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RESUME

L’asthme allergique est caractérisé par une réponse immune adaptative de type Th2
associée a une production des médiateurs pro Th2 tels que les chimiokines CCL17, CCL22 et
CCL18. Les agents microbiens peuvent prévenir, aggraver ou sont soupconnés d’induire
I’asthme allergique, par des mécanismes encore incomplétement élucidés qui font intervenir
des récepteurs de I’'immunité innée capables de les reconnaitre. NOD1 est un des récepteurs
impliqués, c’est un récepteur intracellulaire qui reconnait un motif particulier de la paroi de
certaines bactéries. IL est capable de favoriser une réponse systémique de type Th2.
Cependant aucune étude expérimentale ne s’est intéressée a son rdle dans cette pathologie. Le
but de notre travail a été double, tout d’abord, évaluer I’effet de l'agoniste de NOD1 sur la
réponse Th2 dans un modeéle expérimental d’asthme, et étudier la contribution potentielle des
cellules dendritiques dans ce processus, et d’autre part, évaluer les relations directes entre la
chimiokine CCL18 et une cellule de I'immunité innée la cellule dendritique (DC) sur la
réponse adaptative.

Dans la premiére étude, dans un modéle expérimental d’asthme allergique, nous avons
montré que I’administration de I’agoniste de NOD1, au moment de la sensibilisation a des
souris sauvages, amplifie la réponse Th2 au niveau des poumons. Cette réponse est
caractérisée par une augmentation de la production des chimiokines pro Th2 (CCL17 et
CCL22). L’amplification de la réponse inflammatoire pulmonaire de type Th2 est reconstituée
par le transfert adoptif de DCs de moelle osseuse (BM-DC) stimulées avec de I’OVA combiné a
I’agoniste de NOD1. Par contre les BM-DCs provenant de souris déficientes en CCL17 sont
incapables d’amplifier cette réponse. In vitro, les BM-DC murines et les DC humaines (dérivées
de monocytes) produisent des quantités importantes de CCL17 et CCL22 en réponse a I’agoniste
de NOD1. De plus, les DCs humaines stimulées favorisent la polarisation des cellules T vers
un profil Th2. Ces résultats montrent que I’agoniste de NOD1 amplifie la réponse Th2 dans
I’asthme allergique, par le biais d’une production de chimiokine pro Th2 (CCL17) par la
cellule dendritique, mettant en évidence un nouvel aspect de la fonctionnalité de NOD1.

La seconde étude a consisté a évaluer I’effet direct de CCL18, une chimiokine pro Th2
sur les cellules de I'immunité innée, les cellules dendritiques. La différenciation de monocytes
de sujets sains en présence de GM-SCF et CCL18 conduit au développement de DCs de
phénotype semi-mature, exprimant le CCR7, produisant de I'L10 et l'enzyme 2,3-
indoleamine dioxygenase. Ces DCs induisent le développent de Lc T régulateurs de type Trl
produisant de I’IL-10 et capables d'inhiber la prolifération de Lc T effecteurs par un



mécanisme cytokine dépendant. Lorsque les monocytes proviennent de patients allergiques,
l'effet tolérogéne de CCL18 est perdu en liaison avec la diminution de la fixation de CCL18 a
son récepteur putatif. Ces résultats suggerent un défaut de régulation chez les sujets
allergiques qui pourrait contribuer au défaut de tolérance observé chez les sujets allergiques.
Ces données font du CCL18 et de son récepteur putatif des cibles thérapeutiques potentielles.
L'ensemble de ces résultats mettent en évidence le rdle important des chimiokines et de
leurs interactions avec les cellules dendritiques dans la déviation de la réponse immune en

amont et en aval de celle ci.



ABSTRACT

Allergic asthma is characterized by a Th2 adaptive immune response associated to the
production of proTh2 mediators such as the chemokines CCL17, CCL22 and CCL18. The
microbial agents can prevent, exacerbate or are suspected to induce allergic asthma, through
mechanisms still incompletely elucidated which implicate pattern recognition receptors
expressed by most immune and non-immune cells. NOD1, a sensor of gram negative
bacteria, has been shown to play a key role in the induction of the systemic adaptive response
by favoring a Th2 profile. However the role of NOD1 in allergic asthma is still unknown. The
aim of this study was to examine first, the capacity of NOD1 agonist, to modulate the immune
response in an experimental model of OV A-induced asthma, and the potential contribution of
DCs in this process. The second aim was to evaluate the direct immunological effect of
CCL18 on dendritic cells.

In the first study, our results show that in vivo, NOD1 agonist used as an adjuvant
exacerbated the pulmonary Th2 response, as well as the production of the pro Th2
chemokines CCL17 and CCL22. The exacerbation of the Th2 pulmonary response was
recapitulated by adoptive transfer of NOD1-stimulated bone marrow derived DCs from wild
type but not CCL17- deficient mice. Both purified murine bone marrow derived DCs, and
human monocyte derived DCs stimulated in vitro with NOD1 agonist exhibited an increased
production of CCL17 and CCL22. Moreover, NOD1-stimulated human DCs favored T cell
polarization toward a Th2 profile. Altogether these data uncover a previously unrecognized
effect of NOD1, which exacerbates allergic asthma through a direct effect on DCs by the
induction of the pro Th2 chemokine CCL17.

In the second study our results show that the differentiation of monocytes from healthy
subjects in the presence of GM-SCF and CCL18 led to the development of DCs with a semi-
mature phenotype, with intermediate levels of costimulatory and MHC class Il molecules,
increased CCR7 expression, which induced in coculture with allogenic naive T cells, an
increase in IL-10 production. The generated T cells were able to suppress the proliferation of
effector CD4'CD25 cells, through a cytokine dependent mechanism, and exhibited
characteristics of type 1 regulatory T cells. The generation of tolerogenic DCs by CCL18 was
dependent upon the production of indoleamine 2,3-dioxigenase through an IL-10 mediated
mechanism. Surprisingly, when DCs originated from allergic patients, the tolerogenic effect
of CCL18 was lost in relation with a decreased binding of CCL18 to its putative receptor.
This study is the first to define a chemokine able to generate tolerogenic DCs. However, this
function was absent in allergic donors, and may participate to the decreased tolerance



observed in allergic diseases. Our data define CCL18 and its putative receptor as potential
therapeutic targets.
Altogether these results underline the importance of chemokines in the deviation of the

immune response.



Chapitre 1: L’asthme allergique
Définition

L'asthme est une maladie bronchique dont la définition reste encore symptomatique et
descriptive. Les changements dans la définition de cette maladie au cours des derniéres
décennies sont le résultat de I'tvolution des connaissances, notamment physiopathologiques.

L’asthme est défini par un groupe d’experts internationaux comme "un désordre
inflammatoire chronique des voies respiratoires dans lequel sont impliqués plusieurs types
cellulaires et leurs médiateurs. L’inflammation chronique est associée a une hyperréactivité
des voies respiratoires qui entraine des épisodes récurrents de respiration sifflante, de
dyspnée, de sensation d’oppression thoracique, et/ou de toux particulierement pendant la nuit
ou au petit matin. Ces épisodes sont souvent associés a une obstruction extensive de degré
variable, souvent réversible spontanément ou sous I’effet d’un traitement™ (WHO/NHLBI
workshop report, 2009). La définition présentée ci-dessus n’est pas totalement satisfaisante
car elle ne prend pas en compte les facteurs étiologiques qui déclenchent ou précipitent les
crises d’asthme, en particulier I’allergie. Bien que plusieurs types d'asthme aient été identifiés
cliniguement, I'asthme allergique est la forme la plus répondue de la maladie. L'asthme
allergique est un asthme pour lequel les symptémes sont déclenchés par I'exposition a un
allergéne et qui est favorisé ou aggravé par des facteurs non spécifiques comme la pollution
atmosphérique, le tabagisme, les infections, le stress ou l'effort.

L’asthme est caractérisé par une forte concentration d’IgE dans le sérum des patients,
des infiltrats d'éosinophiles dans I'épithélium péribronchique et périvasculaire, une
hyperplasie des cellules a mucus et un épaississement de la sous-muqueuse. Des stimuli
normalement inoffensifs vont entrainer une bonchoconstriction en réponse a des stimuli non
specifiques comme le froid, I’effort ou a des doses faibles d’acétylcholine.

Les symptomes peuvent survenir a différents moments de la journée, a une fréquence
variable et entrainer des problémes indésirables tels la fatigue, I’insomnie, la réduction des
activités physiques, ce qui entraine de I’absentéisme au travail ou a I’école, etc.

Bien qu’une multitude de traitements soit disponible pour soulager les symptdmes de la
maladie, aucun traitement curatif n’a jusqu’a maintenant vu le jour. L’asthme est une maladie
multifactorielle hétérogene, associée a une variété de manifestations cliniques et de réponses

thérapeutiques, qui défient encore médecins et chercheurs.



Epidémiologie de I’asthme

L’asthme représente un véritable probléeme de santé publique dans de nombreux pays du
fait notamment de sa fréquence, des maladies associées, de la mortalité, ainsi que du poids
économique généré. C’est la maladie chronique la plus courante chez les enfants. Les
dernieres statistiques, selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), estime le nombre de
sujets asthmatiques a 300 millions a travers le monde. Cette pathologie cause 250 000 déces
par an dans le monde entier. Globalement, I’asthme touche davantage les habitants des pays
développés que ceux des pays sous-développés (Figure 1). En France, les statistiques de 2006,
selon I’enquéte ESPS, estiment que I'asthme touche plus de 4,15 millions de personnes, soit
6,7 % de la population. La prévalence de I’asthme dans notre région (le Nord-Pas-de-Calais)
est de 6,9 % (Source : Irdes. Données : Enquéte ESPS 2006).

L’asthme est I'une des maladies les plus colteuses dans les pays développés. Le codt
pour la société peut se diviser en codts directs, indirects et colts intangibles, associés aux
aspects psychosociaux de l'asthme. Les codts directs comprennent les hospitalisations, les
traitements en salle d'urgence, les consultations médicales, les frais de laboratoires. Les codts
indirects résultent des pertes financiéres non médicales dues a la maladie: absentéisme
scolaire et professionnel, perte de productivité au travail, invalidité et déces. En France,
L'asthme est responsable de 600 000 journées d'hospitalisation et codte 1 milliard d'euros en
dépenses de santé. Ces constatations imposent une réflexion sur les conditions de I’apparition
de la maladie et sur la nécessité d'une prise en charge efficace de celle-ci.

[]=z101% [ 76-100% [ ]5.1-7.5% || 2.5-5.0% [ 0-2.5% [ ] No standardized data available

Figure 1: La prévalence de I’asthme dans le monde. D’aprés Devereux, 2006 [1]
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Facteurs impliqués dans le développement et I’expression de la maladie

Plusieurs facteurs peuvent déclencher ou influencer la maladie de I’asthme. Ces facteurs
peuvent étres liés au patient lui-méme (caractere héréditaire, facteurs de risques hormonaux...)
et peuvent aussi étres liés a son environnement (allergenes, tabagisme, pollution

atmosphérique, exercice physique, alimentation, virus...).

Facteurs lies a I’héte

La prédisposition héréditaire ou I’atopie est le principal facteur causal de I’asthme. Le
risque de souffrir d’un asthme est nettement plus élevé chez les personnes ayant un lien de
parenté avec des personnes asthmatiques par rapport aux personnes sans antécédents
familiaux. De plus le terrain génétique est un élément essentiel de la maladie. Des études sur
le génome ont mené a I’identification et a la description d’une multitude de genes de
susceptibilité de I’asthme et de réponse aux traitements, qui ont été classés dans 4 groupes
distincts [2] (Figure 2). Le premier groupe comprend des genes associés a I’immunité innée et
I’immunorégulation. Il inclut des genes de PRR (incluant les TLR2, TLR4, TLR6, TLR10,
NOD1 et NOD2), les cytokines régulatrices IL-10 et TGF-B, le facteur de transcription
STAT3 et des molécules impliquées dans la présentation antigénique comme le CMH de
classe Il. Le second groupe comprend des genes responsables de la différenciation et des
fonctions effectrices des cellules Th2, c’est-a-dire les génes des cytokines IL-4, IL-13, IL-
12p40 et IL-5, le récepteur de I’IgE et des facteurs de transcription Th2. Le troisieme groupe
implique I'immunité mucosale et épithéliale et inclut les génes des chimiokines, des
substances anti-microbiennes et des molécules impliquées dans I’intégrité de la barriére
épithéliale. Les autres génes de susceptibilité ont été découverts par clonage positionnel ; ils
font partie du dernier groupe et sont associés a la fonction pulmonaire, au remodelage
tissulaire et a la sévérité de la maladie. En dehors des facteurs génétiques, d’autres facteurs
liés a I’hGte ont été associés au développement de I’asthme. Le stress, la prise d’antibiotiques,
la vaccination contre les maladies respiratoires, I’obésité et le mode de vie de la mere pendant
la grossesse (exemple du tabagisme) [3], [4], [5], [6], [7] sont rattachés a I’asthme. De plus
des facteurs endocriniens semblent aussi impliqués dans la pathophysiologie de I’asthme [8,
9.

