sur les cellules endothéliales pulmonaire et sa liaison a I'lL-

2 serait responsable du syndrome du fuites vasculaires (Krieg et al., 2010). Ces différents
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problémes peuvent étre contournés avec |'utilisation de complexes associant de faibles doses
d’IL-2 et un anticorps bloquant anti-IL-2.

En effet, plusieurs travaux montrent que l'association de I'lL-2 et d’anticorps
monoclonal bloquant I'lL-2 ne permet pas de bloquer son activité, mais au contraire augmente
sa demi-vie, son activité biologique et augmente sa spécificité pour certains types cellulaires.
L'utilisation de I'lL-2 associée a un anti-IL-2 murin (le S4B6) permet de stimuler spécifiquement
les cellules NK et T CD8" mémoires (CD25 ) sans pour autant activer les Treg (CD25") ou
induire de VLS (Boyman et al., 2006a; Courtney et al., 1994; Sato et al., 1993). Une sélectivité
et des effets similaires ont été observés en associant de I'lL-2 humaine et un anti-IL-2 humain
(le MAB602) (Krieg et al., 2010). Un autre complexe formé de I'lL-2 et d’un autre anticorps
murin (le JES6-1) a été étudié dans le cadre de la transplantation. Le complexe IL-2-JES6-1
permet quant a lui d’expandre spécifiquement les Treg (CD25") favorisant une tolérance et
sans affecter les NK ou les T CD8" (CD25) responsables du rejet du greffon (Boyman et al.,
2006b; Webster et al., 2009). L’association de I'lL-2 humaine et de son anticorps bloquant
humain (le 5344) permet également d’obtenir les mémes effets chez la souris (Letourneau et
al., 2010). La sélectivité des complexes IL-2/anti-1l-2 pour certains types cellulaires
proviendrait de la liaison de I"anticorps a I'lL-2. La liaison IL-2-S4B6/1L-2-MAB602 masquerait
les sites de fixation pour le CD25 favorisant la fixation sur le récepteur dimérique, de son coté
la liaison IL-2-JES6-1/IL-2-5344 masquerait partiellement les sites de fixations sur les
récepteurs B et y. favorisant la fixation sur le récepteur trimérique (Arenas-Ramirez et al.,
2015) (Figure 31). La question d’une activation des cellules T par trans-présentation des
complexes IL-2/anti-IL-2 reste sujette a débat. Les différents complexes présentés
précédemment sont composés d’anticorps de type IgG (Boyman et al., 2006b; Letourneau et
al., 2010). Les cellules dendritiques expriment a leur surface le récepteur de la partie
constante des IgG (FcyR), qui permet une trans-présentation via les IgG (Amigorena, 2002). Ce
mécanisme est pour l'instant peu étudié mais reste néanmoins non négligeable dans I'étude

du fonctionnement des complexes cytokines/anti-cytokines.
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"l S4B6 Bl

Figure 32 : Structure 3D des complexes IL-2/anti-IL-2. D’aprés Arenas-Ramirez et al., 2015.
(A) $4B6 recouvrant une portion du CD25 et (B) JES6-1 recouvrant la majorité du y..

En se basant sur I'ensemble de ces travaux, nous avons développé par hybridome
plusieurs clones d’anticorps monoclonaux dirigés contre I'IL-2. Les différents tests de
compétitivité et de sélectivité nous ont permis de sélectionner un candidat liant I'lL-2 avec
une sélectivité pour les Treg : le 1C6. Nous sommes donc venus a émettre I’"hypothese selon
laguelle, I'administration d’un complexe IL-2-1C6 (IL-2 Cx) pourrait restaurer la déficience en
Treg liée a I'asthme et par extension moduler la réponse inflammatoire. Pour ce faire, nous
avons généré un modele murin d’asthme allergique aux acariens et administré I'lL-2 Cx selon
une approche thérapeutique. L'efficacité de I'lL-2 Cx a été évaluée au travers de la fonction

respiratoire, de I’histologie et du statut inflammatoire des souris.

[11.2.1. U'hyperréactivité bronchique est diminuée apres traitement par IL-2 Cx

Afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de I'lL-2 Cx, nous avons mesuré ses effets sur
I’"hyperréactivité bronchique dans un modele murin d’asthme chronique allergique aux
acariens (Figure 25). Les premiéres mesures du temps de pause expiratoire (Penh ou
enhanced Pause) montrent que les souris asthmatiques (HDM) ont une Penh significativement
plus élevée que les souris non asthmatiques (CTL) en réponse a la métacholine (6,07 vs 2,085,
p<0,002). Par contraste, les souris asthmatiques traitées par I'lL-2 Cx (IL-2 Cx) montrent une
diminution de leur Penh par rapport aux souris asthmatiques (3,57 vs 6,07 U.A, p = 0,0078),

mais conservent néanmoins une Penh plus élevée que les souris non asthmatiques (3,57 vs
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2,085 U.A, p = 0,0159) (Figure 33A). Ce premier résultat semble indiquer une diminution de
I’"hyperréactivité bronchique avec un traitement par IL-2 Cx. Néanmoins, la Penh ne permet
d’étudier que les voies aériennes supérieures, or les paramétres tels que la résistance et
I’élastance des poumons et par extension, des bronches sont plus révélateurs d’une
hyperréactivité bronchique. A l'aide de la technique des oscillations forcées (FlexiVent®), nous
observons en réponse a la métacholine une augmentation de la résistance et de I'élastance
chez souris asthmatiques par rapport aux souris non asthmatiques (8,199 vs 2,337
cmH,0/I/ml, p = 0,013 et 292,8 vs 40,51 cmH,0/ml, p = 0,007 respectivement), en revanche
les souris traitées avec I'lL-2 Cx voient ces deux parametres diminuer significativement par
rapport aux souris asthmatiques (4,234 vs 8,199 cmH,0/I/ml, p = 0,0023 et 192,3 vs 292,8
cmH,0/ml, p = 0,0023 respectivement). Il est intéressant de noter que les souris traitées par
I'lL-2 Cx ne possédent pas de résistance plus élevée que les souris non asthmatiques (non
significatif), en revanche leur élastance reste supérieure (192,3 vs 40,51 cmH,0/ml, p =
0,0003) (Figure 33B et C). Ces premiers résultats montrent un effet de I'lL-2 Cx sur
I’"hyperréactivité bronchique mais certains parametres comme la Penh et |'élastance restent
élevés. Nous pouvons ainsi émettre I'hypothése que des lésions tissulaires au niveau
bronchique semblent en partie perdurer malgré le traitement. |l serait également intéressant
de regarder les populations immunitaires locales aux niveaux des lavages broncho-alvéolaires

et des poumons.
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Figure 33 : Mesure de I’hyperréactivité bronchique des voies aériennes supérieures et
inférieures suite a un traitement de I’asthme par IL-2 Cx. L’hyperréactivité bronchique a été
évaluée en mesurant le temps de pause expiratoire (Penh) par pléthysmographie (A), ainsi
que les parametres de résistance (B) et d’élastance (C) par FlexiVent® en réponse a des doses
croissantes de métacholine. N = 8 souris par groupe, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ns =
non significatif.

[11.2.2. Réduction de l'infiltrat pulmonaire et du score histologique

Afin d’évaluer I'impact de I'lL-2 Cx sur le tissu pulmonaire, nous avons analysé des
coupes histologiques correspondant aux souris non-asthmatiques, asthmatiques et traitées.
Les premiéres observations montrent que les souris asthmatiques présentent une hyperplasie
de leurs cellules épithéliales et présentent un fort infiltrat péri vasculaire et péri bronchique.
En revanche les souris traitées avec I'lL-2 Cx voient leur infiltrat disparaitre, avec néanmoins
une hyperplasie des cellules épithéliales persistante (Figure 34A). La quantification des

atteintes tissulaires du poumon se fait a I'aide d’un score histologique, plus ce score est élevé,
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plus les altérations sont importantes. Celui-ci se base a la fois sur des critéeres morphologiques
et inflammatoires. Les souris asthmatiques possedent un score nettement plus élevé que les
souris non-asthmatiques (11,2 vs 0,4, p<0,0001). Les souris traitées, quant a elles, voient leur
score diminuer comparativement aux souris asthmatiques (5,2 vs 11,2, p<0,0001), en
revanche ce score reste plus élevé que les souris non-asthmatiques (5,2 vs 0,4, p<0,0001)
probablement d0 a la persistance de I’hyperplasie des cellules épithéliales (Figure 34B).
Concernant linflammation présente dans les lavages broncho-alvéolaires, les souris
asthmatiques présentent une augmentation du nombre d’éosinophiles et de neutrophiles par
rapport aux souris non-asthmatiques (230,5.103 vs 57,6.10°, p =0,0045 et 706.10% vs 93,67.10°
p<0,0001 respectivement). En revanche, il est intéressant de constater une nette diminution
des éosinophiles et des neutrophiles lorsque les souris sont traitées avec I'lL-2 Cx par rapport
aux souris asthmatiques (60.10% vs 230,5.10% p = 0,0035 et 177.10° vs 706.10°, p = 0,0001
respectivement) et avec des taux similaires par rapport aux souris non-asthmatiques (non
significatifs). En revanche, aucune variation n’est observée pour les macrophages quel que
soit les conditions (Figure 34C). Au niveau pulmonaire, nous constatons que I'lL-2 Cx permet
également de réduire le nombre d’éosinophiles et de neutrophiles par rapport aux souris
asthmatiques (1038.10° vs 2035.10°, p = 0,0513 et 1744.10° vs 2745.10°, p = 0,015
respectivement). Méme si le taux d’éosinophiles entre les souris traitées et non-asthmatiques
ne varie pas (non significatif), le taux de neutrophiles quant a lui reste plus élevé chez les souris
traitées (1744.10% vs 401,5.10°, p = 0,0015). Nous ne constatons toujours aucune variation du
nombre de macrophages pulmonaires entre les différentes conditions (non significatif) (Figure
34D). Notre modeéle murin d’asthme présente une inflammation mixte
éosinophiles/neutrophiles avec une composante neutrophile majeure. Il semblerait, a la vue
de ces résultats, que I'lL-2 Cx puisse moduler I'immunité innée au niveau local. Il serait donc
intéressant, du point de vue de la pathologie, de regarder I’évolution de I'immunité adaptative

pas seulement au niveau local mais également au niveau systémique.
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Figure 34 : Evaluation des modifications histologiques des poumons et de leur infiltrat post
traitement par IL-2 Cx. L’effet de I'asthme et de I'IL-2 Cx sur les tissus pulmonaires a été
évalué par la réalisation de coupes histologiques (A) et le calcul d’un score histologique (B). N
= 5 souris par groupe. L’infiltrat a été étudier en dénombrant par cytométrie en fluxe le
nombre de cellules immunitaires innées (macrophages, éosinophiles et neutrophiles)
présentes dans les lavages broncho alvéolaires (C) et les poumons (D). N = 6 souris non-
asthmatiques (CTL), 7 souris asthmatiques (HDM) et 7 souris asthmatiques traitées (IL-2 Cx),
*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001 et ns = non significatif.

[.2.3. LU'IL-2 Cx induit une augmentation de Treg et réduit I'inflammation locale
périphérigue et systémique

Dans I'objectif d’analyser I'immunité adaptative locale, périphérique et systémique en

réponse a un traitement par IL-2 Cx dans I'asthme, nous avons mesuré le nombre de Treg et

de CD4" effecteurs secrétant de I'IFN-y, de I'lL-4 et de IlL-17A dans les ganglions

mésentériques (GM), les poumons et la rate. Au niveau local, les souris traitées par IL-2 Cx

voient leur nombre de Treg augmenter significativement par rapport aux souris asthmatiques

et non asthmatiques a la fois dans leurs GM et leurs poumons (Figure 35A et E). De plus, ces
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souris présentent une diminution du nombre de lymphocytes CD4" sécrétant de I'lL-4 et de

I'lL-17A par rapport aux souris asthmatiques et avec des niveaux similaires par rapport aux

souris non-asthmatiques (Figure 35C, D, G et H). En revanche, les souris traitées ne présentent

pas de modification concernant les lymphocytes sécrétant de I'lFN-y par rapport aux souris

asthmatiques et avec un niveau cependant plus élevé que chez les souris non-asthmatiques

(Figure 35B et F).
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Mesure du nombre total de Treg et de lymphocytes de type Thl, Th2 et Th1i7 au
niveau local. Le nombre total de lymphocytes Treg (Foxp3'CD257), Th1 (IFN-y*), Th2 (IL-4") et
Th17 (IL-17A7) a été mesuré dans les ganglions médiastinaux (A-D) et les poumons (E-H) par
cytométrie en flux. N= 6 souris non-asthmatiques (rond blanc), 7 souris asthmatiques (rond
noir) et 7 souris asthmatiques traitées (triangle blanc), *p<0,05 ; **p<0,01 et ns = non

significatif.

En ce qui concerne I'immunité adaptative périphérique, les souris traitées présentent

également une augmentation du nombre de leurs Treg par rapport aux souris asthmatiques

et non-asthmatiques (Figure 36A). De la méme maniere que pour les GM et les poumons, les

souris traitées par IL-2 Cx présentent une diminution de leurs lymphocytes CD4" sécrétant de

I"IL-17A par rapport aux souris asthmatiques et proche du niveau des souris non asthmatiques

(Figure 36B et D). En revanche, les niveaux de lymphocytes CD4" sécrétant de I'lL-4 restent les

mémes entre les souris asthmatiques et traitées, avec des niveaux supérieurs par rapport aux

souris non-asthmatiques (Figure 36C). Au niveau systémigue, nous avons également dosé par

ELISA fluorimétrique le taux d’Igk spécifiques de I'allergene circulant dans le sang. Le dosage
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des IgE spécifiques montre des taux élevés chez les souris asthmatiques. En revanche, lorsque
les souris sont traitées avec I'lL-2 Cx le taux d’IgE diminue de maniere significative en
comparaison aux souris asthmatiques, avec un taux proche de celui des souris non-
asthmatiques (Figure 36E). Ces résultats montrent que I'lL-2 Cx peut effectivement augmenter
les Treg aussi bien au niveau local que périphérique. Cette augmentation de Treg peut
expliquer la diminution des lymphocytes CD4" sécrétant de I'lL-4 et de I'lL-17A correspondant
aux réponses Th2 et Th17 respectivement. L'IL-4 permet d’induire la sécrétion d’IgE par les
lymphocytes B dans I'asthme, la diminution de lymphocytes CD4" sécrétant de I'lL-4 pourrait
également expliquer la diminution d’IgE observée au niveau sanguin. IL-17A est quant a elle
associée au phénomeéne d’hyperréactivité bronchique en activant directement la contraction
du muscle lisse bronchique et participe au recrutement des neutrophiles. Sa diminution
expliquerait donc la baisse de I’hyperréactivité bronchique et de l'infiltrat neutrophilique
observé précédemment. Nous formulons I’hypothése selon laquelle 'administration de I'lL-2

Cx aurait une activité biologique supérieure a I'lL-2 seule expliquant la forte augmentation de
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Figure 36 : Mesure du nombre total de Treg et de lymphocytes de type Thl, Th2 et Th1i7 au
niveau périphérique et dosage des IgE sanguins. Le nombre total de lymphocytes Treg
(Foxp3'CD25%), Thl (IFN-y), Th2 (IL-47) et Th17 (IL-17A") a été mesuré dans la rate (A-D) par
cytométrie en flux. Les IgE sanguins ont été dosés dans le sang par ELISA fluorimétrique (E)
en réalisant un ratio d’intensité de flurescence obtenue/ la fluorescence basale (IF/IF,). N= 6
souris non-asthmatiques (rond blanc), 7 souris asthmatiques (rond noir) et 7 souris
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asthmatiques traitées (triangle blanc), *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 et ns = non
significatif.