Facteurs environnementaux
Il est évident que les facteurs génétiques ne peuvent expliquer I’augmentation rapide et
sélective de la prévalence de I’asthme et de I’allergie dans les pays développés au cours des
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dernieres décennies. Pour mieux comprendre ce phénomene, il faut se pencher sur les facteurs

environnementaux qui ont changé drastiquement et rapidement.
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Figure 2 : Genes de susceptibilité de I’asthme. (Tiré de Vercelli D., 2008) [2]

Les facteurs environnementaux impliqués dans I’asthme incluent bien évidemment les
allergénes contre lesquels les patients développent la maladie. Les plus fréquents sont les
acariens ainsi que certains pollens et antigénes d’origine animale [10-12], [13]. Les irritants
présents dans I’air comme la fumée de cigarette et les particules issues de la combustion du
diesel contribuent également a la pathogenése de la maladie [14], [15], [16-18]. L’ozone, les
moisissures et I’hnumidité semblent aussi étre des facteurs aggravants [19]. L hypothése qui a
recu la plus grande attention pour expliquer I’augmentation des prévalences de I’asthme est
«I’hypothese de I’hygiene» qui est basée sur I’équilibre Th1/Th2. Ce concept stipule que
I’exposition bactérienne et virale, au cours de la petite enfance, favorise le développement
d’un profil inflammatoire Th1 et par conséquent, inhibe le développement de pathologies Th2
comme les allergies et I’asthme. Le changement des régles d’hygiéne dans les pays
développés, par exemple, ont entrainé une réduction marquée de I’exposition microbienne et
par conséquent, une désorganisation de la réponse inflammatoire protectrice de type Thl. De
nombreuses observations épidémiologiques ont apporté des arguments en faveur de cette
hypothése. D’une part, des maladies infectieuses sévéres comme la malaria et la tuberculose
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sont inversement reliées a I’allergie [20]. Par ailleurs, des études ont montré une relation
inverse entre I’asthme et I’exposition directe a I’environnement rural riche en endotoxine [21],
[22, 23], [24], [25], [26], [27], [28]. Cependant d’autres arguments sont en défaveur de cette
théorie. 1l faut mentionner que les maladies Thl et Th17, incluant le diabéte, la sclérose en
plaque et les maladies inflammatoires de I’intestin, sont également en forte hausse dans les
pays développés [29]. De plus il existe une corrélation entre le diabete de type 1 et I’asthme
[30]. Ces observations a priori contradictoires ont été réconciliées par la redécouverte des
cellules régulatrices capables d’inhiber I’ensemble des profils T helper et qui sont déficitaires
dans un grand nombre des pathologies sus citées. Les infections pulmonaires d’origine virale
comme I’influenza amplifient la réponse asthmatique malgré le développement d’une réponse
immune anti-virale de type Thl. Inversement, une forte réponse Th2 résultant d’une infection
parasitaire est plutdt protectrice [31], [32], [33, 34]. Dans I’ensemble les études semblent
montrer que les infections entretiennent une relation ambigué avec I’asthme, étant tant6t
capable d’exacerber les manifestations de I’asthme et tantdt exercant des effets protecteurs
contre cette maladie.

Les facteurs environnementaux interagissent avec les facteurs génétiques et influencent
le développement de la maladie. Chez certains individus, la stimulation environnementale
conduira au développement de I’allergie et de I’asthme alors que, chez d’autres individus,

cette stimulation entrainera une réponse immune protectrice (tolérance) contre la maladie.

La réaction inflammatoire de I’asthme allergique

La physiopathologie de la réaction allergique peut étre scindée en trois phases
successives. La premiére est la phase de sensibilisation au cours de laquelle s’instaure la
mémoire immunitaire. Dans le cas de I’asthme allergique, la sensibilisation a lieu au niveau
des voies respiratoires. L’antigéne est pris en charge par les cellules dendritiques (DCs) des
voies respiratoires qui sont activées et migrent vers les ganglions médiastinaux qui drainent
les poumons. L’antigéne est présenté aux cellules T, initiant ainsi la conversion des cellules T
CD4 naives en cellules Th2. Ces cellules Th2 interagissent avec les cellules B et induisent la
production des IgE. Ces derniers diffusent localement et gagnent la circulation lymphatique et
sanguine pour enfin étre distribuées systémiquement. Les IgE spécifiques et non-spécifiques
se lient aux récepteurs IgE de haute affinité (FceRI) a la surface des cellules, plus
particulierement des mastocytes. Cette phase de la réponse allergique est asymptomatique
mais elle met en veille un état immunitaire prét a répondre rapidement en cas de réexposition

des voies respiratoires a I’allergene [35] (Figure 3).
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Figure 3 : Phase de sensibilisation a I’allergene dans les voies respiratoires. Tiré de Galli et al
2008) [35]. Les cellules dendritiques de la sous-muqueuse vont étre activées, phagocyter
I’allergene (1) et vont migrer vers les ganglions lymphatiques (2) ou elles vont pouvoir
présenter I’antigene aux lymphocytes T naifs (3). En présence d’IL-4, les lymphocytes T vont
se différencier en lymphocytes Th2 (4). La production d’IL-4 et d’IL-13 par les lymphocytes
Th2 et la liaison des molécules de costimulation, va conduire a la production des IgE par les
lymphocytes B (5). Les IgE vont se fixer aux récepteurs Fc a la membrane des mastocytes (6).
Ceci entraine une sensibilisation, qui va entrainer une réponse des mastocytes au moment de
la deuxieme exposition a I’allergene. Les lymphocytes Th2 vont migrer vers les voies
aériennes ou ils vont s’amplifier et devenir des lymphocytes Th2 effecteurs mémoire (7).

La Phase effectrice comprend les phases de réaction immédiate et retardée. La phase
immédiate a lieu dans les minutes qui suivent une nouvelle exposition a I’allergene contre
lequel un individu est sensibilisé. Cette phase se caractérise par I’apparition, dans les
premieres minutes, de signes cliniques dépendants du tissu cible (irritation tissulaire,
formation d’cedeme, sécrétion de mucus et obstruction bronchique marquée due a un spasme
du muscle lisse bronchique). Durant cette phase, I’allergene est reconnu par des IgE
specifiques, liés aux FceRI a la surface des mastocytes et des basophiles. Le complexe
IgE/allergéne induit I’agrégation des récepteurs, activant les mastocytes et les basophiles qui
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liberent immédiatement le contenu de leurs granules cytoplasmiques. 11 s’agit des molécules
vaso-actifs (les leukotriénes, I’histamine, les prostanoides) ou cytokiniques et chimiotactiques
[36]. Ces derniers induisent une vasodilatation et une bronchoconstriction et augmentent la
production de mucus par les cellules caliciformes et la perméabilité vasculaire.

Outre leur role dans la réaction immédiate, les mastocytes contribuent a la transition
vers la réaction retardée en initiant le recrutement de cellules inflammatoires. La phase tardive
se déclare aprés 6-12 heures et s’éteint dans les 12-24 heures. Elle est caractérisée par
I’infiltration des tissus enflammés par plusieurs types cellulaires dont les éosinophiles, les
lymphocytes T et les basophiles. Ces cellules libérent & leur tour des substances pro-
inflammatoires cytotoxiques, telles que les protéines des granules des éosinophiles (Major
Basic Protein (MBP), Eosinophil Cationic Protein (ECP), Eosinophil Peroxydase (EPO),
responsables de la destruction de I’épithélium et de I’inflammation de la sous-muqueuse
diminuant alors le diamétre des voies aériennes. Les sous populations lymphocytaires T
auxiliaires majoritairement Th2 interviennent dans le recrutement des cellules effectrices et
dans I’activation de I’épithélium bronchique. Cette inflammation est chronique et aboutit a
long terme a une modification de I’architecture des voies respiratoires, également nommée
remodelage bronchique. Ce dernier se caractérise par la desquamation de I’épithélium, une
meétaplasie des cellules caliciformes, un épaississement de la membrane basale et une
hyperplasie des cellules musculaires lisses.

Le role des différents acteurs cité ci-dessus dans les phases de la réaction allergique sera

passé en revue dans les pages suivantes.

Acteurs cellulaires

Les cellules dendritiques

Capture de I’antigéne

Pendant la phase de sensibilisation, les allergenes qui traversent la barriére épithéliale,
sont capturés par les cellules dendritiques (DC), dites immatures, présentes sous la membrane
basale de I’épithélium bronchique. Certaines DC étendent leurs dendrites jusqu’a la lumiere
des voies respiratoires grace a la formation de jonctions occlusives avec les cellules
épithéliales, sans interférer avec leurs fonctions [37], [38], [39]. La Figure 4 illustre cette
interaction. En outre, certains allergénes (pollen de Cupressaceae, acariens, Alternaria)
possédant une activité protéasique forte, sont capables de digérer les protéines de jonction,
ainsi augmentant la permeabilité de I’épithélium et I’accessibilité aux cellules dendritiques
[40]. La DC fait intervenir trois voies principales pour capturer I’antigene présent dans son
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environnement : la macropinocytose, I’endocytose par récepteurs interposés et la
phagocytose. La macropinocytose permet [I’internalisation d’antigenes solubles. La
phagocytose permet I’internalisation de virus, bactéries,...etc. L’endocytose par récepteurs
interposés repose sur l'usage de récepteurs membranaires spécifiques des composés a

endocyter (Figure 5) (les récepteurs type lectine-C et les récepteurs de type Fc) [41], [42].
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Figure 4 : Interaction entre les cellules épithéliales, les DCs et les allergenes a I’interface de
la muqueuse bronchique. Tiré de Hammad H. and Lambrecht B.N., 2008 [37].
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Figure 5 : Activation des cellules dendritiques, via les récepteurs membranaires, par les
allergénes provenant de diverses sources. Tiré de Platts-Mills, T.A. and J.A. Woodfolk, 2011
[43].
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La cellule dendritique exprime de nombreux récepteurs de I’'immunité innée dénommes
PRRs (Pathogen Recognition Receptors) qui ont la propriété de reconnaitre une vaste gamme
de motifs microbiens, les PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns). Ces récepteurs
ont pour fonction d’endocyter les microorganismes et/ou d’activer la DC. Nous décrirons ces
récepteurs dans le chapitre 111. Comme la plupart des allergénes inhalés sont contaminés par
des lipopolysaccharides (LPS) et peptidoglycanes, ces contaminants peuvent exercer des
effets adjuvants en activant les DCs via les PRR. Ainsi, il a été montré que allergénes
d’acariens retrouvés dans les poussiéres de maison d’acariens sont de puissants activateurs de
TLR [44]. Par ailleurs, les allergenes eux mémes peuvent étre reconnus par les PRR présents
a la surface de la DC. Par exemple deux allergenes ligands de PRR sont Der p 2 et le Arah 1
(allergenes de l'arachide) qui lient et activent TLR4 et DC-SIGN respectivement [44], [45].

Maturation et migration

Apres internalisation, I’antigéne est dégradé au sein des compartiments intracellulaires
tels que les endosomes et les lysosomes. Les fragments peptidiques de I’antigéne sont alors
couplés avec les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de class 1l (CMHII) et
présentés a la surface des cellules dendritiques. L’internalisation de I’antigéne entraine
également la maturation de la DC qui s’accompagne de différents changements
phénotypiques. La DC va d’une part exprimer des récepteurs chimiokiniques tel le CCR7
permettant sa migration spécifique vers les ganglions lymphatiques drainant I’épithélium, via
les vaisseaux lymphatiques qui expriment les ligands de CCR7 (CCL19, CCL21) [46, 47].
Récemment, le récepteur CCLR2 a été impliqué également dans le contréle de la migration
des DCs pulmonaires [48]. D’autre part la DC va surexprimer la molécule CMHII ainsi que
les molécules co-stimulatrices (comme CD40, CD80, CD86, etc...) nécessaires a I’activation
des lymphocytes T (LT). Cette maturation induit aussi la sécrétion de cytokines et de
chimiokines par les DCs. Par ailleurs, des protéines (IL33, IL25, TSLP...) générées dans
I’épithélium en réponse au stimulus inhalé, vont influencer I’activation et la maturation des

cellules dendritiques.

Présentation de I’antigéne au lymphocyte T
Les interactions étroites entre la DC et le lymphocyte sont décrites comme de Vvéritables
synapses immunologiques. La formation de la synapse est initiée par I’interaction entre les
molécules LFA-1 et ICAM 2/3 exprimées a la surface du LT et les molécules ICAM-1
(CD54) et DC-SIGN (CD209) exprimées sur la DC mature. D’autres molécules telles que les
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molécules CD4 et CD8 et des molécules de co-stimulation sont ensuite recrutées au niveau de

la synapse immunologique pour renforcer le dialogue entre la DC et le lymphocyte T [49].
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Figure 6 : Interaction entre la cellule dendritique et le lymphocyte T. Le schéma
reprend les trois types d’interaction nécessaires & une polarisation T efficace. Le
premier signal est apporté par la présentation antigénique via le CMHII au TCR.
Le second signal provient des molécules de costimulation CD80/CD86, regulées
par I’activation des PRR et exprimées a la surface de la DC. Ces molécules
activent le CD28 lymphocytaire qui induit notamment I’expression du CD40L
et permet la stimulation en retour de la cellule dendritique. Le troisiéme signal
est constitué par des médiateurs polarisant solubles ou membranaires (IL12,
IFN-y ou ICAM-1 pour les Thl ; IL4, IL13, ou OX40L pour les Th2) apportés
essentiellement par la DC activée par les PRR [50].

L’engagement de quelques TCR initie un premier signal conduisant a des modifications du
cytosquelette, a la redistribution des autres TCR et a la relocalisation, a proximité des TCR,
des molécules de co-stimulation B7. Ces molécules de co-stimulation interagissent avec les
molécules CD28 et CTLA-4 portées par les lymphocytes T. D’autres molécules de co-
stimulation participent au dialogue DC-lymphocytes T. Ainsi, les interactions CD40/CD40-
ligand sont aussi impliquées dans la genése de signaux co-activateurs. Cette étape initie la

conversion des cellules T CD4 naives en cellules effectrices.
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La DC et la polarisation de la réponse T

Les cellules dendritiques interviennent dans le dialogue avec les lymphocytes T comme
activateurs mais aussi comme régulateurs de la réponse immunitaire, car elles polarisent les
lymphocytes T en les orientant vers la voie de différenciation la plus adaptée a I’agression
(Thl, Th2, Thl7, Th22, Treg...). Cette polarisation va dépendre tout d’abord du type de DC
impliqué qui se distingue sur des bases phénotypiques, morphologiques, fonctionnelles,
ontogéniques et/ou anatomiques [51], le profil d’expression des molécules de co-stimulation,
le microenvironnement cytokinique et chimiokinique local et la maniére dont I’antigéne est
présenté aux lymphocytes T (densité des complexes de CMH Il/peptides antigénique,
associations de rafts lipidiques) ainsi que la durée du contact et le ratio DC/T [52].