[11.2.4. L'IL-2 Cx possede une activité biologique supérieure a I'lL-2 seule et n’induit pas
d’cedémes pulmonaires

Afin d’étudier d’envisager une future utilisation de I'lL-2 Cx pour des essais cliniques,
nous nous penchés sur |'évaluation de parametres pharmacologiques tels que la dose
maximale d’activité biologique, la dose tolérée et la toxicité. Pour ce faire, nous avons injecté
a des souris naives du PBS comme contréle négatif, de I'lL-2 seule a faible dose a 15ug (IL-2
low), I'anti-IL-2, I'IL-2 Cx composé d’IL-2 low + anti-IL-2 et de I'IL-2 a forte dose 150ug (IL-2
high) comme controle positif. Nous avons ensuite mesuré dans les poumons et la rate le
nombre de Treg présents suite aux injections (Figure 37A). Nous n’observons aucune
différence dans le nombre de Treg suite aux injections de PBS, d’anti-IL-2 ou d’IL-2 low. De
facon assez surprenante I'injection d’IL-2 high n’induit pas une augmentation de Treg dans le
poumon. Il est néanmoins intéressant de noter que l'injection d’IL-2 Cx permet d’augmenter
significativement le nombre de Treg pulmonaires par rapport aux conditions précédentes
(Figure 37B). Dans la rate, nous n’observons également aucune différence dans la variation de
Treg suite aux injections de PBS et d’anti-IL-2, il semble néanmoins y avoir une tendance a
I'augmentation du nombre de Treg avec I'IL-2 low (non significatif). En revanche, I'injection
d’IL-2 high permet d’obtenir cette fois une augmentation significative du nombre de Treg.
L'injection d’IL-2 Cx augmente également le nombre de Treg dans la rate par rapport aux
conditions PBS, anti-IL-2 et IL-2 low et a un niveau équivalent a celui des souris injectées avec
I'IL-2 high (Figure 37C). Ces résultats montrent que I'lL-2 Cx posseéde une activité biologique
supérieure a I'lL-2 seule en faible dose et équivalente celle de I'lL-2 a forte dose. L'absence
d’induction de Treg dans les poumons apreés injection d’IL-2 a faible et forte dose peut étre
due a la faible demi-vie de la cytokine et son élimination, I'empéchant d’étre délivrée
efficacement au niveau pulmonaire. Cette demi-vie semble augmenter avec I'lL-2 Cx
permettant 'augmentation des Treg de facon distale par rapport au site d’injection. De par
I'augmentation du nombre de Treg via I'lL-2 Cx, nous avons émis I’hypothése selon laquelle
I'lL-2 Cx permettrait d’expandre directement les Treg et non pas via la différenciation de

lymphocytes T naifs en Treg.
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Figure 37 : Mesure de I'activité biologique de I'IL-2 Cx. Suite aux injections de PBS, d’anti-IL-
2, d’IL-2 faible dose (IL-2 low) d’IL-2 Cx et d’IL-2 forte dose (IL-2 high) en intrapéritonéale chez
des souris naives, le nombre total de Treg (Foxp3'CD25") a été mesuré dans les poumons (B)
et la rate (C). N = 6 souris PBS (rond blanc), anti-IL-2 (carré blanc), IL-2 low (carré noir), IL-2
Cx (triangle noir) et N = 4 souris IL-2 high (rond noir), *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 et ns =
non significatif.

Dans I'objectif d’analyser I'effet de I'lL-2 Cx sur I'expansion direct des Treg, nous avons
au préalable isolé des Treg (CD4"CD25 Foxp3*) et des T CD4" naifs (CD4'CD25 Foxp3) issus de
splénocytes provenant de souris naives congéniques LY5.1. L’injection des Treg et T CD4" naifs
LY5.1 dans des souris receveuses est réalisée en amont des injections des différents composés
(Figure 38A). Les rates des souris receveuses sont ensuite collectées a 6 jours post injection et
la fréquence des Treg LY5.1 est alors mesurée. Nous observons de maniére intéressante, que
I’administration des différents composés n’a aucun impact sur la fréquence des Treg LY5.1
aprés un transfert adoptif de T CD4" naifs LY5.1 (Figure 38B). A contrario, aprés un transfert

adoptif de Treg LY5.1, I'injection de faibles doses d’IL-2 permet d’augmenter la fréquence de
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Treg LY5.1 de manieére significative par rapport aux conditions PBS et anti-IL-2. L'IL-2 Cx et I'IL-
2 aforte dose permettent quant a elles d’augmenter de maniere équivalente la fréquence des
Treg LY5.1 par rapport aux 3 autres conditions (Figure 38B). Ces résultats renforcent ceux
obtenus précédemment concernant I'activité biologique de I'lL-2 Cx avec une induction de
Treg équivalente a I'administration de fortes doses d’IL-2 seule. De plus, nous avons la
confirmation que I'lL-2 Cx permet |’expansion directe des Treg et non pas via la différenciation
de T CD4" naifs en Treg. Les précédents résultats montrent que I'lL-2 Cx posséde une activité
biologique équivalente a I'lL-2 a forte dose, or de fortes doses d’IL-2 peuvent induire un
syndrome de fuites vasculaires conduisant a des cedemes pulmonaires. Il apparait donc
nécessaire d’analyser si I'lL-2 Cx peut elle aussi induire ce syndrome.
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Figure 38 : Mécanisme d’expansion des Treg LY5.1 induit par I'IL-2 Cx. L’effet de I'IL-2 Cx sur
I’'expansion de Treg a été mesuré aprés transfert adoptifs de Treg et de T CD4" naifs issus de
souris congéniques dans des souris naives receveuses (A). La fréquence des Treg LY5.1 aprés
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transfert adoptif de T CD4"naifs LY5.1 (B) et de Treg LY5.1 (C) dans la rate a été mesurée par
cytométrie en flux. N= 5 souris par groupe, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001
et ns= non significatif.

Concernant |'effet dose lié a I'lL-2, notamment a la formation d’cedémes pulmonaires
suite au syndrome de fuites vasculaires, nous avons mesuré la différence de poids des
poumons des souris aprés injections des différents composés. Les poumons ont été pesé aprés
prélevement puis 24h aprés séchage a I'étuve. La variation de poids permettra de définir la
présence d’infiltrat pulmonaire correspondant a la présence d’cedéemes (Figure 39A). Les
souris ayant recu des injections de PBS, d’anti-IL-2, d’IL-2 low et d’IL-2 Cx présente des pertes
de poids au niveau des poumons équivalentes, tandis que les souris ayant été injectée avec
I'IL-2 high présentent une augmentation significative de cette perte de poids par rapport aux
autres conditions (Figure 39B). Ces résultats montrent que pour une activité biologique
équivalente, I'lL-2 Cx reste relativement sans danger car elle n’induit pas de syndrome de
fuites vasculaires et donc d’cedemes pulmonaires. Notre IL-2 Cx étant composé d’IL-2 humaine
et d’un anticorps chimérique murin composé de paratopes humains pour I'lL-2, nous pouvons
supposer qu’il pourrait s’avérer efficace dans I'induction de Treg chez ’lhomme avec peu de

risque de toxicité.
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Figure 39 : Evaluation de la toxicité de I'IL-2 Cx dans les poumons. La toxicité pulmonaire
liée au syndrome de fuites vasculaires a été mesuré par pesée des poumons 6 jours aprés
administration des différents composés puis 24h apres séchage des mémes poumons a
I’étuve (A). Le poids perdu aprés séchage correspond a la masse de liquide présente dans les
poumons (B). N = 6 souris PBS (rond blanc), anti-IL-2 (carré blanc), IL-2 low (carré noir), IL-2
Cx (triangle noir) et N = 4 souris IL-2 high (rond noir), *p<0,05 ; **p<0,01 et ns = non
significatif.

[11.2.5. Diminution I"hyperréactivité bronchique et du score histologique lié a I'asthme
allergique aux acariens chez la souris humanisée

Dans l'optique d’évaluer les effets de I'lL-2 Cx sur un systeme immunitaire humain.

Nous avons humanisé des souris de souche NSG-SGM3 avec des progéniteurs CD34" issus de

sang de cordon ombilical humain. Une fois I’"humanisation réussie, nous avons modélisé chez

ces souris un asthme allergique aux acariens, suivi d’un traitement par IL-2 Cx (Figure 26).

L’évaluation de I'hyperréactivité bronchique montre une diminution de la résistance et de
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I’élastance chez les souris asthmatiques traitées par I'lL-2 Cx par rapport aux souris
asthmatiques (11,56 vs 18,27 cmH,0/l/ml, p = 0,0031 et 133,29 vs 240,08 cmH,0/ml, p =
0,0026 respectivement). De plus nous n’observons pas de différences entre la résistance et
I’élastance des souris traitées et celles des souris non-asthmatiques (Figure 40A et B).
L'analyse histologique des poumons révele une hyperplasie des cellules épithéliales
bronchiques, ainsi que d’un infiltrat péri bronchique et péri vasculaire chez les souris
asthmatiques par rapport aux souris non-asthmatiques. En revanche, il est intéressant de
noter une absence d’infiltrat chez les souris traitées par IL-2 Cx malgré une hyperplasie des
cellules épithéliales persistante (Figure 40C). Le score histologique pulmonaire établi selon les
mémes parametres décrit précédemment chez les souris non-humanisées montre une
augmentation de ce score chez les souris asthmatiques par rapport aux souris non-
asthmatiques (5,25 vs 0,75, p<0,0001). Les souris traitées par IL-2 Cx montrent quant a elles
une baisse de ce score histologique vis a vis des souris asthmatiques (3,5 vs 5,25, p = 0,0151),
mais ce score reste néanmoins plus élevé que chez les souris non-asthmatiques (3,5 vs 0,75,

p = 0,0005) (Figure 39D).
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Figure 40 : Evaluation de I'efficacité de I'IL-2 Cx dans un modéle d’asthme allergique aux
acariens chez la souris humanisée. L’hyperréactivité bronchique a été mesuré par FlexiVent®
en analysant les parametres de résistance (A) et d’élastance pulmonaires (B). Les
modifications histologiques ont été évaluée par la réalisation de coupes histologiques (C) et
le calcul d’un score histologique (D). N = 4 souris par groupe, *p<0,05 ; **p<0,01 ;
**¥¥p<0,001 ; ****p<0,0001 et ns = non significatif.

Ces résultats montrent que l'administration d’IL-2 Cx dans un modéle d’asthme
allergique aux acariens chez des souris humanisées permet de réduire I'hyperréactivité
bronchique. Il permet de diminuer également l'infiltrat pulmonaire mais ne semble pas avoir
d’'impact sur les altérations tissulaires telle que I’hyperplasie des cellules épithéliales,
expliqguant un score histologique supérieur aux souris non-asthmatiques. A la vue de ces
résultats chez la souris humanisée, il serait pertinent de regarder a la fois I’évolution des

populations immunitaires innées et adaptatives et si cette évolution est associée a une
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augmentation des Treg. Le dosage des IgE spécifiques de I'allergene est aussi nécessaire pour
évaluer le statut inflammatoire lié a I'asthme allergique. Enfin, I'utilisation de I'lL-2 Cx chez
'homme semble étre une approche thérapeutique prometteuse dans le traitement de

["asthme.

IV.  Discussion générale et perspectives

L'asthme est une pathologie complexe qui reste aujourd’hui un probléme de santé
majeur a travers le monde. Le développement de nouveaux modeles murins d’asthme, ainsi
que I'étude de nombreuses cohortes de patients issues d’essais cliniques nous montrent que
I’'asthme n’est plus uniquement caractérisé par une inflammation purement Th2, mais par une
inflammation hétérogéne impliquant de nombreuses populations cellulaires. Cette
hétérogénéité se traduit par I'expression de nouveaux phénotypes inflammatoires Th2 et non-
Th2 évoluant de I'enfance a I'dge adulte (Wenzel, 2012). Ces nouveaux phénotypes et
endotypes d’asthme poussent la recherche vers le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques.

Le modele d’asthme allergique aigu aux acariens développé par notre équipe se
caractérise par une inflammation mixte Th2/Th17 (Chesné et al., 2015) qui se rapproche au
plus prés de I'asthme allergique sévere des patients. En effet, I'originalité de ce modéle repose
sur la sensibilisation percutanée au niveau des oreilles de la souris avec une solution
contenant de I’'HDM solubilisé dans du DMSO. Des travaux datant de 2007 montrent qu’une
sensibilisation cutanée oriente l'inflammation pulmonaire aprés provocation vers une
réponse de type Th17 (He et al., 2007), expliquant I'obtention d’une réponse mixte Th2/Th17
dans notre modéle. Nous avons depuis lors modifié ce modéle aigu en modéle chronique par
I'ajout de 4 provocations intranasales avec de I’'HDM post sensibilisation. L'objectif étant de
se rapprocher au plus prés du phénoméne d’exacerbations récurrentes retrouvé chez les
patients asthmatiques sévéres (Franzese, 2015).

L'augmentation du nombre de provocations a permis d’obtenir une réponse
inflammatoire mixte Th2/Th17P™%™nae sa rapprochant des asthmes allergiques sévéres 3
infiltrat neutrophilique important (Irvin et al., 2014; Wenzel et al., 1999). Ces asthmes sont
trés peu sensibles a la corticothérapie de par leur composante Th17 et neutrophilique. Dans
notre modele, linflammation éosino-neutrophilique persiste sous I'ajout d’une

corticothérapie, soulignant une potentielle résistance aux corticoides. En effet, I'lL-17 a la
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capacité d’inhiber I'activation du récepteur aux glucocorticoides par I’activation de la sous-
unité B inhibitrice du récepteur aux glucocorticoides (GRB) (Vazquez-Tello et al., 2010, 2013).
La corticorésistance n’est pas dépendante d’une inflammation essentiellement
neutrophilique, certains modéles comportant une inflammation éosino-neutrophilique
présentent également une résistance aux corticoides (Manni et al., 2016). L'ensemble des
caractéristiques présentes dans notre modele suggerent que celui-ci se rapproche au plus des
asthmes allergiques séveres observés en clinique. Néanmoins, I'asthme sévére est surtout
défini par un remodelage bronchique. Comme décrit précédemment dans l'introduction, ce
remodelage est caractérisé par une hypersécrétion de mucus, une altération des cellules
épithéliales et une hyperplasie des cellules musculaires lisses bronchiques. Notre modele
présente des altérations du tissu pulmonaire aprés analyse histologique, notamment une
augmentation de la taille des cellules épithéliales bronchiques. A la vue de réponse Th17
prédominante dans notre modele et du réle de I'lL-17A dans I'hyperplasie et la contraction
des cellules musculaires lisses bronchiques (Chesné et al., 2015; Chiba et al., 2017), il serait
pertinent de mesurer la taille de ces cellules. Il serait également intéressant de mesurer
I'expression des genes MUC2, MUC5AC et MUCS5B. En effet, ces génes permettant les
sécrétion de mucus dans les poumons sont fortement exprimés chez les patients

asthmatiques (Bai et al., 2007; Morcillo and Cortijo, 2006).

L’utilisation d’un modele murin implique néanmoins des limites difficilement évitables.
Comme décrit dans l'introduction, les différences anatomiques et fonctionnelles des voies
aériennes liées a I'espéce sont un des inconvénients majeurs avec |'utilisation de modeles
animaux. De nombreuses études se sont focalisées sur ces différences anatomiques et la
maniére dont celles-ci pouvaient étre palliées. Une des premieres alternatives étant d’utiliser
une culture in vitro de cellules épithéliales bronchiques humaines issues de biopsies de
patients (Wu et al., 1986). Ces cellules perdent cependant leur phénotype épithélial par
dédifférenciation apres plusieurs cycles de culture (Prytherch et al., 2011). Ce phénomeéne a
conduit au développement d’un nouveau systéme impliquant une interface air-liquide (ALI),
permettant le maintien du phénotype épithélial et une étude plus précise des mécanismes
biologiques et fonctionnels de cet épithélium dans I'asthme (Gras et al., 2012, 2017; Pezzulo
et al.,, 2011). Cette modélisation ALl reste cependant limitée au microenvironnement

épithélial et ne prend pas en compte les systtmes immunitaire, musculaire et vasculaire
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impliqués dans la physiopathologie du poumon. La prise en compte de I'ensemble de ces
variables physiologiques et leurs relations s’exprime au travers d’une notion de biologie des
systémes (Ma’ayan, 2017). Cette notion est de nos jours indispensable pour appréhender
I'ensemble des mécanismes et acteurs d’une pathologie, ainsi que pour la conception de
nouveaux traitements. De nouvelles approches tentent de répondre a cette notion,
notamment via la conception d’organoides. Permettant d’obtenir des portions d’organes a
partir de cellules souches pluripotentes induites (iPSC)ou embryonnaires (ECS) (Huch and Koo,
2015; Jung et al.,, 2011). Ces iPSC peuvent étre directement issues de patients afin de
modéliser et étudier les altérations génétiques, cellulaires et physiologiques induites par la
pathologie (Lancaster and Knoblich, 2014; Takebe et al., 2013). De nombreuses approches sur
la conception d’organoides de poumon semblent prometteuses pour I'étude de pathologies

pulmonaires complexes (Barkauskas et al., 2017).

En résumé, nous avons développé a partir de notre précédent modéle d’asthme
allergique aigu, un modele d’asthme allergique chronique capable de mimer une
inflammation mixte et une corticorésistance présentes chez les patients asthmatiques les plus
séveres. Ce modele pourrait contribuer a la création de nouveaux traitements dans I'asthme

sévere et d’en comprendre les mécanismes d’action.

Nos travaux mettent en avant le développement de nouvelles approches novatrices
dans le traitement de I'asthme allergique aux acariens et posent la question de la
compréhension des mécanismes de I'asthme a travers ces différentes approches ainsi que de
sa prise en charge.

La majorité des traitements actuels de I'asthme sont congus pour des patients
présentant un phénotype de type Th2. A I'exception de I'immunothérapie spécifique de
I'allergene, ces traitements cherchent a inhiber la voie de I'inflammation Th2 en bloquant
I’action d’un des acteurs de cette voie. Or, cette restriction de cible revient a considérer
I’'asthme comme une pathologie « simple » dont le court-circuit d’un seul acteur est suffisant
pour inhiber le systéeme inflammatoire. En effet, comme décrit dans l'introduction, les
biothérapies existantes ou en essai clinique, fonctionnent, mais leur efficacité est souvent
limitée par I'’endotype du patient et restent sans effet sur les phénotypes les plus séveres dit

non-Th2.
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Partant de ce constat, nous nous sommes intéressés, non pas aux acteurs responsables
de cette pathologie, mais a ceux lui faisant défaut. L'asthme allergique se caractérise par une
défaillance dans le mécanisme de tolérance immunitaire vis a vis d’antigenes normalement
inoffensifs (Chinthrajah et al., 2016). La tolérance immunitaire est principalement modulée
par les Treg et les cellules dendritiques dites tolérogénes, sécrétant de I'lL-10 (DC-IL-10%)
(Akbari et al., 2001; Akdis et al., 2005). Dans I'asthme, cette absence de tolérance est associé
a un défaut de qualitatif et quantitatif Treg et de DC-IL-10" (Lewkowich et al., 2005; Mamessier
et al., 2008). En effet, une baisse du nombre de Treg a été observée dans les LBA et le sang
périphériques d’enfants asthmatiques, de plus leurs Treg possédaient une capacité
suppressive moindres par rapport aux sujets sains (Hartl et al., 2007). Concernant les cellules
dendritiques, leurs implications dans la pathogénése de I'asthme restent sujettes a diverses
hypothéses. Lambrecht et Hammad font état de I'influence du microenvironnement dans
lequel mature les cellules dendritiques, orientant vers une polarisation plutot pro-
inflammatoire que tolérogéne (Lambrecht and Hammad, 2003). D’un autre c6té, Wills-Karp
estime que le défaut de tolérance des cellules dendritiques provient d’une absence
d’éducation par le microbiote, faisant référence a la fameuse théorie de I’hygieéne (Wills-Karp
et al., 2001). Ces dernieres années, de nombreuse études tendent a concilier ces deux

hypothéses en une seule (Huang and Boushey, 2015; Jatzlauk et al., 2017).

Le rétablissement d’une tolérance via l'induction de Treg est une stratégie adoptée
depuis plusieurs années avec I'ITA. En effet, celle-ci permet le génération de Treg spécifiques
de I'allergene (Akdis et al., 1998) sécrétant de grandes quantités d’IL-10 et de TGF- (Francis
et al., 2003; Jutel et al., 2003). Une variante de I'lITA, appelée immunothérapie peptidique, se
base sur l'utilisation de fragments d’allergénes. Elle permet apreés injection d’un peptide
dérivé de I'allergéne majeur de chat Fed 1 de rétablir une tolérance via une
immunomodulation IL-10 dépendante chez des patients asthmatiques allergiques aux chats
(Campbell et al., 2009). Ces résultats concordent avec 'augmentation de Treg et de DC-IL-10"
associée a une diminution de I'asthme observée chez nos souris allergique aux acariens apres
traitement avec notre peptide dérivé de Der p 2. Notre seconde approche thérapeutique se
basant sur 'utilisation d’'un complexe IL-2/anti-IL-2 montre également une augmentation de
Treg chez les souris traitées avec une réduction de l'asthme, et donc en faveur d'un

rétablissement de tolérance. Néanmoins, la ou les sous populations de Treg impliquées
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restent a définir. En effet, il serait intéressant de regarder la proportion de Treg spécifiques
de l'allergéne induite, notamment les Tr1, une sous population de Treg majoritairement
impliqués dans le mécanisme de tolérance (Akdis et al., 2005). D’autres Treg sont également
impliqués dans cette tolérance : les Treg naturels (nTreg). La diminution de leur fréquence et
de leur activité suppressive a été reportée dans I'asthme allergique chez I’homme (Hartl et al.,
2007). lls sont associés a la suppression de I'HRB, de l'inflammation et du remodelage
(Burchell et al., 2009; Kearley et al., 2008). L'autre intérét d’étudier ces nTreg réside dans leur
relation avec les DC-IL-10". De nombreux travaux étudiant cette relation, montrent que les
DC-IL-10" participent a I'induction de nTreg spécifiques de I'allergénes (Henry et al., 2008; Li
et al.,, 2010). A l'inverse, Taams montre que l'intéraction entre les nTreg et des cellules
dendritiques oriente ces derniéres vers un état tolérogene (Taams et al., 2005). Confirmé par
Lewkowich, montrant qu’une déplétion de nTreg conduit a I'augmentation de cellules
dendritiques pro-inflammatoires dans I'asthme (Lewkowich et al., 2005). Révélant une

potentialisation mutuelle Treg/ DC-IL-10" responsable d’une tolérance immune dans I'asthme.

L’IL-10 produite par les Treg et cellules dendritiques supprime I'activité des cellules T
en bloquant le CD2, CD28 et le co-stimulateur inductible (ICOS) a leur membrane via
I’'homologue 2 de Src (SHP-1)(Taylor et al., 2007). Elle est capable d’inhiber les IgE totales et
spécifiques de I'allergene (Akdis et al., 1998) mais également d’induire la production d’IgG4
(Meiler et al., 2008). L'augmentation d’IgG4 est associée avec le succés de I'ITA (Reisinger et
al., 2005). Cette sous classe d’'immunoglobuline a la capacité de lier I'allergéne avant que celui-
ci ne se fixe sur les IgE, empéchant ainsi la dégranulation des basophiles (Uermdsi et al., 2010;
Wachholz and Durham, 2004). Observant une diminution des IgE spécifiques de I'allergéne
apres traitement par Der p 2.1 et IL-2 C, il serait pertinent de quantifier les taux d’IL-10 et
d’lgG4 présent chez les souris traitées.

dominante 4ssociée & un infiltrat éosino-

La présence d’une inflammation mixte Th2/Th17
neutrophilique dans notre modéle permet d’avoir un apercu plus global de I'efficacité de nos
traitements. L'utilisation du peptide Der p 2.1 et de I'lL-2 Cx nous permet de réduire
I'inflammation Th2 dans notre modéle d’asthme. De maniére plus inattendue, ces traitements
permettent également de réduire la neutrophilie et la production d’IL-17A. Ces deux

composantes forment la béte noire des immunologistes et des pneumologues dans la
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conception de traitements et la prise en charge des patients. En effet, comme décrit
précédemment I'lL-17A et la neutrophilie sont en partie responsables du phénomeéne de
corticorésistance. La difficulté de conception de nouveaux traitements contre des asthmes
non-Th2 réside dans la diversité des acteurs participant a ce phénotype. En effet, I'activation
des cellules Th17 et leur survie dépend de I'lL-23 (McGeachy et al., 2007). Les Th17 activés
sont en mesure de produire plusieurs cytokines inflammatoires et en particulier I'lL-17A
(Weaver et al., 2006). Cette cytokine est impliquée dans I'induction d’infiltrat de neutrophiles
au niveau bronchique (Oda et al.,, 2005). Chez 'homme, son expression dans les voies
aériennes est corrélée avec la sévérité de I'asthme (Molet et al., 2001). Plusieurs études
montrent que l'activation des neutrophiles est également associée au tabagisme, aux
polluants extérieurs et a l'inhalation d’ozone induisant des dommages a ['épithélium
pulmonaire (Chalmers et al., 2001; McCreanor et al., 2007; Nightingale et al., 1999). De plus,
des asthmes infectieux peuvent également causer une neutrophilie (Wang et al., 2011).
Obtenant des effets inhibiteurs sur la neutrophilie et la production d’IL-17A, il serait
intéressant de mesurer le taux d’IL-23 ainsi que I'impact d’agents polluants sur I'épithélium et

leurs évolutions durant un traitement par Der p 2.1 ou IL-2 Cx.

Le développement de traitements contre les phénotypes d’asthmes non-Th2 se
poursuivent, avec notamment la conception d’anticorps dirigés contre I'axe IL-23/Th17. Parmi
ces candidats nous retrouvons les anti-IL-6, -17, -1 et -23 (Sze et al., 2019). Etant dirigés contre
une cible unique parmi les nombreux acteurs que comptent I'axe IL-23/Th17, nous pouvons
supposer que comme pour les biothérapies anti-Th2, leur utilisation sera restreinte a certains
endotypes non-Th2. En effet, certains pourraient avoir une efficacité dans des asthmes non-
Th2 a composante Th1l7 majoritaire, d’autres sur composante neutrophilique majeure et
certains lors de dommages modérés de I'épithélium bronchique. En revanche, les traitements
gue nous avons développés semblent s’affranchir, chez la souris, des restrictions liées au

phénotypes et endotypes d’asthme et ce grace au rétablissement d’une tolérance.

Il est néanmoins nécessaire d’étre prudent quant aux résultats obtenus. Certes ceux-
ci semblent prometteurs surtout a une époque ou les asthmes sévéres sont un probleme
social et économique majeur. Il ne faut cependant pas perdre de vu que ces résultats ont été

obtenu dans des modeéles murin et humanisés d’asthme allergique ne présentant pas
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I’ensemble des caractéristiques de I’'asthme sévere non-Th2. La poursuite de ces travaux sur
des modeles ex vivo, in vitro et in silico est nécessaire pour la compréhension des mécanismes
impliqués et I'effet de ces traitements sur I'ensemble des composantes du phénotype non-
Th2. Ces données pourraient conduire au développement de futurs essais cliniques

prometteurs.

Ces travaux montrent également que I'asthme, au-dela d’étre une pathologie
inflammatoire hétérogéne, est avant tout le résultat d’un défaut de tolérance immune dont
les origines restent méconnues. Les futurs traitements pourraient a I'avenir cibler les acteurs
responsables de ce défaut de tolérance. Ces traitements pourraient également s’appliquer a
d’autres pathologies respiratoires, telle que la BPCO. En effet, les Treg sont diminuées dans
les parois alvéolaires et les petites voies aériennes des patients BPCO (Chu et al., 2011; Isajevs
et al., 2009) et montrent également un défaut de suppression des T effecteurs (Tan et al.,
2014). Les Treg contribuent également a la réparation de I'épithélium, notamment par la
production d’amphiréguline (AREG) (Arpaia et al., 2015). Les patients asthmatiques et BPCO
sembles posséder un épithélium bronchique plus fragile et moins tolérant vis a vis de certains
antigenes. Ces deux défauts pourraient avoir un lien avec le microbiote car celui-ci se retrouve

modifier dans ces deux pathologies (Chung, 2017; Dima et al., 2019).

Le microbiote joue un réle prépondérant dans la régulation de la réponse immune
(Honda and Littman, 2016) et de la tolérance avec la génération de Treg (Furusawa et al.,
2013). Depuis plusieurs années, un axe intestin-poumon a été mis en évidence. Cet axe permet
une communication entre le microbiote intestinal et pulmonaire par le biais de cytokines,
chimiokines, cellules dendritiques, lymphocytes, etc. Cette communication permet de
maintenir un environnement tolérogene au sein de I'organisme ou un état inflammatoire
général lors de pathologies (Lynch and Pedersen, 2016). Une autre approche serait d’étudier
les différentes voies de sensibilisations. Lors des premiéeres étapes de la vie nous sommes
confrontés a de nombreuses expositions d’antigénes. Ces expositions peuvent étre par voie
cutanées, orales, nasales ou par ingestion. Les barrieres cutanées, intestinales, pulmonaires
et buccales possedent un épithélium dont le maintien de I'intégrité est synonyme de tolérance

(Georas and Rezaee, 2014; Kim and Leung, 2018; McGuckin et al., 2009; Wang et al., 2019). La
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modélisation d’asthme par exposition exclusive d’allergénes par ces différentes voies nous

permettrait d’évaluer quelle voie est la plus susceptible de perdre sa fonction tolérogéne.

Pour finir, I'aspect translationnel avec une application en clinique chez I’homme reste
une perspective majeure dont nous avons tenu compte lors de la conception de nos deux
traitements. En effet, concernant I'lL-2 Cx, celui-ci se compose d’une IL-2 humaine
(Proleukin®) autorisée en clinique, notamment dans le traitement du cancer rénal et du
mélanome (Ahmadzadeh and Rosenberg, 2006) favorisant une utilisation en phase | d’essai
clinique. Néanmoins, le passage en essai clinique se retrouve limité par deux points, dont le
premier réside dans I’anticorps lui-méme. Effectivement, notre anti-IL-2 (1C6) est un anticorps
monoclonal murin possédant des paratopes humains au niveau de ses parties variables
pouvant reconnaitre I'lL-2 humaine. L’administration chez ’'homme d’un anticorps issu d’'une
espéce différente entraine un phénomene d’'immunogénicité, conduisant I'organisme a
engendrer une réponse inflammatoire visant a produire des anticorps dirigés ce « xéno
anticorps », supprimant ainsi son efficacité (Briiggemann et al., 1989). Dans I'asthme qui est
une pathologie inflammatoire chronique, il n’est pas concevable de générer une nouvelle
inflammation pouvant potentiellement aggraver |'état du patient. C'est pourquoi une étape
d’humanisation compléte de I'anticorps 1C6 est nécessaire pour envisager une utilisation
clinique sans risque immunogene. Le second point concerne quant a lui les parametres de
biodistribution et d’élimination de I'lL-2 Cx. L’administration d’un composé complexe souléve
les questions suivantes : quelle est sa répartition au sein de I'organisme (sa biodistribution) ?
et quel est son devenir au cours du temps au sein de I'organisme ?(Glassman et al., 2015). Une
mauvaise répartition du composé et/ou une élimination trop rapide de 'organisme peut
réduire considérablement son efficacité (Kevans et al., 2018). A l'inverse, une mauvaise
répartition associée a une accumulation de composés complexes au cours du temps peut
conduire a des états pathologiques, notamment par une action de trop longue durée sur des
cibles pharmacologiques ou une cytotoxicité (Petersdorf et al., 2013). Ces parameétres sont
actuellement en cours d’évaluation au sein de notre laboratoire.

Concernant I'immunothérapie utilisant le peptide Der p 2.1, celle-ci semble plus a
méme d’étre envisager pour développement thérapeutique chez I’homme. Tout d’abord, le
peptide Der p 2.1 est un fragment de I'allergéne majeur Der p 2. Cet allergéne fait partie de la

composition des différentes formulations existantes de I'l'TA (Moreno Benitez et al., 2015). De
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plus les propriétés hypoallergéniques de ce peptide et |'utilisation a de faibles doses suggerent
une meilleure tolérance par l'organisme, notamment avec une diminution d’effets
secondaires (irritations, cedemes, ...). Raffaela Campana montre également que I'injection par
voie sous cutanée de peptides dérivés d’allergene de bouleau (Bet v 1) chez des sujets non
allergiques prévient de la sensibilisation avec une absence d’effets secondaires (Campana et
al., 2018). Ces données montrent que notre peptide pourrait étre destiné prochainement pour
des essais en clinique humaine. La composante mécanismes d’actions reste néanmoins a
développer pour définir une approche clinique optimale.

Nos deux composés possedent donc de nombreux arguments en faveur d’un passage
thérapeutique chez I’homme, avec néanmoins la nécessité d’une exploration mécanistique

plus aboutie.

En conclusion, ces derniéres années de nombreux traitements ont permis de
révolutionner la prise charge des patients asthmatiques modérés et séveres présentant un
phénotype Th2. L’évolution du diagnostic de I'asthme avec la prise en compte des endotypes
d’asthmes conduit également a une meilleure orientation thérapeutique. Méme si les patients
asthmatiques séveres non-Th2 ne bénéficient a I'heure actuelle d’aucun traitement efficace.
Nos récents travaux montrent que de nouvelles approches thérapeutiques seraient capables
d’agir efficacement sur les composantes non-Th2 des asthmes séveres. Ces résultats
encourageants mettent évidence que le rétablissement d’une immunomodulation efficace est
un des points clés dans la conception de nouveaux traitements visant a s’affranchir des

restrictions thérapeutiques actuelles liées aux phénotypes et endotypes d’asthme.
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disclosed the role of Ca,1.2 a1 in mouse and human Ty2 but not
Tyl cell functions and showed that knocking down Ca,l al
prevents experimental asthma.

Objective: We investigated the role of B and «28 auxiliary
subunits on Ca,1 a1 function in T2 lymphocytes and on the
development of acute allergic airway inflammation.

Methods: We used Ca,p antisense oligonucleotides to knock
down Cayf3 and gabapentin, a drug that binds to and inhibits
«281 and a232, to test their effects on Ty2 functions and their
capacity to reduce allergic airway inflammation.