Dans I’asthme allergique les lymphocytes Th2 sont au centre de la réponse
inflammatoire. Chez la souris, on sait qu’une faible expression de CD80/86, ainsi que la
production de d’IL-12 et d’IFN-y par les DCs au moment de la présentation antigénique induit
une différenciation vers un profil de type Thl [53]. Par contre, une forte stimulation CD80/86
et I’apport d’IL4 exogene, en absence d’IFNy polarisent les lymphocytes vers un profil de
type Th2. Chez I’homme, une forte production d’IL-12, I’expression de CD80 et CD70
favorisent la différenciation vers un profil Thl [54], alors qu’une trés faible production d’IL-
12, I’expression majoritaire de CD86 et d’OX40L oriente le lymphocyte vers un profil de type
Th2 [55], [56]. Chez les sujets allergiques, les DCs activés par I’allergéne Der p 1 induisent
une réponse Th2 en augmentant I’expression de CD86 ainsi que la production d’IL-10 et de
chimiokines pro Th2 (CCL17, CCL22). En revanche, les DCs d’un sujet sain expriment le
CD80 et produisent de I’lL-12 et la chimiokine proThl (IP-10) apres activation par
I’allergéne [57], [58], [59]. D’autres molécules de surface comme OX40L et ICOSL
(inducible costimulator ligand) ont été impliquées dans le développement d’une réponse Th2
[60-62]. En effet, selon les signaux de danger rencontrés et leur état de maturation, les DCs
sont responsable de la réponse immune ou de la tolérance. En condition d’homéostasie, les
DCs maintiennent un état de tolérance face aux antigénes inoffensifs [63]. Pour cela, les DCs
migrent continuellement jusqu’aux ganglions lymphatiques médiastinaux et présentent des Ag
dans un contexte tolérogénique. Il a été montré que, en absence d’infection, les DCs sécrétent
de I’IL-10 et expriment les molécules ICOS-L et DP-L1 (program cell death 1) favorisant la
différenciation des cellules T CD4 naives en cellules Treg [64]. Les cellules Treg ainsi
produites contrdlent I’inflammation en produisant des cytokines immunosuppressives telles
que I'lL-10 ou le TGF-p.
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Les différentes populations de cellules dendritiques
Les DC sont classées en deux sous-populations en fonction de leur origine biologique et
de leurs fonctions : les DC myéloides (mDC) et les DC plasmacytoides (pDC) (Figure 7).
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Figure 7: Développement des sous populations de DC. D’aprés Shortman,
K. and S.H, 2007 [65]. Issues de précurseurs hématopoiétiques communs
(CD34"), les DC d’origine myéloide sortent de la moelle pour s’accumuler
au niveau tissulaire. Les pDC proviennent quant a elles de précurseurs
lymphoides et son essentiellement présentes au niveau circulant. Ces
dernieres peuvent toutefois s’accumuler au niveau tissulaire en situation
inflammatoire.

Les mDC sont subdivisées en migratoires et résidentes. Les migratoires correspondent au
modele classique des DCs. Elles résident a I’état basal en périphérie. Suite a la phagocytose
d’une particule antigénique et/ou a la réception de signaux de danger, elles migrent vers les
ganglions. Elles arrivent a I’état mature dans les organes lymphoides ou elles présentent
I’antigéne aux lymphocytes T naifs. Ex: cellules de Langerhans, DC des muqueuses. Les
DCs résidentes sont dans les organes lymphoides, ou elles se trouvent normalement a I’état
immature. Elles collectent et présentent les antigénes du soi ou étrangers au sein méme des
organes lymphoides. Ex: la plupart des DCs du thymus et de la rate. Il existe également des
DCs inflammatoires qui sont recrutées dans les tissus suite a une inflammation ou une

infection. Elles ne sont pas présentes a I’état de repos. Elles seraient principalement issues de
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la différenciation des précurseurs myéloides a savoir les monocytes du sang. Les pDC, se
différencient a partir de précurseurs hématopoiétiques au niveau des organes lymphoides,
elles sont circulantes ou résidentes, rondes et sans dendrites a I’état basal mais les
développent aprés activation. Ces cellules sont essentiellement impliquées dans la réponse
anti-virale, aprés stimulation par un antigéne viral, elles produisent de grandes quantités
d’interférons de classe I (IFNa, IFNp) [66].

Contrairement au mDC, les pDC ont de faibles capacités de phagocytose et de
pinocytose [67]. Cependant, il a été montré que ces cellules sont également capables
d’internaliser les antigénes puis de migrer vers les ganglions pour effectuer une présentation
antigénique aux lymphocytes T naifs [68], [69]. Toutefois, contrairement aux mDC, ces
cellules induisent une tolérance antigénique dans des modéles animaux d’asthme allergique.
La déplétion des pDC induit une réponse Th2 au niveau des voies aériennes, alors que le
transfert adoptif des pDC empéche le développement de l'asthme [70]. Une explication
possible pour les propriétés tolérogénes des pDC est leur capacité a produire de I’indoleamine
2,3-dioxygeénase (IDO) qui inhibe la prolifération des cellules T [71], mais aussi leur capacité
a induire de I’IL-10 et des Treg [72]. Une augmentation du nombre de DC myéloides dans la
muqueuse des voies respiratoires et dans le lavage broncho-alvéolaire a aussi été montrée
dans un modeéle murin d'asthme. Cette augmentation est due a une production accrue de
progeéniteurs issus de la moelle osseuse [73]. Chez I’homme, le role des pDC reste moins
clair, des pDC traitées a I’'IL3 sont en effet a la fois capables d’induire une polarisation des T
vers un profil Th2 par une voie OX40-OX40L dépendante, mais elles sont également capables
d’inhiber cette différentiation Th2 par une production d’IFN de type | en cas d’infection virale
[74]. Par ailleurs, chez les patients atteints de dermatite atopique, le nombre de pDC cutanées
est fortement diminué [75]. La muqueuse nasale et I'épithélium bronchique de sujets
asthmatiques allergiques contiennent un nombre accru de DC a I'état basal par rapport aux
sujets non allergiques et ce nombre est encore augmenté aprés exposition a l'allergéne [76],
[77], [78]. Alors qu'aucune accumulation de pDC n'est observée au sein des bronches, des DC
CD1a" HLA-DR" s'accumulent dans la lamina propria au cours de la rhinite allergique [79],
[80], et des DCs myéloides sont recrutées depuis le sang périphérique [81]. Parallelement aux
pDC, il semble que les mDC puissent également induire une tolérance vis-a-vis des allergenes
en fonction de leur phénotype. Les pDC ne représentent en effet qu’une trés faible proportion
des cellules dendritiques tissulaires au regard du réseau trés dense de mDC. Par ailleurs, les
mDC prélévent continuellement les allergénes exposés aux épithélia, et elles présentent ces
allergénes aux lymphocytes dans les ganglions, il est surprenant qu’une partie seulement de la
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population développe des réponses contre ces antigenes non infectieux. Il semble donc qu’en
situation normale, les mDC permettent la mise en place d’une tolérance. Expérimentalement,
I’exposition intranasale de souris a des protéines n’induit pas de réaction inflammatoire [82].
En revanche, la sensibilisation préalable des animaux a cette protéine, par voie systémique
avec un adjuvant, provoque une réaction inflammatoire Th2 au niveau du tractus respiratoire
aprés challenge allergénique. Les données expérimentales démontrent qu’il existe deux
mécanismes différents a I’origine de la tolérance antigénique, avec un role central des cellules
dendritiques. La stimulation des lymphocytes T naifs par une DC faiblement mature peut
entrainer un défaut d’activation lymphocytaire conduisant a un état anergique [83]. D’ailleurs,
notre équipe a montré récemment que la différenciation de monocytes de sujets sains en
présence de GM-CSF et CCL18 génere des DC de phénotype semi-mature induisant le
développement de Lc T régulateurs de type Trl. Dans certaines conditions de stimulation, en
particulier en produisant certaines cytokines immunorégulatrices comme I’IL-10 ou le TGF-j,
ou encore par le biais de ligands type ICOSL, les mDC peuvent également générer un type
des lymphocytes T régulateurs [84], [82]. Ces cellules permettent I’établissement d’une
tolérance spécifique a I’allergéne, transmissible par ailleurs a d’autres animaux par transfert
lymphocytaire.

Un autre mécanisme générateur de tolérance a été récemment décrit, il s’agit des DCs
productrices d’une enzyme, I’'IDO (Indoleamine-2,3-dioxygenase), impliquée dans le
catabolisme du tryptophane, un acide aminé essentiel. Ce catabolisme génére des processus de
régulation de la réponse immune, avec un effet sur les Lc T décrit par Lee et al, en 2002, la
dégradation du tryptophane induit I’arrét du cycle cellulaire et méne vers I’apoptose des
cellules T. Par ailleurs, les métabolites générés par le catabolisme du tryptophane ont une
activité pro-apoptotique in vitro. La DC productrice d’IDO agit également sur les DC IDO" in
vivo et supprime leur capacité de présentation antigénique. Certains auteurs ont démontré que
les Treg, par une voie dépendante du CTLA4, induisent I’expression de I’IDO dans les DCs
murines [85]. Dans un modeéle murin d’asthme expérimental, I’'IDO inhibe les paramétres de
I’inflammation allergique, et ce via le TLR9 [71].

L’ importance des DC dans I’asthme
La DC joue un rdle essentiel lors de la phase de sensibilisation et au cours de la phase
effectrice de la réaction inflammatoire. Des études ont montré que les DCs sont directement la
cause de la sensibilisation aux allergénes inhalés. L'administration intra-trachéale de DC
myéloides chargées avec de I'ovalbumine (OVA) a des souris naives induit une sensibilisation
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qui conduit a une vigoureuse réponse Th2 et a une inflammation pulmonaire lors d'une
réexposition a l'allergene [86, 87]. Les DCs chargées a I'OVA sont également capables
d'induire un phénotype asthmatique complet lorsqu'elles sont injectées en intra-trachéale a des
souris préalablement sensibilisées et cela en absence de réexposition a l'antigéne et peuvent
également exacerber les symptémes allergiques chez des souris déja sensibilisées [88]. Des
expériences de déplétion ont mis en évidence le r6le essentiel des DCs dans le processus
allergique. Ainsi, une déplétion systémique des DCs myéloides pendant la phase de
réexposition a l'allergéne abroge tous les signes caractéristiques de I'asthme et ceci
s'accompagne d'une diminution des cytokines Th2 effectrices [89], méme quand le processus
inflammatoire est engagé. Une déplétion sélective cette fois des DCs pulmonaires CD11c"
élimine l'inflammation pulmonaire et diminue la génération de cellules Th2 effectrices [90].
Les DCs pulmonaires produisent les chimiokines CCL17 (TARC; thymus and activation-
regulated chemokine), CCL22 (MDC; macrophage-derived chemokine) et CCL11 (éotaxine)
qui attirent dans les poumons les cellules Th2, les basophiles et les éosinophiles [91]. Une fois
la polarisation de la réponse T induite au niveau ganglionnaire, il est probable que les cellules
dendritiques migrent a nouveau vers le site d’exposition antigénique pour permettre de
restimuler et d’entretenir I’activité des Ilymphocytes Th2 et la pérennisation de
I’inflammation. Il a en effet été démontré dans un modéle d’asthme murin qu’aprés
sensibilisation a un allergene, les cellules dendritiques matures stimulent les lymphocytes T
au niveau des poumons [92], ce qui démontre I’'importance d’une restimulation locale dans
I’établissement d’une réponse inflammatoire forte. De plus, une corrélation a été établie entre
I’utilisation de stéroides inhalés chez des patients asthmatiques et une réduction du nombre et
de la fonction des DCs des voies aériennes [93]. Ces données suggérent que les DCs sont

essentielles durant I’initiation et la maintenance de I’inflammation des voies aériennes.

Les lymphocytes T

Les cellules T activées jouent un role important dans I'asthme. Pendant une longue
période, la réponse des lymphocytes T dans I'asthme a été interprétée dans le cadre du fameux
paradigme Th1/Th2 dans lequel le développement des cellules Th2 est consideré comme
capital et essentiel dans le développement de I'asthme allergique. La participation des cellules
T dans la pathogenése de I'asthme allergique a été élargie pour inclure la contribution des
cellules T régulatrices (Treg) et de nouvelles sous populations Th17 et Th22.
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Figure 8 : Développement des lignées Thl, Th2 et Thl7. Tiré de Wilson C.B. et al, 2009
[94].

Lymphocytes Th2

Les cellules Th2 jouent un réle central dans I'inflammation allergique. Aprés activation
les DCs et d’autres cellules, produisent les cytokines responsables de la différenciation des
cellules T naives en cellules Th2. L’interaction entre le TCR et CMH de classe Il de la DC
induit classiquement la production d’IL-2 et d’IL-4 par les cellules T, capables d’activer
STATS5 et STATG6 respectivement, qui menent a la production d’IL-4 supplémentaire et
amplifient en boucle la réponse inflammatoire de type Th2. La signalisation résultant de la
liaison de I’IL-4 avec son récepteur passe par GATA3 (GATA-binding protein 3), qui
entraine I’expression des genes associés aux cytokines propres a I’inflammation de type Th2
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[95], [96]. Ces cytokines sont impliquées dans la commutation de classe d'immunoglobulines
des cellules B vers la synthese d'IgE (IL-4 et 1L-13), le recrutement des mastocytes (IL-4, IL-
9 et IL-13) ainsi que la stimulation et la maturation des éosinophiles (IL-3, IL-5 et GM-CSF)
et des basophiles (IL-3) [97]. Les cellules Th2 différenciées sont recrutées dans le site
inflammatoire par la production des chimiokines CCL1, CCL2, CCL11, CCL22 et CCL17
[98]. Le facteur de transcription essentiel pour la différenciation des cellules Thl est T-bet.
L'expression de T-bet est contr6lée par STAT4, induit par la liaison de I''FN-y a son
récepteur. Lorsqu'il est phosphorylé, T-bet peut s'associer a GATA-3 et inhiber la synthese
des cytokines de type Th2 [97]. Les voies Thl et Th2 sont antagonistes.

Lymphocytes Th17

En 2000, Infante-Duarte et al, ont montré que les cellules T productrices d'lL-17
constituaient une population distincte des cellules Thl et des cellules Th2 chez les souris et
les humains [99]. Ces cellules ont été nommées Th17 [100]. Elles produisent en effet IL-17A
et IL-17F mais aussi de 1L-22, IL-21 et 1L-26 [101, 102]. Elles expriment spécifiquement les
facteurs de transcription RORyt et RORa [103], [104], [105] et non pas T-bet ou GATA-3, ce
qui contribue a la justification de la création d’un groupe lymphocytaire indépendant des
autres. La différenciation Th17 in vitro requiert la présence d’IL-6 et de TGF-p [103] et elle
est amplifiée par I’lL-23 chez la souris. Par contre chez I’homme, tous les auteurs ne sont pas
d’accord a propos des cytokines impliquées dans la voie Thl7. Pour certains auteurs,
I’activation de la voie Th17 est induite par I'IL-1p et I’IL-23 [101]; alors que pour d’autres, le
TGF-B, I'IL-23, I'IL-6 et I’IL-1p sont indispensables a la différenciation des cellules Th17
[106]. L’axe 1L17/1L23 a été initialement décrit comme permettant la mise en place d’une
défense antibactérienne et antifongique [107, 108]. Par ailleurs, certains motifs bactériens
semblent favoriser la [107] différenciation Th17 par une activation spécifique des cellules
dendritiques [109].

Des études ont trouvé une association entre les lymphocytes Th17 et I’asthme [110],
[111]. L’IL17 est retrouve dans les expectorations, les lavages broncho-alvéolaires, le sérum
et les biopsies bronchiques de sujets asthmatiques allergiques [112], [113], [114, 115], [116].
De plus, le niveau d’expression d'IL-17 est étroitement corrélé au degré de sévérité de
I'nypersensibilité bronchique chez les patients asthmatiques [117]. L’IL-17 potentialise
I’activation des fibroblastes, des cellules épithéliales et des cellules musculaires lisses. Ainsi,
cette cytokine favorise la production d'IL-6, d'IL-8, d'IL-11 et de CXCL1/Groa par les
fibroblastes bronchiques humains [113]. L’IL-17 induit I’activation et I’accumulation des
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neutrophiles dans les tissus par un mécanisme dépendant des chimiokines CXCL8 ou GRO-a
et également le CCL20 [118]. Les lymphocytes Thl7 peuvent également stimuler la
production des mucines, MUC5AC et MUCSB, par les cellules épithéliales bronchiques
humaines in vitro [119]. Chez la souris, les données expérimentales démontrent un réle plus
complexe des réponses Th17. Il a été démontré par I'étude des souris déficientes en I’IL-17R
que les cellules Thl7 étaient indispensables a la phase d'induction (sensibilisation) du
développement des réponses asthmatiques expérimentales. Par contre, la neutralisation de
I’IL17 dans la phase effectrice du modéle d’asthme murin conduit & une augmentation de
I’inflammation et son administration inhibe le recrutement des éosinophiles et protege les
animaux contre I’hyperréactivité bronchique [120]. Ces données conferent a I’'IL17 un rble
protecteur lors de I’exposition allergénique. En revanche, une étude récente a montré que la
sensibilisation des souris, avec I’ovalbumine, par voie aérienne induit une modeste réponse
Th2 et une forte réponse Th17, favorisant le recrutement des neutrophiles et I'AHR [121]. Ces
résultats suggerent que les lymphocytes Th17 participent a la physiopathologie de I’asthme.

Lymphocytes T régulateurs (Treg)

C’est une population de lymphocytes suppresseurs spécialisés dans I’inhibition de
réponses inflammatoires. Il a été suggéré que le déclenchement de I’asthme chez I'homme
pourrait étre lié a un développement insuffisant des lymphocytes T régulateurs ou/et une
inhibition de leur fonction [122], [123, 124].

Il existe deux classes de lymphocytes T régulateurs: Les T régulateurs naturels et les T
régulateurs adaptatifs. Les lymphocytes T régulateurs naturels, caractérisé par un phénotype
CD4'CD25", sont présents spontanément sans induction. Cette population est d’origine
thymique et elle représente environ 5% des lymphocytes T circulants [125]. Différents
marqueurs ont été proposés pour identifier spécifiqguement ces Treg. Parmi ceux-ci, le CD25,
le GITR, le CTLA-4, CD103 et FoxP3 (Forkhead box3). Ce dernier marqueur est essentiel a
leur développement et leurs fonctions [126, 127]. Globalement, les mécanismes de
suppression de ces populations régulatrices sont plutdt indépendants de la production de
cytokine exogene, mais dépendante d’un contact cellulaire. Les Treg naturels semblent par
ailleurs capables d’induire in vitro des Treg adaptatif a partir de T helper conventionnels
[128], [129]. La seconde grande catégorie de Lc Treg est constituée par les Treg dits
adaptatifs. Ces cellules se différencient en périphérie lors de la maturation de T CD4", dans
des conditions particulieres. Vraisemblablement, I’apport de TGF-f exogene, mais aussi

d’IL10 par la DC, associés cette fois-ci a une faible stimulation par des molécules CD80-
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86/CD28 sont nécessaires a leur différenciation. Les Treg naturels peuvent contribuer a cette
différenciation par apport d’IL-10 exogene. Il a été montré que la génération de ces cellules
peut-étre induite in vivo par administrations réguliéres de faibles doses d’antigénes [82]. Le
mode d’action de ces Treg adaptatifs semble plut6t contact indépendant et lié a la production
de cytokines suppressives comme I’IL-10 et le TGF-p.

Il existe plusieurs mécanismes de suppression induit par les Treg selon le contexte et la
fonction cellulaire régulée. Le premier mécanisme implique la production de cytokines
inhibitrices. L’IL-10 et le TGF-B ont été décrits depuis longtemps comme ayant des propriétés
suppressives. En outre, il a été montré que ces cellules exercent également des fonctions
suppressives via la production d’I1L-35 [130]. La régulation par sécrétion d’IL-10 semble un
mécanisme commun aux Treg naturels et aux Treg adaptatifs antigenes spécifiques (appelés
également Trl). L’IL-10 a d’abord été décrite comme une cytokine spécifiquement Th2 [131]
car inhibitrice de la secrétion des cytokines Thl. Il semble toutefois que cette cytokine,
effectivement produite dans un contexte Th2, ait un rdle immunorégulateur plus général en
inhibant les réactions inflammatoires a plusieurs niveaux. L’IL-10 inhibe la différenciation
des cellules dendritiques a partir des monocytes circulants [132], la production de cytokines
par les mastocytes [133] ainsi que la survie et la fonction des éosinophiles [134]. Chez
I’lhomme, I’IL-10 présente par ailleurs la capacité d’inhiber les réponses de type Thl. Elle
blogue en effet la production d’IL2, d’IFN-y par les lymphocytes Thl mais aussi d’IL-4 et
d’IL-5 a partir de lymphocytes de type Th2 en interférant avec les voies de signalisation
CD28-CD80 dépendantes. L’IL-10 est en effet capable d’agir directement sur la transduction
intracellulaire du signal généré par le CD28 [135] et de diminuer les signaux de
costimulation. Méme s’il est effectivement produit par des lymphocytes de type Th2 et
possede un ro6le inhibiteur pléiotrope, I'IL-10 est impliqué a de nombreux niveau dans
I’antagonisme des réponses inflammatoires. Des modéles d’asthmes murins ont permis de
montrer que les Treg induisent une production importante d’IL-10 par les Th2, aboutissant a
la neutralisation du modele physiopathologique [136]. Le role d’I1L-10 dans la suppression des
réponses inflammatoires a été montré au niveau du poumon mais aussi dans d’autres
muqueuses. La suppression spécifique de I’IL-10 induit la colite spontanée, le développement
de P’inflammation et I’hyperréactivité des voies aériennes chez les souris exposées a
I'allergene inhalé [137], [138]. De méme Presser et al, ont montré que seule I’inhibition d’IL-
10, et pas celle de TGF-p, inhibe I’effet protecteur des Treg sur AHR [139]. A I’inverse, le

TGF-B semble avoir un rdle tres important dans I’induction et la différenciation de
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lymphocytes vers un profil régulateur, alors que son implication dans la suppression
spécifique des réponses immunes par les Treg reste quant a elle sujet a débat, en fonction des
modeles [140]. Toutefois, plusieurs travaux ont évoqué son role dans la suppression in vitro
[141] mais également in vivo dans un modéle d’asthme [82].

Le second mécanisme de suppression implique I’activité cytotoxique des Treg. Cette
cytotoxicité serait médiée par la sécrétion de perforine et de granzyme A et B ; et toucherait
les cellules T effectrices, les monocytes et les cellules dendritiques. [142], [143], [144]. Enfin,
un troisieme axe de régulation par les Treg est envisagé via I’interaction avec certaines voies
meétaboliques des Lc T effecteurs. Il a recemment été montré que certaines sous populations
de Treg expriment deux enzymes membranaires, le CD39 et le CD73, qui permettent
d’hydrolyser I’ATP et de libérer des quantités tres importantes d’adénosine extracellulaire. Ce
produit du catabolisme de I’ATP active un récepteur spécifique, le récepteur a I’adénosine 2A,
qui permet d’une part d’inhiber les fonctions effectrices des Lc T [145], et d’autre part,
maintient une anergie et facilite la génération de Treg adaptatifs en favorisant la production de
TGF- [146] par les cellules cibles.

De nombreuses données suggérent I'implication des Treg, CD4"CD25"FoxP3" dans la
résolution de I’asthme allergique [147], [148], avec un rdle apparemment prédominant de
I’IL10 par rapport au TGF-B. Au niveau pulmonaire, il a été démontré que les Treg peuvent in
vivo inhiber des modéles d’asthme murin. La déplétion de Treg naturels par un anticorps anti
CD25 augmente les infiltrats éosinophiliques, I’hyperréactivité bronchique et la production
d’IgE [149]. Chez le rat, le développement in vivo de Treg adaptatifs spécifiques de
I’allergéne des CD25'FoxP3'CTLA", aprés challenge allergénique, a été démontré [150].
Chez les individus allergiques, il existe une augmentation de la fréquence des cellules T
sécrétrices d'IL-4 spécifiques de l'allergéne et une diminution de la fréquence des Treg
secrétant de I'lL-10 en comparaison d'individus non allergiques [151]. De plus, les profils
cytokiniques observés dans une cohorte d'enfants allergiques et non allergiques montrent
qu'une augmentation des taux d'IL-4, IL-5, IL-13 est associée avec l'allergie et que I'lL-10 est
associée avec un test cutané négatif [152]. Les Treg CD4'CD25" pourraient aussi supprimer
la réponse allergique vis-a-vis d'allergénes inhalés. Les cellules T CD25" issues de donneurs
non allergiques, mais pas de donneurs allergiques, suppriment la prolifération et la sécrétion
d'IL-5 par leurs propres cellules T CD4'CD25 stimulées par I'allergéne [153]. En dehors de
la saison pollinique, les cellules T CD25", issues de sujets allergiques ou non, suppriment
puissamment la prolifération cellulaire T et la production de cytokines Th2 en réponse a

l'allergene. Cependant, lors de la période symptomatique, c'est-a-dire en haute saison
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pollinique, des cellules T CD25" issues de donneurs allergiques présentent un défaut d'activité
inhibitrice [154], contrairement aux sujets contréles. Outre la réduction de leur fonction
suppressive, les Treg naturels isolés du sang périphérique de sujets asthmatiques allergiques
sont moins efficaces dans I’induction de DC tolérogéniques comparativement aux Treg
naturels de sujets contréles. Ce défaut d’induction, lié a I’expression réduite de I’lL-10 par les
Treg naturels des sujets allergiques asthmatiques, est corrélé a la sévérité de I’asthme [155].
Un traitement avec des corticostéroides inhalés restaure les fonctions suppressives de ces
cellules et augmente I’expression de I’1L-10 et I’induction des DC tolérogéniques [155].

Lymphocytes Th22

Une nouvelle population de Lc T a été décrite postérieurement aux Thl7, ce sont les
Th22. Ces cellules produisent bien évidemment de I’IL-22 mais aussi de I’IL-26 mais pas de
I’IL-17. Elles expriment le facteur de transcription AhR et les récepteurs chimiokiniques
CCR6 et CCR10 [156], [157]. Leur récepteur est exprimé au niveau digestif, cutané et
pulmonaire, ce qui suggere un role dans I'immunité des muqueuses. Elles ont été décrites
dans les maladies cutanées notamment la dermatite atopique [158]. Une production
dépendante des cellules de Langerhans et une action sur les cellules épithéliales induisent un
remodelage [159], [160]. L’IL-22 est augmentée dans les sérums et dans les surnageants de
CMN de sujets allergiques asthmatiques [161], [162]. Chez la souris, dans un modele
d’asthme expérimental induit a ’OVA, la neutralisation de I'IL-22 augmente I’éosinophilie
pulmonaire. Dans un second modele, le transfert de DC pulsées a I’OVA a des souris naives
augmente I’éosinophilie, tandis que les DCs préincubées avec I’IL-22 abolissent cette réponse
[163]. Ces résultats conférent un réle protecteur a cette cytokine. Plus récemment, Besnard et
al, ont montré que I’IL-22 jouait un réle pro-inflammatoire au cours de I’induction de
I’asthme allergique puisque les souris déficientes en IL-22 développent une forme atténuée de
la maladie. A I’inverse, dans la phase effectrice, I’IL-22 avait un effet protecteur dépendant de
I’IL-17A. Ce travail met donc en lumiére une double fonction de I’lL-22 dans I’asthme
allergique chez la souris [164].