Results: Mouse and human T2 cells express mainly Ca,1, B3,
and «2382 subunits. Ca,p antisense reduces T-cell receptor—
driven calcium responses and cytokine production by mouse
and human Ty2 cells with no effect on Ty;1 cells. Ca,B is mainly
involved in restraining Ca,1.2 a1 degradation through the
proteasome because a proteasome inhibitor partially restores
the a1 protein level. Gabapentin impairs the T-cell receptor—
driven calcium response and cytokine production associated
with the loss of a282 protein in Ty2 cells.

Conclusions: These results stress the role of Ca,p and 282
auxiliary subunits in the stability and activation of Ca,1.2
channels in T2 lymphocytes both in vitro and in vivo, as
demonstrated by the beneficial effect of Ca,8

antisense and gabapentin in allergic airway inflammation. (J
Allergy Clin Immunol 2018;142:892-903.)

Key words: Asthma, Ty2, voltage-gated calcium channel 1, calcium,
cytokines

Allergic diseases, including rhinitis, atopic dermatitis, asthma,
and food allergies, are induced by T2 lymphocytes. Ty2-type
responses are characterized by production of IL-4, IL-5, and
IL-13, which contribute to mucus production, eosinophilia, and
high levels of antigen-specific IgE. At present, treatments for
allergic asthma are often symptomatic, even if in some cases
specific allergenic immunotherapy and treatments targeting
the cytokines (or their receptors) involved in type 2
inflammation can be beneficial.'” The main immunosuppressants
(eg, cyclosporine and tacrolimus) have also been proposed for
use in patients with severe asthma resistant to glucocorticoids.
However, because they decrease the activity of T cells and therefore
the overall immune response by acting on calcium signaling, they
have adverse effects.

Calcium is a second messenger that plays specific and key roles
in various cellular functions, such as activation, differentiation,
proliferation, and death. The role of store-operated Ca>* entry
is well described, implicating the sensing of T-cell receptor
(TCR)—driven endoplasmic reticulum (ER) Ca** depletion by
stromal interaction molecule 1, its oligomerization, and its
localization in the vicinity of calcium release—activated calcium
modulator 1 (ORAIl) channels at the plasma membrane,
permitting sustained ca®* entry.“

In addition to these channels, the role of voltage-gated calcium
channel (Cay) 1 channels (defined as voltage activated in excitable
cells) in T lymphocytes is now acoepted.J"[ !

In excitable cells, Ca,l channels are composed of the
ion-forming pore «l and auxiliary B and «2d subunits, with
each subunit being encoded by 4 genes. Ca,l.1 to Ca,1.4 al
form the ion pore and support the biophysical and pharmacologic
properties of the channel,'”'* whereas auxiliary B and «2d
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Abbreviations used
BAL: Bronchoalveolar lavage
[Ca®>"];: Intracellular Ca>™ concentration
Ca,: Voltage-gated calcium channel
Ca,BAS: Ca,B antisense
Ca,BS: Ca,B scrambled
CRTH2: Chemoattractant receptor-homologous molecule expressed
on Ty2 cells
ER: Endoplasmic reticulum
HPRT: Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
ORAI1: ORAI calcium release—activated calcium modulator 1
OVA: Ovalbumin
TCR: T-cell receptor

subunits increase Ca, currents by enhancing the number of
channels at the cell membrane and favoring channel opening.'”"”
Ca,8 would act by facilitating the correct folding of al and
promoting its exit from the ER,” whereas Ca,a2 increases
insertion of the channel into the cell membrane by favoring the
trafficking of the channel from the post-Golgi apparatus and
decreasing its turnover.”' >

While Ca,B2 deletion™ inhibited thymocyte development,
Ca,f3 and Ca,4 were found to be important for calcium influx,
nuclear factor of activated T cells (NFAT) nuclear translocation,
and cytokine production by peripheral CD4* T lymphocytes.
Previously, we reported that Ca, 1.2 was expressed and functional
in human and mouse T2 cells.””* In contrast, Ty;1 and Ty17
lymphocytes in both species lacked Ca,1.2 expression.

Here we address whether Ca, auxiliary subunits are required
for channel functions in Ty2 lymphocytes. We show that
Ca,Bl1, Ca,B3, and «2d2 subunits are expressed in mouse
and human Ty2 cells. Knocking down Ca, promoted
degradation of Ca,l1.2 a1, which was at least partly rescued
by adding MG 132, a proteasome inhibitor, whereas gabapen-
tin, an inhibitor of a281/2 subunits, decreased a232 protein
levels in Ty2 lymphocytes. In both cases, it was associated
with a decreased TCR-dependent intracellular Ca®>* concentra-
tion ([Ca“]i) increase and Ty2 cytokine production. In
accordance with our in vitro results, targeting either Ca,f or
@238 in vivo was beneficial in a model of acute allergic airway
inflammation.

METHODS
More details are provided in the Methods section in this article’s Online
Repository at www jacionline.org.

Mice and model of acute airway allergic
inflammation

Eight- to 12-week-old female BALB/c mice were obtained from Janvier
(Le Genest St Isle, France), and TCR ovalbumin (OVA) transgenic DO11.10
mice were maintained in our pathogen-free animal facility. The INSERM
U1043 Institutional Review Board for animal experimentation approved
protocols. BALB/c mice immunized intraperitoneally with OVA (100 pg) in
alum (2 mg) were 15 days later administered intranasal OVA (50 pg/d) in PBS
for 5 days, as previously described,” with or without Ca, scrambled (Ca,8S)
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or Ca,f antisense (Ca,BAS) oligonucleotides (200 pg/d) or gabapentin
(400 mg/L in drinking water) that was renewed every other day.” For Ty2
transfer experiments, BALB/c mice (Janvier) were transferred intravenously
with 3 X 10° DO11.10 Ty2 cells transfected with Ca,8S or Ca,BAS and
given intranasal OVA (50 pg/d) for 5 days. Twenty-four hours after the final
OVA administration, serum, bronchoalveolar lavage (BAL) fluid, lungs, and
draining lymph nodes were collected and processed, as described in the
Methods section in this article’s Online Repository.

Cell culture

Mouse Tyl and Tu2 cells were generated by weekly stimulation of
DOI11.10 CD4™ T cells with antigen-presenting cells and the 323-339
OVA peptide plus appropriate differentiation cocktails: IL-12 (5 ng/mL) and
anti-IL-4 antibody (11B11, 10 pg/mL) for Tyl and IL-4 (5 ng/mL) and
anti-IFN-y antibody (XMG1.2, 10 pg/mL) for T2. PBMCs were obtained
from Etablissement Francais du Sang, and all human participants
provided written informed consent. Human memory chemoattractant
receptor-homologous molecule expressed on Ty2 cells (CRTH2)™ CD4™
T and human Ty1 cells were obtained and expanded, as previously reported.”
Cells were transfected with 8 pmol/L oligodeoxynucleotides (Eurogentec,
Angers, France) by using TurboFect transfection reagent (Fermentas,
Waltham, Mass) and collected 3 days after transfection.

Single-cell calcium imaging

Single-cell calcium imaging was done, as previously described,”” in cells
loaded with Fura-2 AM before and after stimulation with biotinylated
anti-CD3 cross-linked with streptavidin or anti-CD3/CD28—coated beads
(1 bead per cell) for mouse or human T cells, respectively.

Confocal microscopy

Cells were stained with anti-CD2 rat IgG antibody (Abcam, Cambridge,
United Kingdom) or anti-a282 rabbit antibody (Alomone Labs, Jerusalem,
Israel) fixed, permeabilized and the Ca, channel subunit staining was
performed by using anti-Ca,l.2 mouse 1gG,, (NeuroMab, Davis, Calif),
anti-Ca,f1 (Alomone Labs), or anti-Ca,3 rabbit IgG (Santa Cruz Labs,
Santa Cruz, Calif).

Real-time quantitative PCR

RNA was extracted with the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
Reverse transcription was performed with SuperScript III Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, Calif), and mRNA transcripts were
measured by using real-time quantitative PCR with a LightCycler 480
Instrument (Roche, Mannheim, Germany).

Immunoblotting

Tyx2 lymphocytes or brain cells were lysed in RIPA buffer containing
protease inhibitors (Roche), and 30 pg per lane for T-cell extracts and
10 g per lane for brain lysate were submitted to immunoblotting.

ELISA

For in vitro cytokine assays, 5 X 10* Tyl and Tx2 cells were seeded onto
plates coated with anti-CD?3 antibodies (3 pg/mL) and stimulated with soluble
anti-CD28 antibodies (1 pg/mL). Supernatants were collected 24 hours later.
For in vivo IgE assays, sera were isolated from blood collected into the mouse
retro-orbital sinus. Cytokine and immunoglobulin levels were quantified by
using the sandwich ELISA method.

Statistical analysis
Groups were compared by using the paired or unpaired ¢ test as needed with
GraphPad Prism software (GraphPad Software, La Jolla, Calif).
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RESULTS

Knocking down Ca,p subunits decreases cytokine
production induced by TCR engagement in mouse
and human Ty2 cells

Murine Ty2 cells expressed principally Ca,81 and Ca,f3
transcripts (Fig 1, A), as did human Ty2 cells.” The proteins
Ca,B1 and Ca,B3 were detected by Western blotting with the
same apparent molecular weights as the control neuronal forms
(Fig 1, B) and by immunofluorescence (see Fig El, A and B, in
this article’s Online Repository at www.jacionline.org). Although
Tyl cells did not express Ca,a 1 subunits, they did express Ca,81
and Ca,33 at both the transcriptional (Fig 1, A) and protein levels,
with lower amounts compared with those in T2 cells (see Fig E1,
A and B).

To investigate whether B subunits were important for Ty2
functions, we used antisense oligonucleotides targeting the
4 Ca,B subunits in mice and human subjects.”’ Transfection of
mouse Ty2 cells with Ca,BAS decreased the amount of Ca,1
and Ca,@3 subunits by Western blotting (see Fig E1, C and D)
and by immunofluorescence (see Fig El, E and F), with
no effect on expression of ORAII, a calcium channel important
for T-cell function (see Fig El, C and D). Ca,BAS
decreased IL-4, IL-5, and IL-13 production by 50% to 70% in
mouse Ty2 cells compared with Ca,BS-transfected Ty2 cells
(Fig 1, C) without any effect on IFN-y production by Tyl cells
(Fig 1, D).

Human memory Ty2 cells were selected based on expression of
the cell membrane marker CRTH2 and were expanded with
anti-CD3/anti-CD28—coated beads in the presence of IL-4 and
IL-2. Transfection of human Ty2 lymphocytes with Ca,BAS
reduced the amount of Ca,f subunits at the mRNA level (see
Fig E1, G) associated with significant diminution of Ty2 cytokine
production (Fig 1, E) without any effect on IFN-vy production by
human Tyl cells (Fig 1, F).

Knocking down Ca B subunits diminishes TCR-
driven calcium response in mouse and human Ty2
cells

To show that Ca,8 subunits play a role in Ca*>* signaling of Ty2
cells, we analyzed the TCR-driven [Ca2+]i increase at the single-
cell level. Mouse Ty2 cells transfected with Ca,BAS displayed a
decreased and delayed calcium response compared with cells
transfected with Ca,BS (Fig 2, A). Indeed, Ca,BAS-transfected
Ty2 cells presented a significantly reduced area under the curve
compared with control Ty?2 cells (Fig 2, B). A significant number
of Ca,BAS-transfected T2 cells (21% * 5%) did not show any
increase in [Ca“]i levels after TCR stimulation, whereas most
control Ty2 cells (98% * 2%) did (P < .005). Moreover, among
responsive cells, Ca,BAS-transfected Ty2 cells had a delayed
calcium response compared with control cells (Fig 2, C).
However, ionomycin application at the end of the experiment
induced a similar [Caz*]i increase in Ty2 cells, irrespective of
whether they were transfected with Ca,8S or Ca,fAS
(Fig 2, A), indicating that Ca,BAS did not affect loading with
the Fura-2 probe.

Ca,BAS had the same effect on the TCR-driven [Ca®*);increase
of human Ty2 lymphocytes with a delayed and reduced [Ca®*]; in-
crease (Fig 2, D-F). Conversely, transfection of mouse (see Fig 2,
G-I) or human (Fig 2, J-L) Ty1 cells with Ca,BAS had no effect on
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FIG 1. Ca BAS diminishes cytokine production in mouse and human T2 but not in Ty1 cells. A and B,
OVA-specific DO11.10 Ti2 and Ty1 cells were tested for Ca,p at the transcript (n = 4; Fig 1, A) or protein
level (Fig 1, B). C-F, Mouse DO11.10 T2 (Fig 1, C), mouse Ty1 (Fig 1, D), human CRTH2" (Fig 1, E), or
human Ty1 (Fig 1, F) cells were transfected with Ca,S or Ca,8AS for 72 hours, then stimulated for 24 hours
with anti-CD3/C28 antibodies, and cytokine production was measured. Each pair represents a
separate experiment in Fig 1, C and D, and a donor in Fig 1, Eand F. *P < .02, **P < .01, ***P < .005, and

**%*P<.001.

the shape and the amplitude of the calcium response induced by
TCR stimulation, which is in agreement with the lack of an effect
of Ca,BAS on IFN-y synthesis by Tyl cells (Fig 1, D and F).

An inhibitor of the proteasome protects the Ca,1.2
a1 subunit from degradation in the absence of Ca,8
but does not restore cytokine production

One possible role of Ca,f subunits could be to prevent Ca,1.2
degradation by the proteasome.zx In agreement with this
hypothesis, we showed that transfection of Ty2 cells with
Ca,BAS did not affect levels of Ca,1.2 al transcripts (Fig 3, A)
but strongly reduced the amount of Ca,1.2 al protein in
mouse (Fig 3, B and C) and human (Fig 3, D and E) cells. The
proteasome inhibitor MG132 had no effect on amounts of
Ca,B1 (Fig 4, A) and Ca,B3 (Fig 4, B) proteins, but it partially
restored Cayl.2 al protein expression in murine Ty2 cells

(Fig 4, C). Analysis of colocalization of Ca,l1.2 a1l with CD2
used as a cell membrane marker shows that Ca,BAS decreases
the amount of protein localized at the cell membrane, which
was partially restored by MG132 (see Fig E2 in this article’s
Online Repository at www.jacionline.org). However, MG132
treatment did not allow restoration of cytokine production by
Ty2 cells transfected with Ca,BAS (Fig 4, D), suggesting that
the Ca, subunit could also contribute to regulate channel
function, as previously reported.z""‘l

Intranasal delivery of Ca,BAS alleviates
Ty2-dependent airway inflammation

With the goal to investigate the role of Ca,f in vivo, we
evaluated whether Ca,BAS modified the course of allergic airway
inflammation. Immunization with OVA in alum followed by
inhalation of OVA (Fig 5, A) triggered Ty2-dependent airway
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FIG 3. Knocking down Ca,p subunits decreases Ca,1 a1 expression in mouse and human Ty2 cells. Cells
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sections is quantified in Fig 3, C and E. One representative experiment of 3 is shown. ****P < .001.

inflammation marked by predominant eosinophil infiltration (Fig
5, B). Cay,BAS administration decreased strongly the content of
inflammatory cells in BAL fluid, including eosinophils and lym-
phocytes, compared with that seen in control mice treated or not
with Ca,BS (Fig 5, B). Consistently, histologic examination of
lung tissues showed that Ca,BAS administration inhibited
inflammatory infiltrates (Fig 5, C, and see Fig E3, A, in this
article’s Online Repository at www jacionline.org). This
protection was associated with defective Ty;2 responses, as shown
by the dramatic reduction in serum IgE concentration (Fig 5, D)
and the reduced synthesis of IL-4, IL-5, and IL-13 by
OVA-stimulated T cells from lung draining lymph node cells
(Fig 5, E). In accordance with the effects of Ca,BAS on
airway inflammation, mice displayed reduced airway
hyperresponsiveness (see Fig E4 in this article’s Online

Repository at www.jacionline.org). Interestingly, CD4" T cells
infiltrating the lungs in Ca,BAS-treated mice expressed reduced
amounts of Ca,1.2 al proteins compared with CD4™ T cells
from mice treated with Ca,BS (see Fig E3, B-D), suggesting
that Ca,3 was required for the maintenance of Ca,1.2 a1 protein
expression in lung-infiltrating CD4 ™ T cells, as shown for Ty;2
cells in vitro.