Les lymphocytes B

Les lymphocytes B jouent un réle important dans les maladies allergiques, y compris
I'asthme allergique, pour la synthese des IgE spécifiques aux allergenes sous l'influence des
réponses dérégulées a cellules Th2. Chez la souris, les cytokines de type Th2, I'lL-4 ou I'lL-
13, stimulent la commutation isotypique vers I'lgG1 et vers I'lgE. Chez I'hnomme, I'lL-4, induit
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la commutation vers I'lgE et vers un isotype d'lgG (IgG4) qui interagit d'une maniere peu
efficace avec les récepteurs FceRI et active faiblement le complément. Le contact avec
I'allergene dans la phase de sensibilisation induit la synthése, par les lymphocytes B, des
anticorps IgE spécifiques de l'allergéne. Cette phase met de deux & trois semaines pour se
développer pleinement. Les anticorps se fixent rapidement a leurs récepteurs de haute affinité
FceRI présents essentiellement sur les mastocytes et les basophiles (DeFranco, 2009).

Comme la synthese des IgE est dépendante des cytokines libérées par les cellules Th2,
elle est régulée par les facteurs qui influencent le développement et les activités de ces
dernieres. C'est le cas par exemple des cellules Thl, Thl7, des lymphocytes NKT, et des T
régulateurs. Les cellules épithéliales, les cellules dendritiques, les basophiles participent
également a la régulation de la production des IgE par les cellules B.

Les cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2)

Les cellules lymphoides innées (ILCs) représentent une nouvelle famille d’origine
hématopoiétique. Ce sont des cellules effectrices du systeme immunitaire inné, programmées
pour réagir rapidement en réponse aux infections, caractérisees par I’absence de marqueurs de
lignée, une morphologie lymphoide, une dépendance de la chaine yc commune, et
I’expression du récepteur & I’IL-7 CD127. Elles jouent un r6le dans la formation des tissus
lymphoides et dans le remodelage post-infectieux ou post-traumatique. Elles jouent aussi un
role dans la protection de I’organisme contre les pathogenes [165]. Les cellules lymphoides
innées de type 2 (ILC2), sont un membre de la famille des ILCs, récemment identifié chez
I’lhomme et la souris. Elles sont localisées au niveau des tissus adipeux, de la cavité
péritonéale, des ganglions mésentériques, de la rate, de la moelle épiniére, du poumon et du
foie, mais elles sont trés rares dans le sang périphérique [166], [167]. Les ILC2 produisent de
grandes quantités de cytokines Th2 (IL-13 et IL-5) en réponse a I’'lL-33 et I’IL-25 [168],
[169], [170], [171]. Chez I’homme, comme chez la souris, IL-33 semble étre un facteur
activateur de la prolifération des ILC2 in vitro, par contre, son effet in vivo n’est pas encore
complétement défini. Récemment, il a été montré que les ILC2 sont induites dans des modéles
d’asthmes murins ou elles constituent, au niveau du poumon, une source majeure d’IL13
conduisant a I’éosinophilie et ’'HRB, et ce indépendamment de I'immunité adaptative [172],
[173], [174]. Ainsi ces cellules peuvent constituer une nouvelle cible dans le développement

des thérapies des maladies des voies aériennes telles que I'asthme.
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Cellules épithéliales des voies respiratoires

Si les cellules épithéliales des voies aériennes sont connues pour jouer un rdle important
dans I'immunité innée comme barriére physique, elles sont maintenant reconnues comme des
cellules fondamentales dans le développement des réponses allergiques. Par leur aptitude a
produire des cytokines, elles sont activement impliquées dans le développement des
manifestations d'asthme d'une maniere directe [175]. Que ce soit lors de la phase de
sensibilisation ou au cours d’une exposition subséquente, le passage de I’antigéne a travers la
barriere épithéliale est crucial pour I’établissement d’une réponse inflammatoire.

Dans des circonstances normales, I'épithélium forme une barriere trés stricte presque
imperméable et présente une grande capacité de réparation en cas de blessure. Alors que dans
I'asthme, I'épithélium bronchique est plus sensible aux dégats, et les processus de réparation
sont également fragilisés [176], [177], [178]. La perméabilité de I'épithélium asthmatique est
augmentée, conduisant a un meilleur acces des allergénes inhalés, des polluants, et d'autres
irritants pour les cellules basales et les tissus des voies respiratoires sous-jacentes [178]. Cette
perte de fonction de barriére peut refléter une anomalie génétique [179].

Les cellules épithéliales expriment des PRR, des récepteurs capables de reconnaitre
différents types d’agresseurs, et des récepteurs de cytokines produites durant I’inflammation.
L’activation de ces récepteurs induit une augmentation de I'expression des protéines
immunorégulatrices, comme IL-6, IL-8, TNF-a, GM-CSF, IFN-y, et des chimiokines [180],
[181], [182] afin de recruter des cellules inflammatoires. De plus, sous la stimulation des
allergénes et/ou des microbes (virus, bactéries, champignons), ou de particules stimulantes,
les cellules épithéliales libérent les cytokines comme TLSP, IL-33, IL-25, qui déclenchent et
amplifient les réponses immunitaires caractéristiques [37], [175]. Ces cytokines clés activent
et programment les DCs a induire une réponse Th2 en régulant positivement 1’0OX40 ligand
(OX40L) en plus d’interagir directement avec les mastocytes en stimulant la production de
cytokines Th2 [35]. Le réle des cytokines produites par les cellules épithéliales sera présenté

en détail dans la partie dédié aux médiateurs.

Les granulocytes tissulaires

Mastocytes (MC)

Les progéniteurs mastocytaires circulent dans le sang et se domicilient dans les tissus.
Sous I’influence de facteurs locaux, et plus particulierement du Stem Cell Factor (SCF)
produit par les cellules stromales, ces progéniteurs se différencient en mastocytes [183]. Elles

sont impliquées dans l'asthme par leur capacité a sécréter une large variété de meédiateurs
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apres activation par des allergenes durant la phase effectrice. En fonction de leur contenu en
protéases et plus particulierement en tryptases et chymases, les mastocytes sont divisés en
deux sous-types majeurs : les MCry et les MCrc. Les MC+t ne contiennent que de la tryptase,
alors que les MC+c contiennent de la tryptase et de la chymase. Les MCt prédominent dans
les voies respiratoires normales [184].

Lors d’une deuxiéme exposition a I’allergene, celui-ci est reconnu par des IgE
spécifiques, liés aux FceRI a la surface des mastocytes. Le complexe IgE/allergéne induit
I’agrégation des récepteurs, activant les mastocytes qui liberent des médiateurs. Ces derniers
sont classés en médiateurs préformés, médiateurs lipidiques nouvellement synthétisés et
cytokines. Les médiateurs préformés sont contenus dans des granules sécrétoires et libérés
dans I’environnement cellulaire quelques minutes apres I’activation. Ces granules contiennent
notamment de I’histamine, des protéases neutres (tryptases, carboxypeptidases A et
éventuellement les chymases) et des protéoglycanes (héparines et chondroitine sulfate E). Les
principaux médiateurs lipidiques synthétisés aprés activation des mastocytes sont les
prostaglandines (PGs) et les leucotrienes (LTs). Certains métabolites comme PGD2 et LTC4
ont de multiples effets. lls sont impliqués dans le recrutement des cellules, dans la
bronchoconstriction et dans la sécrétion de mucus [185], [183]. Les mastocytes activés sont
une source importante de cytokines qui maintient la réaction inflammatoire et cause la
chronicité de I’asthme. Les mastocytes produisent en grande majorité du TNF-a. Cette
cytokine augmente I’expression des molécules d’adhérence endothéliales et épithéliales et
I’HRB [186], [183]. Les mastocytes produisent également d’autres cytokines telles I’'IL-1p,
I’IL-4, I'IL-5, I’IL-6, I’IL-13, ainsi que des facteurs de croissance (GM-CSF, le SCF) [187],
[188]. Ces médiateurs sont de puissants agents bronchoconstricteurs et augmentent la
perméabilité microvasculaire [189].

Plusieurs études ont décrit I'implication des mastocytes dans la pathogenése de I'asthme.
Les mastocytes sont associées a I’hyperréactivité bronchique et a une inflammation chronique
[190], [191], [192], [193]. Cependant, les mécanismes précis par lesquels les mastocytes
régulent le remodelage des parois respiratoires restent a déterminer. Les protéases libérées par
les mastocytes, par leur interaction avec les protéines de la matrice et les protéoglycanes, ont
été incriminées dans le remodelage de la paroi des voies respiratoires, [194], [195, 196],
[197]. D’autres études préconisent que le développement de la phase tardive de l'asthme
puisse étre dépendante du TNF-a produit par les mastocytes [198, 199].

32



Les basophiles

Les basophiles représentent une petite population des leucocytes du sang périphérique
(<1%). Elles sont trés peu présentes dans les tissus. Les basophiles sont morphologiquement
et fonctionnellement trés semblables aux mastocytes résidantes des tissus. Les basophiles
circulants expriment divers récepteurs incluant des récepteurs de cytokines (récepteurs pour
'IL-2, I'IL-3, I'IL-4, I'IL-5 et I'IL-33), de chimiokines (notamment CCR2, CCR3), du
complément, de facteurs de croissance et des récepteurs aux Fc des Ig [183], [200]. Les
basophiles activés libérent des médiateurs inflammatoires dont les principaux sont
I’histamine, le LTC4, I’IL-4 et I’IL-13 [201]. Il est admis que les médiateurs libérés par ces
cellules peuvent avoir des conséquences importantes voire dramatiques pour les patients
puisque une libération accrue d'histamine pourrait induire un choc anaphylactique [202]. Les
basophiles jouent un role critique, pendant la phase effectrice et dans I’exacerbation des
réponses Th2, par leur capacité a produire un grand nombre de cytokines pro Th2 (IL-4, IL-
13, TSLP, IL-25) [201], [203], [204]. En outre, les basophiles ont une expression élevée des
récepteurs de I'lL-33 T1/ST2 et produisent de I'lL-4, de I'lL-6, de I'lL-13 et de I'histamine en
réponse a cette cytokine [205], [206]. Des études récentes ont démontré que les basophiles
peuvent, en I’absence de DC, présenter les antigenes aux cellules T CD4 naives in vitro et in
vivo. Ces cellules jouent le role de cellules présentatrices de I’antigene pendant I’initiation de
la réponse Th2 contre un allergéne a activité protéasique, un parasite (helminthe) ou un
antigene [207], [208-210]. Par contre Hammad et al, ont montré que les basophiles ne sont
pas capables de capturer I’antigene inhalé (HDM) ni de le présenter au LcT. De ce faite elles
ne sont pas nécessaires pour la phase aigué de I'inflammation allergique au niveau du poumon
induite par HDM. Dans ce modele d’asthme, seules les DCs sont nécessaires et suffisantes
pour I’initiation de la réponse Th2, tandis que les basophiles participeraient a I’amplification
de la réponse Th2 [211]. Il reste & determiner si les basophiles sont impliqués dans

I'inflammation allergique chronique du poumon.

Les éosinophiles

L'inflammation qui se produit dans I'asthme est souvent décrite comme éosinophilique.
Les eosinophiles sont présents non seulement dans la paroi des voies respiratoires, mais aussi
dans les expectorations et le liquide de lavage bronchoalvéolaire dans I'asthme mal contrdlé
[212]. Ces cellules sont recrutées a partir de la moelle osseuse en tant que précurseurs sous les
effets de facteurs incluant PGD2, leucotriénes (LT), cytokines et chimiokines (IL-3, IL-5,
GM-CSF, éotaxine 1, 2 et 3, RANTES) [212, 213]. Plusieurs cytokines régulent
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I’éosinophilie. Dans une premiére étape, la stimulation de la production et la mobilisation des
éosinophiles de la moelle osseuse est principalement contr6lée par I’IL-5, des chimiokines
telles que RANTES/CCL5 et I’éotaxine, tandis que I'lL-4 et I'L-13 interviendraient pour
favoriser la transmigration des éosinophiles a partir du réseau vasculaire vers les
compartiments tissulaires en augmentant I'expression des molécules d'adhésion de
I'endothélium [214]. Le leucotriéne B4, les leucotrienes cystéinyl (LTC4, LTD4 et LTE4) et
la prostaglandine (PG) D2 interviennent également dans I'accumulation et la migration des
éosinophiles [215]. Une fois présents dans les tissus, les éosinophiles contribuent a la
manifestation des symptdmes par le relargage de leurs granules contenant différents
mediateurs proinflammatoires comme la MBP (major basic protein) [216], I’'ECP (eosinophil
cationic protein) [217], ’EDN (eosinophil-derived neurotoxin) [218] et I’'EPO (eosinophil
peroxydase). Ces molécules jouent un réle dans les changements au niveau de la surface de
I'épithélium. La MBP provoque une dégranulation des mastocytes et la libération d'histamine
et de leucotrienes qui, a leur tour, vont causer une bronchoconstriction [219]. Les éosinophiles
liberent des superoxydes qui potentiellement induisent des lésions tissulaires et également des
cytokines et des chimiokines [220]. 1l a été récemment démontré que I’lEDN des éosinophiles
modulait les DCs pour amplifier la réponse Th2 en stimulant le TLR2 [221]. Par la capacité a
générer des TGF-B et induire la prolifération des fibroblastes, la synthése du collagéne, et la
maturation des myofibroblastes, ils contribuent également au remodelage tissulaire
bronchique [222]. Les éosinophiles ont également la capacité de générer des médiateurs
eicosanoides tels que la prostacycline (PGI2) et les leucotrienes. En outre, les éosinophiles
synthétisent et libérent des cytokines tels que I"'IL-3, IL-5, GM-CSF et des chemiokines
(RANTES, IL-8, MIP-1a) qui jouent un rble dans la phase retardée. Le role effecteur des
éosinophiles a été montré dans différents modeles expérimentaux d'asthme [223, 224]. Des
études utilisant des souris déficientes en éosinophiles ont montré une corrélation entre
I’absence d’éosinophiles et la réduction de la réponse Th2 au niveau du poumon [225-227].
Jacobsen et al, ont associé ces observations a I’absence de I’accumulation des DCs au niveau
des ganglions des souris déficientes traitées a I’OVA. Ce qui suggére que les éosinophiles
circulants sont nécessaires pour la migration des DCs pulmonaires vers les ganglions [227].