To investigate whether Ca,3 expression in Ty2 cells was
necessary and sufficient to control allergic asthma, we transferred
OVA-specific TCR transgenic DO11.10 Ty2 cells transfected
with Ca,BAS or Ca,fS in mice that were then challenged
with intranasal OVA (Fig 6, A). Ca,BAS- and Ca,S-transfected
Tw2 cells localized equally well in the lungs (Fig 6, B). However,
Ca,BAS-transfected T2 cells had reduced ability to promote the
T2 response on airway challenge, as shown by the reduction in

<

FIG 2. Knocking down Ca, subunits reduces the TCR-driven [Ca]; increase in mouse and human T2 cells
without any effect on Ty 1 cells. Mouse DO11.10 T2 (A-C), human CRTH2* (D-F), mouse Ty 1 (G-l), or human
Tu1 (J-L) cells were transfected with Ca,BAS or Ca,BS and loaded with Fura-2 AM. The fluorescence ratio at
340- and 380-nm excitation wavelengths was recorded at the single-cell level before and after TCR
stimulation; ionomycin (iono)was added at the end of the experiment. Results in Fig 2, A, D, G, and Jare
expressed as the mean of at least 30 cells, and bars represent SEMs. The area under the curve between
the time of stimulation and the time at which ionomycin is added is shown in Fig 2, B, E, H, and K. The
time of response (delay between stimulation and the time showing an increase in ratio over the mean ratio
plus 1SD recorded before stimulation) is shown in Fig 2, C, F, I, and L. One representative experiment of4 to
6 is shown. ****P< 001.
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FIG 4. MG132 partially restores Ca,1.2 a1 in T2 cells knocked down for Ca,p without an effect on T2
cytokine production. Mouse DO11.10 Ty2 cells were transfected with Ca,pS or Ca,8AS for 48 hours before
addition of MG132 (0.5 wmol/L) or vehicle for an additional 24 hours. Cells were then recovered and
analyzed by immunofluorescence (A-C) or stimulated for 24 hours with anti-CD3/C28 antibodies (D). A-C,
Tu2 cells were labeled with anti-Ca,B1 (Fig 4, A) anti-Ca,p3 (Fig 4, B), or anti-Ca,1.2 a1 (Fig 4, C) mAbs.
Immunofluorescence was summed over all Z-sections. Results are expressed as the mean of 50to 200 cells.
Bars represent SEMs. One representative experiment of 3 is shown. D, Cytokine production was measured
by ELISA. Results are expressed as the mean of 4 experiments, and bars represent SDs. *P< .05, **P<.01,

and ****P<.001.

lung inflammation (Fig 6, C and D, and see Fig E3, E), the lower
serum IgE concentration (Fig 6, E), and the impaired Ty2
cytokine production after recall of antigen-specific draining
lymph node T cells with OVA (Fig 6, F). This was not associated
with a shift toward a Ty 1 response, as shown by the similar [FN-y
production by OVA-stimulated draining lymph node cells from
both groups (Fig 6, F).

Gabapentin, an inhibitor of Ca,«28, impairs T2
function and reduces allergic airway inflammation
Mouse Ty2 cells expressed mainly Ca, o282 (Fig 7, A), as
did human T2 cells.” Blotting and probing Ty2 cell or brain
lysates with anti-a232 antibodies showed similar bands of
around 140 kDa (Fig 7, B). To investigate the role of a2d in
Ca,l-dependent Ty2 function, we used gabapentin, a ligand
binding to Ca, a28] and «2d2 but not to the other o2

subunits.”> Chronic in vitro treatment with this drug is known
to inhibit Ca, cuments. Accordingly, treatment of Ty2 cells
with gabapentin for 72 hours decreased and delayed the
TCR-driven calcium response (Fig 7, C), as shown by
quantification of the area under the curve and time of response,
respectively (Fig 7, D and E). This decrease in calcium
signaling was associated with reduced Ty2 cytokine
production (Fig 7, F). However, gabapentin had no effect on
calcium response and IFN-y production in Tyl lymphocytes
(see Fig ES5 in this article’s Online Repository at www.
jacionline.org).

Because gabapentin was reported to induce loss of the Ca,2
complex at the cell membrane,”*** we tested its effect on
Ca,1.2 protein expression in Ty2 cells. The amount of «232
protein was strongly reduced in gabapentin-treated T2 cells
(Fig 7, G, and see Fig E6 in this article’s Online Repository at
www jacionline.org), with no effect on Ca,l.2 expression
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FIG 5. Ca,BAS administration strongly diminishes allergic airway inflammation. A, BALB/c mice were
immunized with OVA in alum and challenged 15 days later with intranasal OVA only or OVA plus scrambled
Ca,p (Ca,BS) or OVA plus Ca,$ antisense (Ca,BAS) every day for 5 days. i.p., Intraperitoneal. B, Number of
cells in BAL fluid. C, Hematoxylin and eosin-stained sections from mice were scored on a 0- to 12-point
scale. D, Serum IgE concentrations were measured at the time of death. E, Mediastinal lymph nodes
were collected, cell suspensions were recalled for 72 hours with OVA, and cytokine production was
measured by ELISA. Results in Fig 5, B-E, are means of 5 mice and representative of 2 independent

experiments. *P< .05, **P< .01, and ****P < .001.

(Fig 7, H, and see Fig E6). Moreover, Bafilomycin Al, an
inhibitor of the vacuolar H* ATPase that inhibited acidification
and protein degradation in lysosomes, partially restored
the amount of 282 in gabapentin-treated Ty2 lymphocytes
(Fig 7, G, and see Fig E6), demonstrating that gabapentin targeted
@232 in lysosomes for its degradation.

We then examined the effect of gabapentin administration on
the development of allergic airway inflammation (Fig 8, A).
Administration of gabapentin during OVA challenge partially
reduced airway inflammation, as shown by the reduction in the
number of inflammatory cells, including eosinophils in BAL fluid
(Fig 8, B) and histologic examination of lung sections (Fig 8, C
and D). Expression of Ty2 cytokines and mucins Sac and 5b,
which are the major components of mucus in the lungs,* was
decreased in the lungs of gabapentin-treated mice (Fig 8, E),
supporting a beneficial effect of gabapentin on Ty2-mediated
inflammation.

DISCUSSION

Previously, we reported that knocking down Ca,1.2 and Ca,1.3
al subunits in Ty2 cells impaired their functions and protected
against asthma.” These subunits are voltage-gated calcium

ion-forming pores in excitable cells. However, we and other
groups showed that they are not voltage gated in lymphocytes.
We then investigated whether auxiliary subunits, such as Ca,
and Ca,a2d, are required for Ty2 cell functions and can be
targeted beneficially in acute allergic airway inflammation. Our
results now show that (1) knocking down Ca,3 expression with
Ca,BAS designed to target the 4 B-subunits reduces the
TCR-driven [Caz+]i increase and Ty2 cytokine production by
mouse and human Ty2 cells while sparing Tyl cell responses;
(2) this is associated with the loss of Ca,l.2 al protein,
which can be partially overcome by a proteasome inhibitor;
(3) intranasal delivery of Ca,BAS strongly diminishes
Ty2-mediated immunopathology in a model of acute allergic
airway inflammation; and (4) the Ca,a231/2 inhibitor gabapentin
impairs calcium signaling and reduces OVA-induced asthma.
Although Ca 3 can regulate calcium signaling independently
of al by limiting inositol 1, 4, 5-triphosphate generation in
pancreatic cells,’® this is unlikely in Ty;2 cells because knocking
down Ca,f3 decreases and not enhances [Ca®*;level. In addition,
Ca,BAS does not affect the calcium signal in Tyl cells that
express Ca,33 but no Ca,1 «l subunits. Moreover, our results
favor a role of Ca,f related to its interaction with Ca,l al, as
supported by the loss of expression of Ca,1.2 al in Ty2 cells

153



900 ROSAET AL

J ALLERGY CLIN IMMUNOL
SEPTEMBER 2018

A = c
20 oTh2 SB 257
Inhalation: ~ *Th2ASp = o Th2Sp
Ova § 15 o 2.0, —_— m Th2 ASB
Z o° - N
D7 2w \ S 15,
D2toDs  sactifice 8 5] o = b
2 o ° =
z 5 - 3 1.04
S E - =
5 s ;
| ‘§ -:- Z 0.5
Ca,f AS Th2 Z
0 0l
CD3* KJ1.26% Total FEosino Macro Lympho Neutro
E F
127 ~ 3 3 12 103
P = * e i
) 090
o = ° °
2 o0 s _ . o .
g% 27 1 - Bl Y s
2 )
g 3 ? ¢ . Z6 ° . £ .
g} o " 8 ° “w « - E
é 4 . ';l) 1] =1 . = —_— =01 )
E - —_— D ———
£ 0% "
5 —tem— .
0 “ o - o 0.01
Th2Sp  Th2 ASP Th2SB  Th2ASP Th2Sp  Th2ASP T2 Sp Th2ASP Th2Sp  Th2ASB

FIG 6. T2 cells transfected with Ca,BAS have impaired ability to induce type 2 airway inflammation. A, T2
cells transfected with Ca,8S or Ca,BAS were injected into BALB/c mice given intranasal OVA. iv.,
Intravenous. B, Lung-infiltrating cells were purified and analyzed by means of flow cytometry to enumerate
CD3"* and CD3*KJ1.26" cells. C, Inflammatory cells were enumerated in BAL fluid. D, Lung sections were
scored for inflammation. E, Serum IgE concentrations were measured at the time of death. F, Lung draining
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mice. *P< .05, **P < .01, and ***P< .005.

transfected with Ca,BAS. In Ty2 cells, Ca, prevents the
degradation of Ca,l1.2 al, which is consistent with findings
showing that B1b or 2a might be required for Ca,1.2 or
Ca,2.1 al protein expression.”*”” Surprisingly, transfection of
ventricular myocytes with the same Ca,BAS we used in our
study resulted in Ca,l «l sequestration without increased
cardiac Ca,1.2 al degradatjon.” This apparent discrepancy
could be related to differences in Ca,f3 subunit equipment
and/or regulation in these cell types. Along this line, it has
been shown that the absence of Ca,4 resulted in
decreased expression of Ca,l.l but not Ca,l.2 al protein in
CD4™ T cells.”

Two mechanisms have been proposed to explain how Ca, can
protect the al subunit from degradation. First, interaction of 2
with Ca,1.2 al might limit degradation of the channel in
lysosomes.”” Second, interaction of B1 or B2 with Ca,1.2 or
Ca,2.2 al prevents al being addressed to and degraded by the
proteasome.”®*” This second mechanism is in agreement with
our data in Ty2 cells. Indeed, we show that knocking down
Ca,B diminished the total amount of endogenous Ca,l1.2 al,
which was partially restored on proteasome inhibition in Ty2
cells. Whether B subunits are also required for the export of a1
subunits to reach the cell surface is controversial.”***
Knocking down Ca,p resulted in lower expression of Ca,1.2 al
at the cell membrane, which was restored in part by the
proteasome inhibitor, indicating that Ca, was not absolutely

required for the channel to exit from the ER or that the remaining
Ca,B subunits were sufficient to promote trafficking of the
channel at the cell membrane. The absence of Ca,f3, even in the
presence of proteasome inhibitor, did not allow restoration of
cytokine production by Ty2 cells, which could be due to the
incomplete restoration of Ca,1.2 al and/or a role of Ca,3 on
function of the channel at the cell membrane.

Mouse Ty2 cells express predominantly both Bl and B3
subunits, as do human Ty2 cells.” It was reported previously
that the B1 variant preferentially interacts with Ca,l.1 «al,
allowing interaction of Ca,1 with ER-localized type 1 ryano-
dine receptors’' and leading to calcium depletion in the ER.
It would be interesting to investigate the respective roles of
Ca,B1 and Ca,f3 in Ca,l.2 function. Interestingly, Ca,3 can
interact with G proteins, scaffolding proteins,*” and especially
AHNAK, which might be required for plasma membrane local-
iZﬂ[iO:’l; of the channel, as described for Cayl.1 al channels in T
cells.™

We found predominantly «282 at the mRNA levelin Ty2 cells.
We also detected the protein by using Western blotting with the
same apparent weight as in neurons and by means of
immunofluorescence. Nerve injury can be responsible for chronic
pain caused by «2dl overexpression in injured sensory
neurons.”"*” Gabapentin is beneficial because this drug, which
binds to a23] and a2d1 but not the other a2d isoforms,”*
might decrease expression of Ca,2 channels at the cell
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FIG7. Gabapentin (gaba), an inhibitor of Ca,«28 auxiliary subunits, reduces calcium signaling and cytokine
production by mouse Ty2 cells. A, Mouse DO11.10 T2 cells were analyzed for expression of «28 transcripts
(n = 4). B, T2 and brain (positive control) lysates were blotted and stained with anti-«252 antibodies. /B,
Immunoblotting. Tx2 cells were preincubated with gabapentin (1 mmol/L) for 72 hours in Fig 7, C-H. C-E,
Cells were then loaded with the calcium probe Fura-2 AM, and the fluorescence ratio at 340- and 380-nm
excitation wavelengths was recorded at the single-cell level. Results are expressed as the mean of at least
50 cells, and bars represent SEMs. Fig 7, Dand E, show, respectively, the area under the curve and the time
of response for each cell defined as in Fig 3. Data are representative of 3 experiments. F, T2 cells were
stimulated in the presence or not of gabapentin for an additional 24 hours with anti-CD3/anti-CD28
antibodies. Cytokine content was then measured. G and H, T2 cells were incubated or not with bafilomycin
(bafilo; 0.5 pmol/L) for the last 24 hours. Cells were stained with anti-«282 (Fig 7, G) or anti-Ca,1.2 «1
(Fig 7, H) antibodies. Immunofluorescence was summed all over the Z-stack sections. One representative
experiment of 2 is shown. **P< .01, ***P< .005, and ****P< .001.
membrane, >+ leading to a reduction in Ca, calcium currents.  marked effect on Ty2 functions, airway inflammation, and

However, the authors did not report an effect of gabapentin on the
total amount of 28 and Ca, al subunits. Unexpectedly, Ty2 cells
treated with gabapentin show reduced total amounts of «232,
which are restored by an inhibitor of the vacuolar H* ATPAse.
This suggests that gabapentin favors «a2d2 degradation in an
acidic compartment, such as lysosomes. Along this line,
gabapentin was shown to prevent recycling of «282 from
Rab11-positive recycling endosomes to the plasma membrane.*’
We show here that gabapentin neither affects the total amount of
Ca, 1.2 protein norits localization at the plasma membrane in Ty2
cells. However, the calcium response was decreased on TCR
activation, suggesting that a2d2 can contribute to the function
of Ca,1.2 al, as described for a281.** Altogether, our results
obtained with gabapentin and knockdown of Ca,f in the presence
of MG132 indicate that the level of Ca,1.2 al is not the only
parameter limiting the calcium response and suggest that both
auxiliary subunits are required in addition to Ca,1.2 al for Ty2
functions.

Altogether, these data stress the role of auxiliary subunits
(Ca,p and a2d) in Ca,1.2 channel function in T2 cells and show
that the auxiliary subunits of Ca,l channels represent potential
new therapeutic targets in allergy. Consistently, Ca,8AS has a

hyperreactivity. CD4* T cells infiltrating the lungs express the
Ca,1.2 al channel, and this expression is diminished in mice
during Ca,BAS treatment, suggesting that Ca,8AS acts in a
similar way in vitro and in vivo. Chronic administration of
gabapentin decreased Ty2 functions and inflammation. Because
Ca,BAS and gabapentin act in different ways to decrease Ca>*
signaling and Ty2 function, it is tempting to propose a
combination of drugs targeting Ca,f and Ca,a23. In that respect,
gabapentin is already used for the treatment of chronic cough,*’ a
symptom that is currently found in asthmatic patients.
Interestingly, peptides stapling the Ca, al domain interacting
with Ca,f subunits and shown to inhibit Ca, functions have
been recently described’” and could be tested for their efficacy
in allergic diseases.
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METHODS

Oligonucleotide sequences

The sequences for Ca,BS (5'-gaagtaggtcttggtggtgg-3") and Ca,BAS
(5'-accagccttccgatecaccagtcatt-3’;  Eurogentec) were chosen from Bichet
et al.”' Ca,BAS has 92% complementarity to mouse or human B1 and B3
mRNA.

Model of acute allergic airway inflammation

BAL fluid was collected, and the content in inflammatory cells was
determined, as previously described.™ Lung tissue was fixed in 10% buffered
formalin for 24 hours and then placed in 70% ethanol before embedding in
paraffin. Sections (4 um) were stained with hematoxylin and eosin. Histologic
disease scores of 0 to 3 were attributed based on the severity of peribronchial,
perivascular, and interstitial immune cell infiltration and thickening of
peribronchial epithelium, resulting in a maximum score of 12. Lung draining
lymph nodes were harvested, and 2 X 10° cells were stimulated with OVA
(100 pg/mL) for 3 days. Cytokine concentrations were measured in
supernatants by means of ELISA. In some experiments CD4™ T cells were
purified from the lungs, stained with anti-Ca,1.2 antibodies, and analyzed
by using confocal microscopy.

Airway hyperresponsiveness

Anesthetized and ventilated mice were connected through an endotracheal
cannula to a whole-body plethysmograph for ventilation (Emka Technologies,
Paris, France). After initiating mechanical ventilation, the mouse was
paralyzed with an intraperitoneal injection of 0.1 mL of a 10 mg/mL solution
of rocuronium bromide. The animal was ventilated at a respiratory rate of
150 breaths/min and a tidal volume of 10 mL/kg against a positive
end-expiratory pressure of 3 cm of H,O. Then mice were exposed to
increasing doses of methacholine aerosol generated through a nebulizer
containing 0 to 20 mg/mL methacholine in PBS. Dynamic lung resistance
was measured with iox software (Emka Technologies).

Cell culture

Cells were cultured in complete medium (RPMI 1640 supplemented with
10% FCS [Lonza, Allendale, NJ], 1% pyruvate, 1% nonessential amino acids,
2 mmol/L glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, and
50 pmol/L B-mercaptoethanol).

Single-cell calcium imaging

Cells were loaded with Fura-2 AM, as previously described, ™ in culture
medium containing 5% heat-inactivated FBS for 30 minutes at 37°C.
Cells were then washed, plated, and excited in 10-second intervals by using
340- and 380-nm excitation filters. Emission was recorded with 510/540-nm
bandpass filters by using a CCD camera before and after stimulation with
biotinylated anti-CD3 cross-linked with streptavidin- or anti-CD3/CD28-
coated beads (1 bead per cell) for mouse or human T cells, respectively.
Fluorescence ratio images at wavelengths of 340 and 380 nm were then
calculated with Metafluor software. The curve represents the mean + SEM
of fluorescence ratio of 40 to 60 cells. Each experiment was repeated 3 or 4
times. For each cell, we calculated the area under the curve between TCR
stimulation and ionomycin application with the GraphPad Prism software.
The time of response was defined as the delay for which the fluorescence ratio
becomes superior to the mean basal value + 1 SD.

Confocal microscopy

Cells were seeded onto glass slides coated with poly-L-lysine
(Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) and then fixated with 4% paraformaldehyde.
Staining was performed with anti-CD2 rat IgG antibody (Abcam) or anti-a252
rabbit antibody (Alomone Labs) and revealed with the appropriate secondary
antibodies (Molecular Probes, Eugene, Ore). Cells were then permeabilized
with PBS containing 0.1% saponin and 0.5% BSA. Ca, channel subunit
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staining was performed with anti-Ca,1.2 mouse IgGz, (NeuroMab),
anti-Ca,1 (Alomone Labs), or anti-Ca,83 rabbit IgG (Santa Cruz Labs)
overnight and revealed with the appropriate secondary antibodies (Molecular
Probes). Slides were analyzed by using an LSM 710 confocal microscope
(Zeiss, Oberkochen, Germany). Staining with control isotypes was constantly
negative. The total fluorescence intensity of each cell was determined on the
sum of overall Z sections with Image]J software (National Institutes of Health,
Bethesda, Md). For brane Ca,1.2 staining, a membrane surface was
created by using CD2 staining, and this surface was duplicated on Ca,1.2
staining to measure the intensity of Ca,1.2 at the membrane with the Imaris
software (8.4.1; Bitplane) module called Surface. Each measurement was
done for each cell individually.

Real-time quantitative PCR

Tyl and Ty2 cells were lysed, and RNA was extracted with the RNeasy
Mini Kit (Qiagen). Reverse transcription was performed with the SuperScript
III Reverse Transcriptase (Invitrogen). Transcripts were measured by using
real-time quantitative PCR with a LightCycler 480 Instrument (Roche) and
the LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche). We used the following
primers: Ca81, 5’-gcagagcgecaggectta-3" and 5'-tgatggccactecctgtaca-3";
Ca,B2, 5'-cgaacagagagccaagcaa-3' and 5'-gggcactatgtcacccaaa-3"; Ca B3,
5'-tgtggcatttgctgtgagga-3' and 5'-ccgatccaccagtcattge-3'; Ca, B4, 5'-gagega
gaacagcaagcag-3' and 5'-tcaaaggagatggetgtge-3'; Ca,a281, 3" acgecaactggtt
gaaattg 5" and 3’ cttgcaaaatcttcecteca 5'; Ca,a282, 3" atttccagaaageccateg
5" and 3" gtettggatceecteteca 5'; Ca,a283, 3 cattttggtggacgtcagtg 5' and
3" ttecgttcagacaaggttee 5'; Ca,0284, 3’ ggaaagtcgaggetgttgag 5 and 3’
ctccacgtagttgeecttgt 5'; and hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
(HPRT), 5'-ctggtgaaaaggacctctcg-3" and 5'-tgaagtactcattatagtcaagggea-3'.
Primers for 1l4, 115, 1113, Muc5ac, and Muc5b were purchased from Qiagen.
Quantification of target gene expression was calculated by normalizing values
relative to expression of the housekeeping gene HPRT. Amounts of mRNA
were expressed as arbitrary units relative to HPRT as follows:

(2—[(:« interest gene—Ct HPRT]) %1073,

Immunoblotting

Ty2 lymphocytes or brain cells were lysed in RIPA buffer containing
protease inhibitors (Roche). Lysates (30 pg/lane for T-cell extracts and
10 pg/lane for brain lysates) were submitted to 10% SDS electrophoresis,
transferred to Hybond-C Extra nitrocellulose membranes (Amersham,
Piscataway, NJ), and then blotted with anti-Ca,81 (Alomone Labs), anti-
Ca,B3 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Calif), or anti-«252 (Alomone
Labs) primary antibodies. We then stained blots with horseradish peroxidase—
coupled secondary antibodies (Cell Signaling Technology, Danvers, Mass)
before detection and visualization with the ECL Prime (Amersham) using a
ChemiDoc XRS System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif). The speci-
ficity of anti-Ca,B1 and B3 antibodies was verified on human embryonic kid-
ney cells transfected with the corresponding plasmids using Western blotting.

ELISA

Supernatants or sera were incubated into 96-well plates coated with
anti—IL-4, anti—IL-5, anti-IL-13 (eBioscience, San Diego, Calif), anti-IFN-y,
or anti-IgE (Serotec). Bound cytokines and IgE were then labeled with
biotinylated anti-IL-4 (eBioscience), anti-IL-5 (eBioscience), anti-IL-13
(eBioscience), anti-IFN-y (eBioscience), or anti-IgE (BD PharMingen,
San Jose, Calif). Biotinylated antibodies were revealed by means of
incubation with alkaline phosph onjugated streptavidin (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, Pa) and subsequent addition of the alkaline
phosphatase substrate pNPP disodium salt hexahydrate (Sigma-Aldrich).
Absorbance was measured at 405 to 650 nm by using an EMax Microplate
Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, Calif). Cytokine and immunoglobulin
concentrations were calculated from standard curves generated by means of
titration of recombinant mouse cytokines and purified IgE. Human cytokine
ELISAs were performed, as previously described.™
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FIG E1. Ca,BAS targets Ca,81 and Ca,p3 subunits in mouse and human Ty2 cells. A, OVA-specific DO11.10
Tw2 and Ty1 cells were stained with anti-Ca,B1 and anti-Ca,p3 antibodies. B, Expression of Ca,$ per cell.
One experiment of 3 was depicted, and each point represents 1 cell. C, Cell lysates were prepared from
mouse T,;2 cells transfected with Ca S or Ca,BAS after 3 days of transfection. One representative blot is
shown. D, Protein bands were quantified by using Image Lab software. The ratio between the protein of
interest and B-actin was calculated. Results are expressed as the relative protein level to Ca,S and shown
as separate paired experiments. E and F, Ty2 cells transfected with Ca,gS or Ca,8AS were stained with
anti-Ca,p1 and anti-Ca B3 antibodies. Expression of Ca, per cell is shown in Fig E1, F. One experiment
of 3 is depicted, and each point represents 1 cell. G, CRTH2" cells transfected with Ca,8S or Ca,BAS
were analyzed for Ca,81 and Ca,B3 transcript expression. Results are shown as separate paired
experiments. **P< .01, ***P < .005, and ****P < .0001.
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FIG E2. The proteasome inhibitor MG132 partially restores total Ca,1.2 «1 levels and its expression at the
cell membrane. A, Mouse DO11.10 T2 cells were transfected with control (Ca,8S) or antisense Ca,8AS
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Cells were then recovered and labeled with anti-Ca,1.2 a1 mAb. Dotted lines indicate cells. B, Ty2 cells
treated as in Fig E2, A, were labeled with both anti-CD2 and anti-Ca,1.2 «1 mAbs, and colocalization
determined with Imaris software is shown. Results are expressed as means of at least 50 cells, and bars

represent SEMs. ****P< 001.

161



J ALLERGY CLIN IMMUNOL

903.e5 ROSA ET AL
SEPTEMBER 2018

Control

devede e

:
:

£

1000{  °g

Ca,1.2 ol staining
Ca, 1.2 ol staining
Ca,1.2 ol staining

100 1004
CafS  CafAS CafBS CapPAS
Th2 Ca BAS

m

AN

FIG E3. Ca,BAS alleviates type 2 airway inflammation. A, BALB/c mice were immunized with OVA in alum
and challenged 15 days later with intranasal OVA only (control), OVA plus Ca,pS, or OVA plus Ca,BAS every
day for 5 days. Representative hematoxylin and eosin-stained sections are shown, and arrows indicate
inflammatory infiltrates. B-D, CD4"* T cells were purified from lung tissue and stained with anti-Ca,1.2 a1
mAb. Optical sections are shown in Fig E3, B. Quantification was done by collecting data from all the Z-stack
sections of each cell. Examples are given in Fig E3, C, where each point corresponds to a cell from 1
representative Ca,pS- or Ca,gAS-treated mouse. Fig E3, D, summarized results obtained from different
mice. Each bar represents the mean plus 1 SD of at least 30 cells from 1 mouse. *P < .05 and
**¥%¥P < .001. E, Representative hematoxylin and eosin-stained lung sections from mice injected with T2
cells transfected with Ca,8S or Ca,8AS and given intranasal OVA.
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FIG E4. Ca,BAS decreased airway hyperreactivity in a mouse model of
allergic airway inflammation. BALB/c mice were immunized with OVA in
alum (OVA) or PBS (CTL) and challenged 15 days later with intranasal
OVA only, OVA plus Ca,8S or OVA plus Ca,BAS every day for 5 days.
Dynamic lung resistance was measured with iox software (Emka
Technology). All data are expressed as means + SEMs of 10 mice per
group. **P < .01.
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FIG E5. Ty1 cell functions are not affected by gabapentin (gaba)treatment. Ty1 cells were preincubated with
gabapentin (1 mmol/L) for 72 hours before loading with the calcium probe Fura-2 AM (A-C) or stimulated in
the presence or not of gabapentin for an additional 24 hours with anti-CD3/anti-CD28 antibodies (D). Fig E5,
A, Fluorescence ratio at 340- and 380-nm excitation wavelengths was recorded at the single-cell level
before and after TCR stimulation. Results are expressed as the mean of at least 50 cells, and bars represent
SEMs. Fig E5, B and C, Area under the curve and time of response for each cell, respectively, defined as in
Fig 3. Data are representative of 2 experiments. Fig E5, D, Cytokine content.
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FIG E6. Gabapentin (gaba) reduces protein levels of the «252 auxiliary subunit in T2 cells. T2 cells were
incubated with gabapentin (1 mmol/L) for 96 hours with or without bafilomycin (bafilo; 0.5 pmol/L) for the
last 24 hours. Cells were stained with anti-«252 or anti-Ca,1.2 a1 antibodies. Immunofluorescence was
summed over all the Z-stack sections. One representative experiment of 2 is shown. A white line surrounds
each cell.
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CD9* Regulatory B Cells Induce T
Cell Apoptosis via IL-10 and Are
Reduced in Severe Asthmatic
Patients

Carole Brosseau **¢, Maxim Durand "5, Luc Colas "**%, Eugénie Durand "2,
Aurore Foureau®*, Marie-Aude Cheminant®, Gregory Bouchaud*®, Laure Castan*5¢,
Martin Klein®®, Antoine Magnan®*" and Sophie Brouard">™"

! Gentre de Recherche en Transplantation et Immunologie UMR 1064, INSERM, Université de Nantes, Nantes, France,

2 Institut de Transplantation Urologie Néphrologie, CHU Nantes, Nantes, France, * Institut du thorax, Inserm UMR 1087,
CNRS UMR 6291, Université de Nantes, Nantes, France, * Institut du Thorax, CHU de Nantes, Nantes, France, * Faculté do
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CD9 was recently identified as a marker of murine IL-10-competent regulatory B
cells. Functional impairments or defects in CD9* IL-10-secreting regulatory B cells are
associated with enhanced asthma-like inflammation and airway hyperresponsiveness. In
mouse models, all asthma-related features can be abrogated by CD9* B cell adoptive
transfer. We aimed herein to decipher the profiles, features, and molecular mechanisms
of the regulatory properties of CD9* B cells in human and mouse. The profile of CD9*
B cells was analyzed using blood from severe asthmatic patients and normal and
asthmatic mice by flow cytometry. The regulatory effects of mouse CD9* B cells on
effector T cell death, cell cycle arrest, apoptosis, and mitochondrial depolarization were
determined using yellow dye, propidium iodide, Annexin V, and JC-1 staining. MAPK
phosphorylation was analyzed by western blotting. Patients with severe asthma and
asthmatic mice both harbored less CD19*CD9™* B cells, although these cells displayed
no defect in their capacity to induce T cell apoptosis. Molecular mechanisms of regulation
of CD9* B cells characterized in mouse showed that they induced effector T cell cycle
arrest in sub GO/G1, leading to apoptosis in an IL-10-dependent manner. This process
occurred through MAPK phosphorylation and activation of both the intrinsic and extrinsic
pathways. This study characterizes the molecular mechanisms underlying the regulation
of CD9* B cells to induce effector T cell apoptosis in mice and humans via IL-10
secretion. Defects in CD9* B cells in blood from patients with severe asthma reveal
new insights into the lack of regulation of inflammation in these patients.
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CD9* Bregs Induce T Cell Apoptosis

INTRODUCTION

Beyond their capacity to secrete antibodies, B cells are also
able to produce cytokines (1), express major histocompatibility
complex and co-stimulatory molecules (2), present antigens (3),
and regulate T-cell-mediated immune responses (4). Depending
on the specific subset, B cells may thus promote, enhance,
and/or regulate inflammation depending on the pro- and anti-
inflammatory cytokines secreted, the balance of which influences
the immune response (4). It is now well-established that specific
B cell subtypes are involved in the maintenance of homeostasis
of the immune system and regulate inflammation in pathological
situations (5, 6). Also called regulatory B cells (Bregs), these
specific B cells have immunosuppressive properties; their
functional impairment is associated with exacerbated and/or
persistent autoimmune processes (7-11), whereas their presence
correlates with a state of tolerance in transplantation (12-17).

Although the presence and role of Bregs are thus clearly
evidenced in different models and pathologies, their full
molecular characterization remains elusive, primarily because
no specific markers or transcription factors have been identified
in rodents and humans (18). To date, the most commonly
used marker is IL-10 secretion (7, 18). Interestingly, allergic
patients display a lower frequency of IL-10-secreting Bregs
with altered function than healthy volunteers (HV) or allergen-
tolerant patients (19, 20). Patients with allergic asthma harbor a
defective expansion of such IL-10-producing B cells in response
to lipopolysaccharide (LPS) stimulation and a weaker IL-10
response to house dust mite (HDM) allergen-activated T cells
(21-23). We have previously demonstrated that murine IL-10*
Bregs are enriched in a CD9* B cell subset (24). Induction of
allergic asthma in mice alters the homeostasis of IL-10% Bregs,
and adoptive transfer of CD9" B cells alone is sufficient to
abrogate asthma in an IL-10-dependent manner (24). Finally,
we have shown that CD9 expression in humans is dramatically
increased at the surface of CD24"CD38" immature B cells, thus
defining an important IL-10 Breg subset (24). This finding has
been confirmed by others (25-27), and CD9 thus appears to be a
reliable marker for defining both mouse and human Bregs.

We show herein, for the first time, that mouse and human
CD9™ B cells elicit regulatory properties through IL-10 secretion,
and transitional CD24MCD38"B cells expressing CD9 are
decreased in the blood of severe asthmatic patients. We report
that CD9" B cells induce effector T cell apoptosis via the
secretion of IL-10. In mouse, T cell proliferation is blocked
at the sub GO/G1 cell cycle phase, leading to activation of
the intrinsic and extrinsic apoptotic pathways via a MAPK-
dependent mechanism. These data reveal new insights on the lack
of regulation of inflammation in severe asthmatic patients and
help pave the way to the discovery of potential novel therapies.