Les neutrophiles
Chez I’lhomme, les neutrophiles semblent impliqués dans la réaction allergique, et plus
particulierement dans I’asthme sévére. En effet, le nombre de neutrophiles est augmenté dans

les LBA et les biopsies bronchiques des patients asthmatiques [228, 229]. Les neutrophiles
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activés pourraient produire des médiateurs moléculaires impliqués dans la réaction
pulmonaire allergique tels les lipides (LTA4, LTB4, PAF...) les cytokines (IL-1p, IL-6, TNF-
a, TGF-B, CXCLS), les protéases (élastase, collagenase...) et les dérivés oxygénés.
L’ensemble de ces produits participerait a I’amplification de la réaction locale et pourrait
causer le rétrécissement des voies aériennes et la secrétion de mucus [230]. Récemment,
Jonsson et al, ont démontré que I’activation des neutrophiles par les 1gG, est a la fois
nécessaire et suffisante pour induire une anaphylaxie. L’administration de neutrophiles
provenant de souris normales, ou méme de neutrophiles humains, restaure en effet
I’anaphylaxie, chez des souris résistantes au choc, et la destruction des neutrophiles prévient
la réaction anaphylactique et la mort associée au choc. lls ont également montré que le
principal médiateur responsable du choc anaphylactique est le PAF [231]. Ces résultats

révélent un réle des neutrophiles dans I'anaphylaxie chez la souris.

Les principaux médiateurs de la réaction allergique

De nombreux médiateurs sont impliqués dans la physiopathologie de I’asthme. Ils sont
sécrétés généralement par différentes populations cellulaires. Inversement chaque population
cellulaire sécrete plusieurs médiateurs. Ces molécules ont des effets multiples et souvent
redondants sur les voies aériennes et sur les cellules présentes localement pour induire des
modifications pathologiques caractéristiques de la maladie: oedéme, hypersécrétion de mucus,
recrutement des cellules immunitaires, lésions tissulaires, hyperréactivité bronchique. La
multiplicité des acteurs rend tres difficile I'établissement du réle de chacun de ces médiateurs

dans la physiopathologie de I’asthme.

Les IgE

Les IgE sont un isotype d’immunoglobulines (Ig). D’un point de vue structural,
similairement aux différentes classes d’lg, les IgE sont composées de deux chaines lourdes et
de deux chaines légeres. Les chaines lourdes contiennent quatre domaines constants (Cel-
Ced) et un domaine variable et les chaines légéres un domaine constant et un domaine
variable. Elles sont produites par les lymphocytes B activés, présents dans les tissus
lymphoides associés aux muqueuses, lors de la commutation isotypique. Cette derniére
consiste en un changement de classe des domaines constants des chaines lourdes sans affecter
le domaine variable et donc la spécificité vis-a-vis de I’antigéne [232].

L’IgE est reconnue par les récepteurs FceRI (récepteur de haute affinité) et FceRII
(CD23) (récepteur de faible affinité). Le récepteur FceRI se compose de trois sous-unités (a,
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et y): la sous-unité o est responsable de la liaison avec les IgE, la sous-unité p augmente la
stabilité du récepteur et potentialise la signalisation intracellulaire et finalement la sous-unité
Y, qui est commune aux autres récepteurs Fc, est responsable de la transduction du signal
intracellulaire. Il existe deux formes de récepteurs FceRI : la forme tétramérique (ofiy2) et la
forme trimerique (ay2). La forme tétramérique est la forme classique de ce récepteur et se
retrouve a la surface des basophiles et des mastocytes. La forme trimérique est présente en
particulier chez les monocytes, les éosinophiles, les cellules de Langerhans et les cellules
dendritiques [233], [232], [234]. La liaison de I'lgE au récepteur FceRI est une condition
nécessaire au déclenchement de la phase d’hypersensibilité immédiate dont sont responsables
les mastocytes et basophiles. L’expression du récepteur FceRI est modulable, elle est
augmentée par la présence d’IgE qui stabilise le récepteur a la surface. Elle I’est aussi par
I’IL-4 qui promeut sa synthése. Les mastocytes et basophiles ont une densité de récepteurs
accrue quand la production d’IgE est augmentée. En sécrétant de I’IgE, le lymphocyte B
déclenche de nouveaux types de mécanismes de présentation antigénique. En effet, la liaison
de I’IgE au récepteur FceRI porté par la cellule dendritique augmente leur potentiel de capture
antigénique et leur production en cytokines et chimiokines qui favorisent la réponse Th2
[235], [35], [236]. Par ailleurs, 1l a été mis en évidence que le FceRI induit I’expression de
que le FceRI joue, a la surface des DCs, un role complexe mélant a la fois des voies pro et
anti-inflammatoires.

Contrairement aux autres récepteurs des immunoglobulines, Le FceRII (CD23)
n’appartient pas génétiquement a la superfamille des immunoglobulines mais a celle de la
superfamille des lectines. Il est exprimé sous deux isoformes: le CD23a et le CD23b. Le
CD23a est exprimé par les cellules B activées par I’antigéne avant leur différenciation en
plasmocytes, alors que I’expression de CD23b est induite par I’l1L-4 sur une variété de cellules
incluant les macrophages, les monocytes, les éosinophiles, les cellules de Langerhans, les
lymphocytes T, les cellules B et les cellules épithéliales. Le CD23 peut faciliter la
présentation antigénique indépendante au CMH, de maniére analogue au FceRI a la surface
des DCs. De plus, un mécanisme de présentation antigénique facilitée « facilitated antigen
presentation » a été mis en évidence au niveau des lymphocytes B activés, lesquels expriment
CD23 [238]. Ce processus est basé sur la capture des complexes IgE-antigene par CD23, ce
qui conduit & la présentation de I’antigene aux lymphocytes Th2.
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Les Cytokines et chimiokines

Nous traiterons ici seulement les cytokines impliquées dans la réaction allergique, alors
que les chimiokines seront décrites dans le chapitre Il. Les principales cytokines appartenant a
la réponse Th2 et leurs effets seront exposés dans les paragraphes suivants:

L’IL-4 est impliqué dans la polarisation de la réponse humorale. Elle permet avec I’lL-
13 I’activation de la commutation de classe, et stimule donc la synthese des 1gG1 et IgE, alors
qu’il inhibe la synthése des 1gG2a, 1gG2b, 1gG3 et IgM. Cette interleukine permet
d’augmenter I’expression du CMH de classe 1l par les Lc B, ce qui favorise la présentation
antigénique en présence de faibles doses antigéniques. L’IL-4 agit également comme un
signal activateur proinflammatoire sur les granulocytes, et active par exemple les mastocytes
cutanes, favorisant leur sécrétion d’1L-5 [239]. Certains travaux suggerent enfin que I’IL-4 ait
une action profibrotique, car elle active la production de collagéne sur des fibroblastes
hépatiques [240] et dans certaines formes de fibroses pulmonaires [241]. Le récepteur de I’lL-
4 active par phosphorylation les protéines adaptatrices STAT6 [242], ce qui induit
I’expression du facteur de transcription GATA-3 au sein des Lc T. Ce facteur a un role
essentiel dans la polarisation des T CD4" vers un profil Th2 en controlant les génes de
certaines cytokines [243]. Chez I’homme GATA-3 permet ainsi de réprimer la transcription
du gene de I'I[FN-y, alors qu’il active au contraire celui de I'IL-4 [244]. L’expression de
GATA-3 n’est toutefois pas limitée aux T CD4", on la retrouve également dans les cellules
NKT [245], les NK [246] et certains épithélia [247]. Des polymorphismes génétiques
affectant le promoteur du géne de I'lL-4 et de son récepteur ont été décrits depuis de
nombreuses années. Dans certains cas ce polymorphisme amplifie la transduction du signal en
aval du récepteur, avec une augmentation en intensité et en durée de la stimulation produite
par I’IL-4. Une telle particularité génétique favorise donc clairement les réponses Th2 et
prédispose aux allergies (individus atopiques).

IL-13, mis & part son rOle essentiel dans la commutation de classe des
immunoglobulines, agit sur les macrophages tissulaires en inhibant la production de cytokines
pro-inflammatoires de type IL-12, IL-8 et IL-6, mais inhibe également I’IL-10. Ce mécanisme
permet de bloquer le développement d’une réponse de type Thl antagoniste et amplifie la
réponse Th2. IL-13 agit également au site inflammatoire sur les cellules tissulaires, par
exemple sur I’épithélium bronchique, en favorisant la sécrétion de mucus par les cellules

calciformes et en potentialisant I’hyperréactivité bronchique par une action sur les cellules
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musculaires lisses péribronchiques [248]. Chez la souris, des études ont établi que I’IL-13 est

necessaire et suffisant pour induire ’HRB [249].

L’IL-3 est un facteur de croissance impliqué dans le développement de nombreux
précurseurs hématopoiétiques. Toutefois, il provoque spécifiquement la prolifération des
mastocytes et favorise leur synthése d’histamine.

L’IL-5 permet de stimuler I’éosinophilopoiése et générer un stock d’éosinophiles qui
seront ensuite recrutés au site inflammatoire. Cette interleukine est également un facteur de
croissance mastocytaire qui favorise chez la souris la prolifération des lymphocytes B pré-
activés. Les souris IL-5 KO [250] ont montré le role critique de la génération des éosinophiles
par cette cytokine et son impact sur le développement de modeles pathologiques allergiques.
L’IL-5 semble également impliqué dans I’accumulation des éosinophiles vers le site
inflammatoire aprés stimulation allergénique [251]. Elle facilite ce recrutement en modulant
I’expression de protéines d’adhésion et de reécepteurs chimiokiniques a la surface des
éosinophiles [252].

L’IL-9 est induite par des pneumallergenes sur les cellules mononuclées [253] et les
éosinophiles [254] de patients allergiques, ce qui explique les taux élevés de cette cytokine
dans les LBA aprés challenge allergénique [255]. Des souris transgéniques surexprimant I’IL-
9 développent également une fibrose pulmonaire sous-épithéliale caractéristique du
remodelage asthmatique, aboutissant a I’altération de la fonction respiratoire [256], et ce
indépendamment d’un recrutement éosinophilique. Par ailleurs, I'utilisation de modeles
d’asthme expérimental chez la souris montrent que I'IL-9 favorise la prolifération des
précurseurs éosinophiliques au niveau de la moelle osseuse, méme si la neutralisation de cette
interleukine a I’aide d’un anticorps n’inhibe pas le développement de I’inflammation
éosinophilique [257]. Récemment, deux équipes ont mis en évidence que l'association du
TGF-B a I'lL-4 induit la différenciation d'une population effectrice distincte caractérisée par
une production importante d'IL-9 et par conséquent nommée Th9 [258], [259]. Ces cellules

sont impliquées dans différents processus immunitaires, en particulier I’asthme.

TSLP est une cytokine caractérisée récemment avec une forte capacité de modulation
des réponses immunitaires. Elle est exprimée dans divers types cellulaires incluant les cellules

épithéliales bronchiques, les fibroblastes pulmonaires et les cellules musculaires lisses
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bronchiques. Les DCs et les mastocytes produisent également le TSLP sous certaines
conditions inflammatoires [260, 261]. Chez I’homme, des niveaux élevés de TSLP ont été
trouvés dans les cellules épithéliales des voies aériennes des patients asthmatiques [262, 263],
[37]. De plus, I’'expression de cette cytokine au niveau des voies aériennes est corrélée avec
I’expression des cytokines Th2 et la sévérité de I’asthme [264]. Bien que le r6le de TSLP dans
I'asthme ne soit pas entierement défini, il a été montré que TSLP active et programme les DCs
a induire une réponse Th2. En effet, les cellules dendritiques activées par la TSLP vont
maturer et sécréter des chimiokines telles que TARC, MDC qui vont attirer les lymphocytes
Th2 ainsi que I’eotaxine-2 qui va attirer a son tour les éosinophiles [265, 266]. Il a été
démontré que TSLP pouvait induire la différenciation Th2 a partir des T CD4" naifs
directement, en l'absence des DCs conduisant a la production d'IL-4 [267]. En plus de ses
effets sur les DCs et sur les cellules T CD4" naives, la TSLP pourrait également activer les
mastocytes pour produire des cytokines effectrices des réponses Th2 [268], [212], [269]. De
plus, des souris déficientes pour le récepteur de TSLP ont un asthme allergique atténué.
Tandis que, I’expression d’un transgene exprimant TSLP dans les poumons induit un asthme
allergique, avec une inflammation des voies aériennes, une hyperréactivité bronchique,
caractérisé par la présence de cytokines de type Th2 et des IgE [264, 270]. Zhang et al, ont
démontré que le blocage de TSLP, a I’aide d’un récepteur soluble TSLPR, réduit I’expression
des molécules de costimulation au niveau des DCs activées par le TSLP in vitro et
I'administration par voie intratrachéale de ce récepteur TSLPR avant la sensibilisation, réduit
I’éosinophilie, les IgE et la production de cytokines Th2 in vivo [271]. Plus récemment, la
TSLP a été impliquée dans la rupture de la tolérance allergénique. 1l semble que de faibles
doses de TSLP soient capables d'empécher l'induction des Treg [272] sans favoriser en
parallele la réponse Th2.

GM-CSF est une autre cytokine importante qui est produite par les cellules épithéliales
des voies respiratoires suite a l'exposition aux allergénes protéolytiqgues ou d'autres
sensibilisants connus pour leur capacité d'induire des réponses Th2 [273]. GM-CSF stimule la
prolifération et la différenciation des précurseurs des neutrophiles, des éosinophiles et des
monocytes. 1l active également fonctionnellement des formes matures correspondantes et peut
induire la libération de métabolites de l'acide arachidonique et la production accrue de
produits intermédiaires réactifs de l'oxygéne (ROI) [212]. L'importance de GM-CSF dans les
réponses Th2 a été décrite chez la souris. Stampfli et al, ont montré que la surexpression de
GM-CSF, au niveau des poumons, inhibe la tolérance a I’antigene inhalé et oriente la réponse
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T vers un profile Th2 [274]. D’autres auteurs, ont montré que la neutralisation de GM-CSF
réduit la réponse Th2 dans un modeéle d'asthme induit par HDM [275, 276].

IL-25 (IL-17E) est produite par des cellules épithéliales ainsi que d'autres cellules
innées, comme les éosinophiles, les basophiles et les lymphocytes Th2 [277, 278].
L’expression d'IL-25 et de son récepteur IL-25R sont augmentées dans les biopsies des
patients asthmatiques [279, 280]. Chez la souris, la surexpression d'IL-25 dans les cellules
épithéliales de poumon induit une réaction inflammatoire allergique [277], alors que, la
neutralisation de [I'IL-25 réduit l'inflammation des voies aériennes et le remodelage
bronchique [277, 281].

L’IL-33 est un membre de la famille d’IL-1. Elle est synthétisée par les cellules
épithéliales, par les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les adipocytes.
[282, 283]. Son récepteur (ST2) est exprimé principalement sur les mastocytes matures, les
basophiles, les cellules Th2, les cellules NK, les NKT et sur les cellules lymphoides innées de
type 2 chez la souris et chez I'homme [284], [206], [285], [286]. L’IL33 augmente
I’expression des marqueurs de maturation, tels que CD40, CD80 et OX40L au niveau des
DCs qui deviennent trés efficace a induire les réponses Th2 [68], [69]. Chez la souris,
I'administration d'IL-33 induit une AHR, une hyperplasie des cellules caliciformes et la
production de cytokines Th2 dans les poumons [206]. A I’inverse, I’administration d’un
anticorps neutralisant anti-1L-33 avant la sensibilisation et avant chaque provocation a ’'OVA
diminue fortement I’inflammation pulmonaire allergique [287]. Chez I’lhomme, I’expression
d’IL-33 est augmentée au niveau des cellules épithéliales des patients asthmatiques
comparativent aux sujets sains. Cette expression est plus importante dans les asthmes séveres

[288]. Des polymorphismes génétiques affectant IL-33 et ST2 sont associés a I’asthme [289].

Histamine

L’histamine est sécrétée essentiellement par les basophiles et les mastocytes. Elle agit
sur différents types de cellules par l'intermédiaire de quatre récepteurs distincts (HR) [290].
Selon le niveau d’expression des récepteurs et le type cellulaire, I’histamine peut avoir des
effets pro ou anti-inflammatoires. Bryce, et al, ont démontré I’implication du récepteur H1
dans la régulation de la réponse allergique au niveau du poumon. En effet, les souris

déficientes en H1R ne développent pas de I’asthme et présentent particulierement, un défaut
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de migration des cellules T vers le poumon [291]. En outre, le récepteur H4 semble également
jouer un role important dans les maladies allergiques [292], [293].

L’histamine a une propriété bronchoconstrictrice puissante par son action directe sur les
récepteurs H1 exprimés sur les cellules musculaires lisses. Elle entraine aussi une
extravasation vasculaire également dépendante des récepteurs H1, et par conséquent, un
oedeme muqueux qui participe a I’obstruction bronchique. Elle induit également Ila
contraction des muscles lisses et la sécrétion de mucus [294], [293].

Médiateurs lipidiques

Les médiateurs lipidiques sont des composés formés a partir des phospholipides
membranaires. Ceux issus du métabolisme de l'acide arachidonique, un des acides gras
retrouves abondamment dans les phospholipides, sont nommés éicosanoides. Les principaux
éicosanoides générés sont le leucotriene (LT)B4, la prostaglandine (PG)E2 et le thromboxane
(TX)A2 [295, 296]. lIs sont synthétisés par de nombreux types cellulaires. Ces médiateurs
jouent un réle important dans la pathophysiologie de nombreuses pathologies dont I'asthme
sévere. Les principales fonctions biologiques de ces mediateurs ont été décrites avec les
cellules qui les produisent.
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Chapitre 11 : Les chimiokines

Généralités

Les chimiokines sont des cytokines de faible poids moléculaire (entre 8 et 14 kDa).
Elles sont impliquées dans le trafic, d’ou leur nom (CHEMOtactic cytoKINES), et I’activation
cellulaire, aussi bien en condition physiologiqgue que pathologique (inflammation,
organogenese, angiogenese, diffusion métastasique, polarisation de la réponse immune...).
Les chimiokines agissent via leurs récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a la
protéine G (GPCR). Elles sont produites et majoritairement secrétées (exceptées CX3CL1 et
CXCL16), sous forme de pro-peptides, de facon constitutive, mais aussi par diverses voies
d’induction, ainsi ces molécules prennent part aux mécanismes homéostatiques et également
en réponse a une inflammation. Actuellement, les chimiokines comportent prés de 50
membres chez les mammiferes. Elles sont contrblées par de subtils systéemes de régulation
malgré la complexité due a la pléiotropie et a la redondance généralement circonscrite a la
méme famille, puisque une chimiokine peut activer plusieurs récepteurs différents et un
récepteur peut lier différentes chimiokines et pour en ajouter a cette complexité un type
cellulaire peut exprimer plusieurs récepteurs a la fois (Figure 10).

Structure et classification

En dépit d’une faible homologie de séquence, les chimiokines présentent une structure
tridimensionnelle hautement conservée, assurée par le pontage entre une ou deux paires de
résidus de cystéine localisés dans la région N-terminal (Figure 9). Sur cette base, est née, en
I’an 2000, la nouvelle classification des chimiokines [297]. Les 50 membres de cette famille,
ont été classés en quatre groupes. Ainsi, on trouve les CXC (a), les CC (B), les C (y) et les
CX3C (6) chimiokines (Figure 11).

Les CXC chimiokines ou CXC ligands (CXCL)

Ce groupe comporte 16 membres répartis dans deux sous-groupes selon la présence ou
non d’un motif ELR (Glutamine-Leucine-Arginine) adjacent aux CXC définitoires. La
majorité des genes CXCL se retrouve dans un cluster sur le chromosome 4, a I’exception de
CXCL12, CXCL14 et CXCL16 codés par le chromosome 10.
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Figure 9 : Structure tridimensionnelle des chimiokines [298].
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Figure 10 : Chimiokines et récepteurs associés. Le diagramme présente la propriété de
redondance fonctionnelle de certaines chimiokines, capables d’activer plusieurs récepteurs. Par
ailleurs, I’expression de ces récepteurs a la surface de différents types leucocytaires est
précisée [299].
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Figure 11 : Les quatre sous familles de chimiokines
classées selon leur structure [300].
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Les CXC chimiokines ELR+

Les chimiokines contenant le motif ELR sont au nombre de 8 : CXCL1, CXCL2,
CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8 et CXCL15. Ces chimiokines attirent
préférentiellement les polynucléaires neutrophiles. Elles sont produites par différentes cellules
en réponse a des stimuli cytokiniques pro-inflammatoires (I’IL-1 et le TNF-a). Le rOle de ces
chimiokines est de promouvoir I’adhésion des neutrophiles aux cellules épithéliales et la
migration a travers I’endothélium. Ces chimiokines ont aussi un rdle angiogénique

puisqu’elles sont chimioattractantes pour les cellules endothéliales [301].

Les CXC chimiokines ELR-
Ce sous-groupe est composé de CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL12, CXCL13,
CXCL14 et CXCL16. Ces chimiokines attirent préférentiellement les Lc et les monocytes
avec une faible action sur les neutrophiles [302], [303] et contrairement aux ELR-, elles ont

des propriétés anti-angiogéniques [304].

Les CC chimiokines ou CC

Ce groupe comporte 28 membres. Le locus de la plupart de ces CC-chimiokines se situe
sur le chromosome 17, a I’exception de CCL19 qui se trouve sur le chromosome 9 et des
CCL24 et CCL26 qui sont sur le chromosome 7. Les premieres cibles de ces chimiokines sont
les cellules mononuclées. Ces chimiokines sont impliquées a la fois dans les processus
d’homéostasie et d’inflammation. Les CC-chimiokines pro-inflammatoires, impliquées dans
I’allergie, sont généralement inductibles, et celles engagées dans I’homéostasie sont
exprimées constitutivement. Les CC chimiokines impliquées dans I’allergie comptent les
CCL1, CCL2, CCL7, CCLS8, CCL11, CCL13, CCL17, CCL22, CCL24 et CCL26 [305, 306],
[307]. Les CC chimiokines impliquées dans I’homéostasie sont le CCL19, CCL20 et CCL21.
Ces trois chimiokines dirigent les lymphocytes T et les cellules dendritiques vers les sites
spécifiques au travers du tissu lymphoide [308]. Les CC chimiokines impliquées dans le
développement sont CCL17 et CCL25 [309], [310].

Les C chimiokines ou CL

Cette famille comprend 2 membres, XCL1 et XCL2. XCL1 est capable d’induire la
chimiotaxie de Lc CD4" et CD8", ainsi que des cellules NK [311]. Elle ne présente pas de
propriétés chimiotactiques vis-a-vis des monocytes ou des neutrophiles [312]. En plus de sa

fonction chimiotactique sur ces populations, XCL1 peut induire un effet suppressif et
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cytotoxique contre des tumeurs ou des cellules T effectrices [313]. XCL1 et son récepteur
XCRL1 sont faiblement exprimés dans les Lc Treg de patients asthmatiques allergiques. Cette
sous expression est corrélée avec une diminution de fonction regulatrice des Treg, leur

fonction régulatrice peut étre rétablie par administration de XCL1 [314].

Les CX3C chimiokines ou CX3CL

Le seul membre de cette famille est CX3CL1. On connait néanmoins deux formes
distinctes de cette chimiokine : une forme membranaire et une forme soluble. La forme
soluble a une activité chimiotactique vis-a-vis des Lc T et des monocytes. La forme
membranaire, exprimée sur les cellules endothéliales activees et les cellules épithéliales
bronchiques, favorisent I’adhésion ferme de ces leucocytes [315]. Plusieurs études ont montré
I’implication de cette chimiokine dans I’asthme. Chez les patients allergiques, CX3CL1 est
fortement présente dans le sang et le LBA. De plus, une forte expression membranaire de
cette chimiokine est observée au niveau des cellules endothéliales et épithéliales bronchiques
[316]. Ce qui pourrait contribuer au recrutement rapide des lymphocytes T vers les voies
aériennes. Chez la souris, I’absence de son récepteur CX3CR1 ou son blocage réduit les
paramétres de la réaction allergique pulmonaire. Le transfert de cellule CD4 de souris
sauvages dans les souris déficientes en CX3CR1 restaure les paramétres de l'asthme, et
I’administration d’un anti-CX3CR1-bloquant empéche [l'inflammation chez les CX3CR1
déficientes reconstituées avec des cellules Th2 de souris sauvages [317].

La séquence consensus BBXB

Les chimiokines possédent une séquence particuliére avec un enchainement de résidus a
caractere basique, de type XBBXBX, ou encore XBBBXXBX ou B est un acide aminé
basique (I’arginine, I’histidine ou la lysine). Cette particularité structurelle revét une grande
importance dans les fonctions biologiques de ces protéines. Ce cluster est notamment
impliqué dans la liaison aux glycosaminoglycanes (GAG). Plusieurs paramétres primordiaux
définissent la capacité de ces séquences a fixer les GAG, notamment le nombre de séquences
BBXB, leur position dans la structure tertiaire de la chimiokine, la topographie des acides
aminés basiques, qui peuvent notamment jouer sur la spécificité de liaison a certains GAG
[318]. Ainsi, la mutation en alanine des résidus basiques de la séquence BBXB (44RKNR47)
dans CCL5 entraine une réduction de sa capacité a fixer I’héparine, et modifie sa sélectivité
vis-a-vis de différents GAG [319]. En outre, cette séquence est impliquée dans la fixation de
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CCL5 a I'un de ses récepteurs, le CCR1, mais ne semble pas impliquée dans la fixation au
CCRS.

Régulation des chimiokines

Apres biosynthése et sécrétion, les chimiokines peuvent etre soumises a I’action
proteasique de differentes enzymes presentes au niveau des tissus ou par les cellules médiant
I’inflammation (par exemple les proteases du neutrophile, ou encore le CD26 presentant une
activité peptidasique). Le clivage des chimiokines peut augmenter ou baisser leur activité. Par
exemple, CCL5 clivé par le CD26 devient inactif sur le CCR1 et CCR3 mais presente une
activité augmenté sur le CCR5 [320]. Tandis que, le clivage de certaines chimiokines par les
proteases engendre la perte de I’activité biologique de la chimiokine cible [321, 322]. Les
glycosaminoglycanes (GAG) participent a la régulation des chimiokines en les protégeant de
la dégradation et en augmentant le gradient local, les GAG peuvent méme changer la
conformation des chimiokines et ainsi modifier leur activité in vitro [323]. Il existe de
nombreux stimuli capables de moduler la production de chimiokines. En effet, en tant que
médiateurs de I'immunité innée et acquise, les chimiokines sont produites en réponse a
I’intrusion de pathogenes. Ainsi, des cellules mononucléées du sang périphérique stimulées
par du LPS ou par la concanavaline A (lectine extraite de Canavalia ensiformis) accroissent
leur sécrétion de CXCL8. De méme, la production de CCL18 est fortement induite chez les
PBMC par I’exposition aux enterotoxines staphylococcales A et B [324].