MATERIALS AND METHODS

Asthmatic Patients

This study was performed in accordance with the
recommendations of the University Hospital Ethical Committee
of Nantes and the Committee for the Protection of Patients from

Biologic Risks with written informed consent from all subjects.
All subjects provided written informed consent in accordance
with the Declaration of Helsinki. The protocol was approved by
the University Hospital Ethical Committee of Nantes and the
Committee for the Protection of Patients from Biologic Risks.
Blood samples were collected from patients included in the
EXPRESA clinical study (NCT00721097), which is a prospective
cohort of severe asthmatic patients (28). Pulmonary function
tests, clinical data, and blood samples were collected each month
for 1 year. Nine severe asthmatic patients were selected within
EXPRESA cohort based absence of asthma exacerbation in
the previous month, absence of systemic corticosteroids (short
and long course) and frozen PBMC samples availability. Ten
age- and sex-matched Healthy Volunteers (HV), who were
free from atopy, asthma (whatever phenotype), allergic rhinitis,
atopic dermatitis any other inflammatory diseases, and drugs
(whatever route) were used as controls. All severe asthmatic
patients had high doses of inhaled corticosteroids (>1,200
microg of beclometasone or equivalent). In HV, % of predicted
FEV1 and its coefficient of variation was assumed to 100%
(70-130) and age-matched according to reference lung values
consensus (29, 30). ACQ7 score was assumed to be at 0 in HV
(Supplementary Data Table 1).

Immunophenotyping of Asthmatic Patient

Samples

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by
Ficoll-Paque (GE Healthcare, Marolles-en-Hurepoix, France)
gradient centrifugation and frozen. Immunophenotyping of
PBMCs from 9 severe asthmatic patients was performed using
flow cytometry. PBMCs from 10 HV were analyzed as controls.
PBMCs were rapidly thawed by placing cryovials at 37°C,
washed and stained according to standard protocols using
the following mAbs: CD19-BUV395, CD27-BUV737, CD38-
BV605, CD24-PerCP-Cy5.5, and CD9-BV510 (BD Biosciences,
Le Pont de Claix, France). These markers were used to
distinguish CD19* B lymphocytes, CD19*CD27+ memory cells,
CD19+CD27~ naive cells, CD19+CD24MCD38" transitional
cells, CD19*CD24-CD38* plasma cells, and CD19*CD9*
Bregs. For all experiments, dead cells were excluded using the
Zombie NIR™ Fixable Viability kit (BioLegend, London, UK).
Human anti-IL-10 (BD Biosciences) was used to inhibit the IL-
10 pathway. Samples were assessed on a BD LSRFORTESSA X-20
(BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), and the data were
analyzed using Flow]Jo v10 software (FlowJo LLC, Ashland, OR,
USA).

Asthmatic Mouse Model

Six week-old wild-type BALB/c mice were purchased
from Charles River Laboratories (Ecully, France). Allergic
inflammation was induced using a total House Dust Mite
(HDM) extract (Dermatophagoides farinae) provided by
Stallergenes (Antony, France), as previously described (31). This
study was performed in accordance with the recommendations
of the Regional Ethical Committee for Animal Experiments of
Pays de la Loire (ceea.2012.77) under accreditation number 3455.
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The protocol was approved by the Regional Ethical Committee
for Animal Experiments of Pays de la Loire.

Cell Sorting

Six week-old wild-type BALB/c mice were purchased from
Charles River Laboratories (Ecully, France). Splenic cells were
isolated and stained with the following antibodies for cell
sorting by flow cytometry: CD19-APC-H7 (1D3), CD9-BV421
(KMC8), CD4-FITC (GK1.5) (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix,
France); and CD3-APC (145-2C11), and CD25-PE (PC61.5)
(eBioscience, Paris, France). These markers were used to
distinguish CD19"CD9~ non-regulatory B cells, CD19*CD9"
Breg cells and CD3+CD4+CD25~ effector T cells. Cells were
sorted on a BD FACSARIA III (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix,
France).

Cell Activation, Co-culture, and Treatments
Mouse cells (1 million/mL) were cultured for 48h in RPMI-
1640 medium with 10% fetal calf serum and 2mM glutamine.
CD19*CD9~ non-regulatory B cells or CD19"CD9" Breg
cells were activated with 2pug/mL anti-CD40 (HM40-3) (BD
Biosciences, Le Pont-de-Claix, France) for 48h and 10 pg/mL
LPS for 5h. CD3*CD4+7CD25" effector T cells were activated
with 100 U/mL interleukin-2 (IL-2) for 48 h. Effector T cells were
then co-cultured for 48h with non-regulatory or Breg cells at
a ratio of 1:1 and at a concentration of 1 million/ml on plates
coated with anti-CD3 (145-2C11) (BD Biosciences, Le Pont-de-
Claix, France). T cells alone were cultured as controls. For human
co-culture experiments, the same protocol was used except that B
cells were activated with 50 ng/mL recombinant human soluble
CD40L (R&D Systems Europe, Lille, France) plus 2.5 mg/mL
CpG oligodeoxynucleotide 2006 (InvivoGen, San Diego, CA,
USA), and T cells were activated with 50 U/mL recombinant
IL-2 (SARL Pharmaxie, Aigueperse, France). During co-culture,
the cells were treated with 50 nM Z-VAD (R&D Systems Europe,
Lille, France) to inhibit apoptosis. To inhibit IL-10 and the
transforming growth factor-beta (TGF-B) and Fas pathways, the
cells were treated during co-culture with 10 pg/mL anti-IL-
10 (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France), 10 j.g/mL anti-
TGF-B1 (Abcam, Inc., Cambridge, UK), or 20 pg/mL anti-Fas
ligand (R&D Systems Europe, Lille, France), respectively. To
block CD9 function, the cells were treated during co-culture
with 0.2 pg/p L KMC8 monoclonal antibody (BD Biosciences, Le
Pont-de-Claix, France). To activate the IL-10 pathway, the cells
were treated with 10 ng/mL recombinant IL-10 (R&D Systems
Europe, Lille, France).

Viability, Apoptosis, and Cell Cycle Assays

To determine the percentage of dead CD3* CD4+CD25 effector
T cells, the cells were stained using a LIVE/DEAD Fixable
Yellow Dead Cell Stain Kit according to the manufacturer’s
recommendation (Invitrogen, Waltham, US). B cells were
removed from the analysis using a gating strategy based on
CD19-APC-H7 (1D3) staining. T cell cycle stages were assessed
using propidium iodide (PI) staining (Beckman Coulter, Roissy
CDG, France) and the percentage of apoptotic T cells by Annexin
V-FITC staining (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France).

Samples were run on a BD LSRFORTESSA X-20 (BD Biosciences,
Le Pont de Claix, France), and the data were analyzed using
Flow]o v10 software (FlowJo LLC, Ashland, OR, USA).

Western Blotting

The analysis of CD3*CD4*CD25~ effector T cells protein
expression was performed by western blotting after negative
selection with MACS columns (Miltenyi Biotec. Paris, France).
The following primary antibodies were used: anti-Bid, anti-actin,
and anti-cleaved and total caspase 8, 9, and 12 (Cell Signaling
Technology, St Quentin en Yvelines, France).

Measurement of Mitochondrial Membrane

Potential

Mitochondrial ~membrane  potential ~was  measured
using the potential-sensitive fluorescent probe
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1) (Life

Technologies, Saint-Aubin, France). Cells were incubated
in Hanks Balanced Salt Solution (Gibco Life Technologies,
Saint-Aubin, France) with JC-1 at 5 mg/mL for 30 min at 37°C.
CDI19-APC-H7 (1D3) antibody staining allowed the removal
of B cells from the analysis. Samples were assessed on a BD
LSRFORTESSA X-20 (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France),
and the data were analyzed using FlowJo v10 software (FlowJo
LLC, Ashland, OR, USA).

Measurement of Mitogen-Activated
Protein Kinase (MAPK) Phosphorylation

After 48 h of co-culture, cells were stained with the following
Phosflow antibodies: anti-phospho-p38-PeCy-7 and anti-
phospho-JNK-PE (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France);
anti-phospho-ERK1/2-PE  (eBioscience, Paris, France); and
CD19-APC-H7 (1D3) antibody to remove B cells from the
analysis. Samples were assessed on a BD LSRFORTESSA X-20
(BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), and the data were
analyzed using Flow]Jo v10 software (FlowJo LLC, Ashland, OR,
USA).

Statistical Analyses

Comparisons of experimental values between the two groups
were analyzed using the Mann-Whitney U-test. The non-
parametric Kruskal-Wallis test with Dunn’s posttest were used
for comparisons between more than two groups. All statistical
analyses were performed using GraphPad Prism v7 (La Jolla, CA,
USA).

RESULTS

Severe Asthmatic Patients and Asthmatic
Mice Harbor a Defect in CD19+CD9* B Cell

Frequency

The frequencies of CD19" B lymphocytes, CD19*CD27"
memory cells, CD19+CD27~ naive cells, CD19+CD24MCD3gM
transitional cells, CD19+CD24-CD38* plasma cells, and
CDI197CD9" B cells were assessed by flow cytometry using
PBMCs from severe asthmatic patients and HV as controls
(gating strategy shown in Figure 1A). The total CD19* B cell
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frequency was not significantly different between HV and severe
asthmatic patients (Figure 1B), suggesting the absence of a
systemic effect of the treatment. No significant differences were
observed for naive, memory and, plasma cell subtypes between
the two groups. The frequencies of CD19*CD24"CD38M
transitional and CD19*CD9* B cells, however, were significantly
lower in asthmatic patients than in HV (2.9% =+ 0.3 and 9.9%
+ 1.3 vs. 1.3% =+ 0.2 and 1.8% = 0.3 for HV and asthmatic
patients, respectively, p < 0.05 and p < 0.01). Interestingly,
all CD19*CD24MCD38" transitional B cells expressed CD9
(median fluorescence intensity of CD9 306% =+ 34 vs. 894%
+ 52 in non-transitional and transitional cells, respectively,
p < 0.001) (Figure 1C), showing that CD19*CD24"CD38%

transitional cells were included in the CD9* B cell
subset.

We have previously demonstrated that murine IL-10* Bregs
are enriched in a CD9* B cell subset and that adoptive transfer
of CD9* B cells alone is sufficient to abrogate asthma in an IL-
10-dependent manner (24). To decipher the regulatory potential
of CD19+CD9* B cells under inflammatory conditions, allergic
asthma was induced in a mouse model using HDM as previously
described (31) and summarized in Figure 2A. The percentage of
CD19*CD9* B cells was estimated in the spleen and lung of
control and asthmatic mice using flow cytometry (Figure 2B).
Asthmatic mice had significantly fewer CD19*CD9* B cells in

the spleen and lung than control mice (4.5% 4 0.3 and 3.1% =+ 0.2
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vs. 7.8% =+ 0.7 and 6.8% = 1 in the spleen and lung of asthmatic
and control mice, respectively, p < 0.05). These data validate the
mouse as a relevant model for asthma in humans. All together, we
report that patients with severe asthma and asthmatic mice both
harbor a defect in number of CD19*CD9* B cells.

CD19*tCD9* B Cells From Asthmatic Mice

Harbor no Suppressive Property Defects

The next step was to analyze the regulatory function of
CD19+CD9* B cells in normal and pathologic situations. Thus,
we analyzed the effects of CD197CD9" B cells from asthmatic
and wild type control mice on CD3*CD4+CD25" effector T cell
death in co-cultures. To achieve this goal, splenic CD19*CD9~
or CD19+CD9*+ B cells were activated for 48h with anti-
CD40/LPS. CD3*CD4+CD25 effector T cells were activated

for 48 h with IL-2. CD19+*CD9~ or CD19+CD9* B cells were
then co-cultured for 48h with CD3+CD4+CD25~ effector T
cells at a 1:1 ratio, and cell death was measured using yellow
dye staining (Figure 2C). CD197CD9" B cells from asthmatic
mice or controls both induced CD3+CD4+CD25 effector T cell
death (18.2% =+ 5.5 vs. 45.6% + 7.6 in T cells alone or co-cultured
with CD19*CD9™" B cells, respectively, in control mice, p < 0.01;
21% =+ 6.2 vs. 43.8% =+ 8 in T cells alone or co-cultured with
CD19*CD9* B cells, respectively, in asthmatic mice, p < 0.01)
(Figure 2D). Moreover, the percentages of CD3*CD4+CD25~
effector T cell death induced by CD19*CD9* B cells from
asthmatic mice or controls were the same (22.7% =+ 3.8 vs.
27.3% =+ 6.5 in control and asthmatic mice, respectively, non-
significant-ns) (Figure 2E). Finally, CD19*CD9~ B cells from
asthmatic mice or controls did not induce CD3*CD4*CD25~
effector T cell death (0.8% =+ 5.9 vs. 0.4% =+ 2.6 in control and
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asthmatic mice, respectively, ns). These data show that although
asthmatic mice have reduced number of CD19+CD9* B cells,
these cells display no defects in their capacity to induce T cell
apoptosis. Although CD9 has been identified as a marker of B
cells that are secreting IL-10, their full regulatory mechanisms
remain unknown. Because there was no difference in function
between CD19*CD9* from naive and asthmatic mouse, we
further investigated the regulatory properties of these cells to
decipher the molecular pathway leading to T cell death in naive
mice.

CD19+CD9* B Cells Induce
CD3*CD4*+CD25~ Effector T Cell Cycle
Arrest in subG0/G1 and Cell Death

Determination of the cell cycle stage at which a cell is stopped
is a good indicator of the type of cell death induced (32).
CD19tCD9* B cells, but not CD19¥CD9~ B cells, induced
significant CD3*CD47CD25" effector T cell cycle arrest in
sub GO/G1, as shown by PI staining (37.8% =+ 4.28 and 20.2%
=+ 3.29 for T cells co-cultured with CD19+CD9+ B cells and
T cells co-cultured with CD197CD9~ B cells, respectively;
p < 0.01) (Figures 3A,B). No difference was observed when T
cells were co-cultured with or without CD19+CD9~ B cells.
CD3*CD4+CD25~ effector T cell S-phase progression did not
appear to be significantly altered under any of the conditions,
showing that B cells had no effect on T cell proliferation per se.
All together, these data show that CD19*CD9* B cells, but not
CD19+CD9~ B cells, induce CD3*CD4+CD25~ effector T cell
cycle arrest in sub GO/G1, resulting in cell death.

CD19+*CD9* B Cells Induce
CD3+*CD4*+CD25~ Effector T Cell
Apoptosis via an IL10-Dependent

Mechanism

Cells in sub GO/G1 display sub-diploid content, which is an
indicator of the DNA fragmentation characteristic of apoptotic
cells (33). Activated CD3*CD41tCD25™ effector T cells were
co-cultured with CD19+CD9* or CD197CD9~ B cells for 48 h
and then stained with Annexin V (Figure 4A). The percentage
of Annexin V-positive CD3+CD4*CD25" effector T cells was
significantly higher following co-culture with CD19*CD9* B
cells than that of T cells alone (42.1% + 5.5 vs. 18.6% + 3.3,
respectively; p < 0.001), whereas no difference was observed for
T cells co-cultured with CD19+CD9~ B cells (21% =+ 6.5; ns)
(Figure 4B). Treatment with an anti-CD9 agonist had no effect
on the T cell death induced by CD19*CD9* B cells, showing that
this effect was not mediated by CD9 (50.3% = 4.6; ns compared
with T cells co-cultured with CD19+*CD9* B cells). Treatment
with Z-VAD, a specific inhibitor of apoptotic cell death, blocked
the T cell apoptosis induced by CD19*CD9* B cells (18.8% =+
5.6; p < 0.01). Taken together, these data show that CD19+CD9*
B cells induce CD3+CD4+CD25~ effector T cell cycle arrest in
sub G0/G1, leading to apoptosis.

To determine whether direct B cell-T cell contact was
necessary for CD19*CD9* B cells to induce T cell apoptosis,
CD3*CD4+*CD25~ effector T cells were co-cultured with
CDI19*CD9* B cells in classical or trans-well plate assays
(Figure 4C). CD19*CD9* B cells induced T cell death in both
situations (44% =+ 4.1 vs. 40% = 2, respectively, ns). Moreover,
the T cell death induced by CD19*CD9* B cells was not affected
when the co-culture was performed in the presence of anti-
TGEF-B (40% = 2 vs. 33.8% =+ 3.6 with or without anti-TGF-B,
respectively, ns) nor anti-Fas ligand (45% = 5.1, ns compared
with T cells co-cultured with CD19+CD9* B cells). In contrast,
anti-IL-10 prevented T cell death and fully restored T cell viability
(17.2% £ 1.9 vs. 17.6% =+ 4.1 for T cells alone and T cells co-
cultured with CD19*CD9* B cells/anti-IL-10, respectively, ns).
Interestingly, CD3*CD4+CD25 effector T cells treated with IL-
10 underwent apoptosis (35% + 3.4 p < 0.05 compared with
T cells alone), confirming its involvement in T cell apoptosis
induced by CD19+CD9* B cells. In summary, these data show
that T cell-B cell contact is not necessary for T cell apoptosis
induction by CD19*CD9* B cells and that apoptosis induction
is dependent on IL-10.

To determine whether the regulatory molecular pathways
of CD19+CD9* B cells is similar in humans, CD19+CD9~
B cells, CD197CD9* B cells, and CD3*CD4+*CD25 effector
T cells were sorted from the PBMCs of HV. Cells were
activated for 48h (anti-CD40 + CpG for CD19*CD9~ and
CD19*CD9*B cells and IL-2 for CD3*CD4*+CD25~ effector T
cells). CD37CD47CD25~ effector T cells were co-cultured for
48h with CD19*CD9~ B cells or CD197CD9™* B cells at ratios
of 1:1 or alone as controls. The percentage of apoptotic T cells
was analyzed by Annexin V staining (Figure 4D). As for the
mice, only human CD19*CD9* B cells, but not CD19*CD9~
B cells, induced apoptosis of T cells (2.8% = 0.8 for T cells alone,
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14.3% =+ 1.7 for T cells co-cultured with CD19+CD9~ B cells, and
21.4% + 2.7 for T cells co-cultured with CD197CD9* B cells; T
cells alone vs. T cells co-cultured with CD19"CD9™ B cells, p <
0.001). Treatment with anti-IL-10 reduced apoptosis induced by
human T cells (15.7% =+ 1.1; T cells alone vs. T cells co-cultured
with CD197CD9* B cells/anti-IL-10, ns). Taken together, these
data show that, as in mice, human CD19YCD9* B cells induce
CD3+CD4*CD25 effector T cell apoptosis via IL-10.

CD19*CD9* B Cells Induce Apoptosis of
CD3*CD4*+CD25~ Effector T Cells Through
Extrinsic and Intrinsic Apoptosis Pathways
via a MAPK-Dependent Mechanism

To determine the molecular pathways that were activated
by CD19+CD9* B cells, we used flow cytometry to analyze
the phosphorylation levels of MAPK p38, extracellular signal-
regulated kinases (ERK1/2) and c-Jun N-terminal kinases (JNK),
transcription factors that are known to be major activators
of apoptosis (34, 35), in CD3*CD4+CD25~ effector T cells
after co-culture with or without CD19*CD9" or CD19"CD9~
B cells. Only CD197CD9* B cells, but not CD19*CD9~
B cells, induced phosphorylation of p38, JNK, and ERK1/2
in CD3*CD4*CD25" effector T cells undergoing apoptosis
(Figure 5A). Cleavage of caspases 8 and 9 is characteristic
of the activation of the extrinsic and intrinsic pathways of
apoptosis, respectively. Caspase 12 cleavage is characteristic of
endoplasmic reticulum stress. CD3*CD4+CD25~ effector T cells
were co-cultured with CD197CD9~ or CD197CD9" B cells
and negatively selected by MACS columns to perform western
blotting only on T cells (purity, 94% =+ 2). CD3*CD4+CD25~

effector T cells cultured alone were used as controls. Both caspase
8 and 9 were cleaved when CD3"CD4"CD25 effector T cells
were co-cultured with CD19*CD9™ B cells (Figure 5B) (ratio
of cleaved/pro-caspases was 1.5 and 1.4, respectively). Caspases
8 and 9 were also cleaved when CD3+CD4+CD25~ effector
T cells were co-cultured with CD19¥CD9~ B cells, but to a
reduced extent, probably due to the small percentage of Bregs not
expressing CD9 (ratio of cleaved/pro-caspases was 0.7 and 0.4,
respectively). Caspase 12 was not cleaved under any condition.
This finding correlated with the cleavage and activation of the
pro-apoptotic protein Bid, linking the intrinsic and extrinsic
pathways (Figure 5C). Finally, the significantly higher percentage
of monomeric JC-1 in CD3+CD4+CD25 effector T cells co-
cultured with CD19*CD9™" B cells confirmed the mitochondrial
depolarization of T cells and activation of the intrinsic pathway
of apoptosis (48.6% =+ 5.7 vs. 28.6% = 2.5, respectively; p < 0.05)
(Figure 5D). Taken together, these data show that CD19+CD9*
B cells induce CD3*CD47CD25 effector T cell apoptosis
via both extrinsic and intrinsic pathways through MAPK
activation.

DISCUSSION

The prevalence of allergic asthma has dramatically increased
worldwide during the last decade. Asthma is a chronic
inflammatory disease of the airways associated with airway
hyper-responsiveness to inhaled allergens and deregulation of
type 2 immunity (36); however, its pathogenesis is still not
fully understood. Asthma is characterized by an expansion of
CD4* helper T lymphocytes (Th2, Th17), increased production
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MACS columns. Bid cleavage was assessed by western blotting. Actin was used as the loading contral. (D) Mitochondrial depolarization was assaessed by JC-1
staining. Represantative results of JC-1 staining and parcentage of monomeric JC-1 calls in all culture conditions (n = 5, *p < 0.05).
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of the Th2 cytokines IL-4, IL-5, and IL-13, an increased level
of allergen-specific immunoglobulin E (IgE), eosinophilia and
inflammation of the airways (37). The roles of other T cells,
including natural killer T cells, y8 T cells, and CD8T cells, has
also been reported in asthma, although the relative importance
of these different cell populations remains to be confirmed (38).
The role of “conventional” B cells, as an actor in immunity,
has been clearly demonstrated in asthma (22, 39), and several
studies in mice and humans that have also evidenced a role
for “specific subsets” of B cells with regulatory properties have
reported that these “Breg cells” are involved in the suppression
and control of airway inflammation (6, 10). Their numbers are
a crucial determinant that clearly contributes to the regulation

of the immune system, and their deficiency in asthma is now
well-demonstrated (21, 22, 24).

The most commonly used marker of Bregs is their ability
to produce and have a suppressive effect via IL-10, but other
cytokines or molecules, such as TGF-, IL-35, and granzyme B,
have been shown to mediate regulatory properties on different
immune cell targets (1, 12, 14, 23), and no exclusive cell
surface marker has yet been evidenced for this Breg population
(5, 18). We have previously reported that asthmatic mice are
characterized by a lack of IL-10-secreting Bregs enriched in a
CD9* B cell subset. The adoptive transfer of these CD9* B cells
alone is thus sufficient to abrogate asthma in an IL-10-dependent
manner (24). The ability of Bregs to normalize lung function and
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airway inflammation and the notable alterations of this Breg pool
in asthmatic mice clearly point to these cells as an interesting
target in allergic diseases.

We demonstrated that these cells regulate effector T cell
proliferation, but the mechanisms responsible for such an effect
remain unknown. In this study, we demonstrated that CD9+ B
cells harbored strong suppressive properties. These cells induced
the death of effector T cells via the intrinsic and extrinsic
pathways of apoptosis in an IL-10-dependent manner and
through the MAPK cascade. We also confirmed these findings,
for the first time, in humans and reported that severe asthmatic
patients have reduced number of CD9" B cells with regulatory
properties.

CD9 is a tetraspanin molecule that is involved in different
mechanisms, including adhesion, migration, cell fusion and
membrane signaling (40, 41). Interestingly, CD?9 is also involved
in the enhancement and maintenance of IL-10 secretion in
murine and human antigen-presenting cells (40, 41). We have
demonstrated that an IL10* B cell population is enriched in a
CD9" B cell subset that is decreased in asthmatic mice (24).
Similar data have been published by Sun and Matsushita, who
identified CD9 as a marker of murine IL-10-competent Bregs
(26, 27). It has been reported that the PI3K-Akt pathway is
essential for their development and is involved in their regulatory
effects in a model of contact hypersensitivity (27). These data
confirmed a study conducted by Ostrowski et al. in a model of
foot-and-mouth disease virus-infected mice, in which CD9* B
cells were the main source of splenic IL-10 (25). Thus, these
data not only clearly support CD9 as a potential biomarker of
Bregs but also suggest a possible role in asthma physiopathology,
differing from the classical role of B cells as IgE producers.
However, no mechanism of action has yet been reported for
CD9* B cells.

The unique link between CD9 and asthma is related to the
observation that certain tetraspanins interact with tetrameric
high-affinity IgE receptors (FceRI) on effector cells (42, 43). This
interaction is associated with the negative regulation of FceRI-
mediated degranulation of mast cells, which may at least in
part explain their possible role in asthma. We suggest herein
another or complementary potential mechanism for CD9 Breg
cells in this pathology. We report that CD9* B cells induce
T cell cycle arrest in sub GO/G1, leading to the cell death of
effector T cells by apoptosis via IL-10 secretion and activation
of the MAPK cascade independently from CD9 itself. Apoptosis
is a physiologically programmed cell death program that is also
involved in defense mechanisms against damaged or stressed cells
and cells stimulated by any agent to prevent the accumulation of
non-functional cells in tissues (44). Apoptosis may be activated
via two different pathways: the intrinsic and extrinsic pathways
(45, 46). Following the activation of different signaling cascades,
both pathways converge at the final caspase 3 activation step and
commonly lead to the cleavage of different proteins leading to
cell death. The link between IL-10 and apoptosis is clear, and
our data are concordant with those of O’Farrell’s data showing
that IL-10 increases the expression of p19 to inhibit macrophage
proliferation through cell cycle arrest in G1 and implicating the
MAPK phosphorylation cascade (47). In our experiments, IL10

alone is able to induce the apoptosis of T cells as CD9* B cells.
IL-10 inhibits the proliferation of other cells with various other
effects, such as the induction of endoplasmic reticulum stress
(48). These cells did not induce cleavage of caspase 12, which is
characteristic of endoplasmic reticulum stress, nor necroptosis, as
treatment with necrostatin-1 did not abrogate T cell death (data
not shown), confirming the involvement of apoptosis.

The intrinsic apoptosis pathway is initiated by the
activation of pro-apoptotic mediators leading to mitochondrial
depolarization, the release of cytochrome ¢ and cleavage of
caspase 9 (49). The extrinsic pathway is activated when death
receptors are ligated, resulting in caspase 8 activation (50).
Caspase 8 can directly induce apoptosis or activate the intrinsic
pathway by cleavage of Bid. Here, we report that CD9* B
cells induced T cell apoptosis through both the extrinsic and
intrinsic pathways, involving caspases 8 and 9 and cleavage of
the molecule Bid required for apoptosis activation. Activation of
the intrinsic pathway in T cells by CD9* Bregs was confirmed
by mitochondrial depolarization. These data corroborate Bailey’s
results showing that IL-10 induces apoptosis in mast cells and
macrophages via the intrinsic cascade through mechanisms
involving caspase 3 cleavage and mitochondrial depolarization
(51). Surprisingly, when T cells are co-cultured with non-
regulatory CD9- B cells, low levels of caspase 8 and 9, and
Bid are cleaved. These phenomena could explain the small but
substantial number of apoptotic cells compared with T cells
alone. This low level of T cell death is more likely a consequence
of CD9 as a known marker of enrichment of IL-10-secreting B
cells (88% of total IL-10 secreting B cells) (26) and the presence
of a few Breg cells in the CD9~ subset.

We have also confirmed that CD9* B cells also exist
in humans. CD9* B cells from HV induced apoptosis of
autologous effector T cells in an IL-10-dependent manner, as
observed for mouse CD9* B cells. Finally, we report for the
first time that CD9* B cells, which are also associated with
a CD19+CD24"CD38" transitional B cell phenotype, were
reduced in number in the blood of severe asthmatic patients.
There is evidence in different models that enhanced activity
of Bregs producing IL-10 strongly suppresses inflammatory
processes (4-7, 20), and conversely, Van Der Vlugt reported that
patients with allergic asthma displayed B cells with impaired
regulatory activity (21). Here, we report that the number of CD9*
B cells was reduced in the blood of severe asthmatic patients,
as demonstrated in asthmatic mice lacking CD9" B cells but
displaying no functional defect. Furthermore, these cells were
able to induce effector T cell apoptosis in the same manner as
CD9* B cells from wild type mice.

Interestingly, we also report herein that severe asthmatic
patients had fewer CD9* B cells not only at basal levels
between exacerbations but also following acute inflammation
events (data not shown), suggesting that even under a strong
inflammatory environment, patients are not able to upregulate
CD9* Breg production. These data suggest that the restoration
of a normal number of CD9* B cells may “correct” a potential
defect and suggest that increasing Breg cells in allergic/asthmatic
patients may be envisioned as a new therapeutic strategy. In
mice, the adoptive transfer of CD9* B cells reverses asthma
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(24), and the adoptive transfer of cD1dh Bregs suppresses
airway inflammation by inducing natural forkhead box protein
3-positive CD4+ regulatory T cell recruitment into the lungs
(10). Interestingly, parasites and infectious agents drive Breg
expansion and have been proposed as a potential mechanism for
reducing host immune responses (19, 52-54). The potential for
use of helminth molecules as a new-anti-inflammatory therapy
has been postulated using the worm’s molecules to generate
Breg cells (54, 55). Modulation of anti-inflammatory cytokines
(56), the possibility to expand Breg cells in vitro (9, 57) or
strategies aimed at controlling signaling pathways in favor of
in vivo Breg expansion (58) have been seriously considered.
Compared with allergen-specific immunotherapy or non-specific
treatments, such strategies may offer the possibility for a reduced
treatment time and superior effects resulting from self-sustaining
or the induction of regulatory mechanisms since targeting Breg
cells may also embrace other regulatory systems simultaneously,
such as IL-10-producing regulatory T cells (19).

In conclusion, our data are the first to characterize the
molecular mechanisms of the regulation of CD9* B cells to
induce effector T cell apoptosis in mice and humans. The
lack of CD9* Breg cells in severe asthmatic patients suggests
Bregs as a potential target for future therapeutic strategies.
A better understanding of the immunological mechanisms
underlying allergic diseases is essential for the development of
new preventive and therapeutic Breg interventions.
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Développement de nouvelles stratégies thérapeutiques dans I'asthme.

Mots clés : asthme, allergie, immunothérapie, modéle animal, Treg, peptide

Résumé : Aujourd’hui, I'asthme est une des
maladies inflammatoires chroniques la plus
répandue dans le monde. Cette pathologie
s’exprime au travers de différents phénotypes et
endotypes, évoluant au cours de la vie des
patients. La majorité des traitements actuels
ciblent des asthmes de phénotype Th2 or aucun
traitement n’es actuellement disponible pour les
pour les patients asthmatiques non-Th2. Bien
que ces patients représentent 5 a 10% des
asthmatiques séveéres, ils représentent a eux
seuls plus de 50% des co(ts liés a I'asthme. ||
apparait donc nécessaire de développer de
nouvelles approchent thérapeutiques pour ces
patients. A l‘aide d'un modéle murin mimant
I'asthme allergique aux acariens, nous avons
évaluer l'effet de deux approches thérapeutiques
visant a rétablir la tolérance immune faisant
défaut dans I'asthme.

L'utilisation d'un peptide déviré de l'allergéne
Dermatophagoides pteronyssinus et d'un
complexe cytokine/anti-cytokine permettent de
réduire I'hyperréactivité bronchique,
'inflammation innée et adaptative, notamment
les réponses Th2 et Th17. Cette diminution des
caractéristiques de I'asthme est associée a une
augmentation de lymphocytes T régulateurs et
de cellules dendritiques tolérogénes induites
par ces traitements. Ainsi, nos résultats
montrent que le rétablissement de la tolérance
est un des points clé dans I'élaboration de
nouveaux traitements dans I'asthme, et ce quel
que soit le phénotype.

Development of new therapeutic strategies in asthma.

Keywords: asthma, allergy, immunotherapy, animal model, Treg, peptide

Abstract: Asthma is one of the most frequent
chronic inflammatory disease in the world. This
pathology evolves through le patient's life and
expresses different phenotype and endotype.
Most of asthma treatments are focused on the
Th2 phenotype but there are no efficient
treatments for the non Th2 phenotype. Even
though non th2 patients only represent 5 to 10%
of severe asthma, they are responsible for more
50% of asthma related costs. Thus, it is
necessary to develop new therapeutic strategies
for them. Thanks to a mouse model of HDM-
induced asthma we analyzed the efficacy of two
treatments designed to reestablish the defect of
immune tolerance in asthma.

The use of a Dermatophagoides pteronyssinus-
derived peptide and a cytokines/anti-cytokines
complex allow us to decrease airway
hyperresponssiveness and innate and adaptive
immunity, especially the Th2 and Th17
responses. This decrease of asthma features is
associated to an increase of regulatory T cells
and tolerogenic dendritic cells. Our results prove
the great importance that the tolerance
reestablishment is a key stone for design of new
treatment in asthma regardless the asthma
phenotype.
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