Certaines cytokines peuvent moduler la production de chimiokines. Ainsi 'IL-1p et le
TNF-a sont des inducteurs de I’expression de nombreuses chimiokines, notamment CCL2,
CCL5, CCL11, CCL13, CCL20, et CXCL [325]. De plus, 'IFN-y potentialise fortement la
production de CXCL9, CXCL10 et CXCL11 [326], mais aussi celle de CCLS5 [327] par les
cellules épithéliales avec le TNF-a et & I’inverse, inhibe la production de CXCL8 et CCL22.
Les mécanismes moléculaires des effets synergiques entre I’lFN-y et le TNF-a ne sont pas
compléetement élucidés. Par ailleurs, les cytokines Th2, comme I’'lL-4 et I’IL-13, induisent la
production de CXCL8, CCL7, CCL11, CCL13, et CCL20 par les cellules épithéliales
bronchiques [328], [329]. L’IL-4 augmente I’expression de CCL11 par les fibroblastes de la
muqueuse nasale [330] et pulmonaires [331]. Il ressort de ces études que la production de
chimiokines est étroitement régulée au cours de la réaction allergique par les cytokines.

D’autres facteurs interviennent dans la régulation des chimiokines, ce sont les
glucocorticoides (GC). En effet, le traitement des pathologies pulmonaires chroniques par des

GC conduit & une forte inhibition de I’infiltrat cellulaire au sein du tissu pulmonaire. Le
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mécanisme clé de ce mode d’action consiste en la suppression de I’activation de genes
proinflammatoires. De nombreuses chimiokines possedent des éléments de réponses aux GC
(GRE) au niveau de leur promoteur. Ainsi, GC sont capables d’inhiber la production de
CCL2, CCL5, CXCL8 [332], CCL3 [333], CCL11 et CCL13 [334]. In vitro, le budésonide
inhibe la production de CCL11 en accélérant la dégradation des ARNm [335]. De plus, in
vivo dans un modele de souris sensibilisé a I’OVA, le traitement avec la dexaméthasone abolit
la production de CCL11 [336]. Cependant, les GC sont capables de potentialiser I’effet
d’autres stimuli tel que les cytokines [337].

Récepteurs de chimiokines

Comme nous venons de le voir les chimiokines sont pléiotropes, et s’organisent en un
réseau redondant de complexes ligands/récepteurs. A I’instar des chimiokines, il existe quatre
sous-groupes de récepteurs divisés en CCR, CXCR, XCR et CX3CR par analogie avec leur
ligand. Les récepteurs chimiokiniques appartiennent a la superfamille des récepteurs couplés
aux protéines G (GPCR) et notamment a la sous classe A [338]. On compte actuellement 20

g-COOH

y &

-

récepteurs.

(@) W,
NHz-

CHO

(b) HOOC- & oD @ e

Figure 12 : Structure des récepteurs a 7 domaines transmembranaires et interaction
chimiokine—recepteur. Les récepteurs des chimiokines sont constitués de sept domaines riches
en résidus hydrophobes sous forme d’hélice a transmembranaire (TM1-TM7), reliées entre
elles par 3 boucles hydrophiles extracellulaires (ECL1-ECL3) et 3 cytoplasmiques (ICL1-
ICL3). L’extrémité N-terminale et les boucles extracellulaires forment le site de liaison du
ligand. Le domaine C terminal contient des sites de phosphorylation de résidus sérine et
thréonine qui permettent la régulation de I’activité et de I’expression du récepteur.
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Mécanisme d’activation et de transduction du signal

La fixation du ligand induit une modification de la conformation du récepteur,
provoquant la rupture de I’interaction ionique forte entre la 3éme et la 6éme hélice [339],
amenant ainsi le récepteur dans sa conformation active. Ce changement de conformation se
répercute sur les boucles intracellulaires, leur permettant d’interagir avec la protéine G
hétérotrimérique associée et de I’activer. Il existe 2 classes principales de protéines G
hétérotrimériques, la premiére membranaire associée aux GPCR, la seconde cytoplasmique.
Ces protéines G hétérotrimériques sont composées de sous unités a, B et y. Les sous-unités
et y sont étroitement liées et peuvent étre considérées comme une seule unité fonctionnelle. Le
complexe hétérotrimérique se présente dans un premier temps sous une forme inactive, lié a la
guanosine di-phosphate (GDP). Lorsque le ligand active le récepteur, entrainant un
changement conformationnel, ceci induit un relargage rapide de GDP de son site de fixation
sur la sous unité a. Cette GDP est immédiatement remplacée par une GTP (guanosine tri-
phosphate), ce qui entraine une baisse d’affinité de la sous-unité o pour le complexe By, qui se
dissocie. La voie de signalisation induite par la sous unité o differe en fonction de la protéine
G recrutée, la Gs induit de ’AMPc alors que la Gi I’inhibe. Le complexe Py active la
phospholipase C et favorise un pic de calcium intracellulaire et I’activation des protéines Rac
et Rho-A, impliquées dans la mobilisation du cytosquelette via la polymérisation de I’actine et
la réorganisation des microtubules [340], [341]. Les kinases mises en jeu déterminent le panel
de fonctions cellulaires qui vont en résulter. La GTP du complexe sous-unité a-GTP subit une
hydrolyse, du fait de I’activité GTPasique de la sous-unité a, pour redonner une GDP. Le
complexe a-GDP se réassocie alors avec le complexe By, et redevient inactif (Figure 13). Les
récepteurs aux chimiokines sont des GPCR de classe A. Des études in vitro ont montré que
I’administration de toxine pertussique inhibe le recrutement de leucocytes par les
chimiokines. Or cette toxine empéche le relargage de GDP de la sous-unité o de type Gi, et
bloque ainsi la protéine dans son état inactif, les Gi sont impliquées dans la transduction du
signal en activant les kinases de type phosphoinositide-3 (PI3K), ce qui entraine la formation
du phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3), impliqué dans la migration cellulaire,
toutefois la migration de certains types cellulaires, notamment les Lc, n’est pas tout a fait
altéré dans des souris PI3PK KO [342], ce qui implique d’autres voies alternatives. De plus,
des animaux KO pour la kinase janus 3, de la voie STAT, démontrent I’implication de cette
voie de signalisation résultante d’une activation du CCR9, CXCR4 [343] et CCR1, CCR2,
CCR5 [344]. La voie STAT est la voie d’activation par les interleukines qui induit la
transcription de genes de réponse cellulaire prolongée. Le fait que cette voie ait été
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récemment décrite aussi pour les chimiokines, les impliquent de plus en plus dans des
fonctions cellulaires plus complexes et prolongées de la réponse immune qu’une simple

diapédese.

Liaison de la chimiokine au Rp (affinité diff. Selon ligand?
0 () , Repo

hétérotrimérique Efecteur

Changement de conformation du Rp
1GDP —= GTP = dissociation du complexe de

la prot G ;' Canaux calciques
sansibles al'lP

Induction du signal

Figure 13 : Activation d’un GPCR et I’induction du relargage de calcium.

Régulation des interactions chimiokine—récepteur

Les chimiokines, dont le potentiel isoélectrique (pl) est basique, interagissent avec leurs
récepteurs via les boucles extracellulaires, notamment la partie N-terminale qui présente des
résidus a caractére acide. Comme nous I’avons vu cette liaison va conduire a la modification
conformationnelle du récepteur et induire toute la cascade d’événements constituant la
signalisation. Cependant, de nombreux facteurs peuvent influencer I’interaction entre la
chimiokine et son récepteur. Il peut s’agir de facteurs environnementaux ou encore de

propriétés inhérentes a la chimiokine.

Régulation par la présentation des chimiokines a leurs récepteurs

La biodisponibilité des chimiokines est régulée par les GAG qui tapissent la surface des
cellules endothéliales et des cellules épithéliales. En effet, les chimiokines sont capables de se
lier aux GAG linéaires sulfatés tels que I’héparine ou I’héparane sulfate. Dés lors, les GAG
sont capables d’immobiliser les chimiokines a la surface cellulaire aussi bien in vitro [345]
qu’in vivo [346]. Cette interaction est connue pour faciliter la rétention des chimiokines a la
surface des cellules et permet ainsi d’augmenter la concentration locale. Ce comportement

modifie la présentation du ligand a son récepteur (Figure 14). De plus, les GAG sont capables
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de favoriser I’oligomérisation des chimiokines [347]. En effet, certaines chimiokines sont
capables de s’assembler en diméres ou encore en oligoméres. Bien qu’in vitro
I’oligomérisation ne semble pas étre un prérequis a I’activation du récepteur, il a été montré
que des mutants monomériques de MCP-1, MIP-1p et RANTES étaient incapables de recruter
des leucocytes in vivo [323], soulignant de ce fait le caractére essentiel de ce comportement. 11
existe également des processus pathogéniques qui impliquent [I’interaction entre une
chimiokine et une molécule tierce. En effet, le virus de la variole secréte une protéine de 35
kDa, vCCI, qui interagit avec plusieurs chimiokines et les empéche de se lier a leurs
récepteurs [348].

6. réponse cellulaire appropriée

Leukocyte

Chemokine . .
receptor  DRY motif 5. Transduction du signal
Asp residue
Oog ﬂ%gﬁ [P 4. Activation du récepteur via la GPCR
OCOCOCOOO0
(7 X6)(5)4)3)(2)N1
[®@e] COOCCCOOO0
LN 3. Interaction chimiokine/récepteur (motifs ELR en N-
N ELR motif
Chemokine ter)

2. Interaction GAG/chimiokine (feuillets 3 en C-term)
1. Expression des GAG au niveau I’endothéliale

Plasma membrane

(OO0 OO0 OO0 OO OO OO
Endothelial cell

Figure 14 : Interaction GAG/chimiokine/GPCR.

Régulation par inhibition compétitive

Afin de reguler la signalisation induite par les chimiokines, il est possible de mobiliser
le récepteur avec un ligand d’affinité supérieure a la chimiokine n’induisant pas la
signalisation : un antagoniste. Par exemple, les analogues de la substance P (SPA) sont
capables d’inhiber in vivo la mobilisation de Calcium dépendante de CXCR2, et de bloquer
I’angiogénése induite spécifiquement par le CXCL8 [349]. Plusieurs autres molécules ont été
développées dans un but thérapeutique, et permettent d’éteindre le signal de récepteurs
spécifiques. Ainsi, quelques 4-hydroxypiperidines ont montré leur capacité a réguler I’activité
de CCL3 et CCL5 via le blocage de CCR1 in vitro. En effet, I’administration de ces composés
inhibe I’acidification extracellulaire et la mobilisation de calcium et inhibe la migration de
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PBMC induite par CCL3 et CCL5 [350]. Il existe également des organismes pathogenes
capables de synthétiser des antagonistes des chimiokines. Par exemple, le virus de I’herpes-8
associé au sarcome de Kaposi code 3 molécules de structure proche des chimiokines
humaines. Ces trois chimiokines (viral macrophage inflammatory protein-1 vMip-1, -1l vMip-
I, et I vMip-1l1) ont une action antagoniste sur plusieurs récepteurs alors qu’elles en
activent d’autres [351], [352]. Les chimiokines peuvent fixer plusieurs récepteurs, et
inversement ce qui complique la régulation. Ce réseau se sophistique encore avec les jeux
agoniste/antagoniste. En effet, en plus de leur capacité a activer divers récepteurs, certaines
chimiokines ont des propriétés antagonistes pour leurs homologues [353]. Ainsi, des ligands
du CXCRS, tels que CXCL9, CXCL10 et CXCL11, préférentiellement exprimés par les
cellules Thl se sont avérés étre des antagonistes du CCR3 [354], caractéristique des cellules
Th2. En méme temps, le CCL11, agoniste du CCR3, est un antagoniste du CCR2 [355]. Ces
différents croisements agonistes/antagonistes, permettraient une régulation subtile et
extrémement sensible des mécanismes mis en place lors de I’intervention des cellules

immunitaires.

Régulation par modification post-traductionnelle

Les chimiokines subissent une série de modifications post-traductionnelles qui ont de
nombreux effets sur le comportement futur de ces protéines. Elles peuvent étre activatrices,
inhibitrices ou encore potentialiser I’effet des chimiokines. Ainsi, CCL5 devient mature apres
un clivage de la méthionine en N-terminal. En effet, le CCL5 produit par E.Coli, qui est
complétement repli€ mais qui conserve son résidu N-terminal, perd son activité
chimiotactique et de mobilisation du calcium sur les cellules THP-1 [356]. Plus encore, ce
CCL5 est un antagoniste du CCL5 mature et de CCL3 [357]. Cependant, CCL5 clivé garde sa
capacité a lier et activer le CCR5, et méme avec une affinité plus forte que son homologue
intact. La conversion de I’acide glutamique N-terminal en glutamine altere les propriétés
inflammatoires de CCL8 [358]. En revanche, XCL1 recombinant produit par E.Coli (non
glycosylé) est moins actif que son correspondant produit par des cellules d’insecte S2 (O-
glycosylé) au regard de tests de mobilisation de calcium, de chimiotaxie et de prolifération de
cellules T [359]. L’une des modifications la plus commune est la formation de ponts
disulfures entre deux cystéines. La création spécifique de ces ponts permet le repliement
correct de la molécule dans sa conformation active. Ainsi le CCL18 produit dans un systéme
eucaryote (CHO) dans notre laboratoire présente 2 ponts disulfures entre les cystéines Cys10-

Cys34, et Cys11-Cys50, alors que le CCL18 produit par E.Coli ne possede que le pont entre
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les cystéines Cys11-Cys50. Les tests en chimiotaxie sur des Lc T naifs et les basophiles, ainsi
que les tests d’histaminolibération, ont montré que la concentration d’activité maximale de
CCL18 produit par la CHO est de 10°M, contre 10'M pour le CCL18 produit par E.Coli. La
réduction du pont Cys10-Cys34 dans la CCL18-CHO entraine la diminution de son activité
biologique, a des niveaux équivalents de ceux observés pour la CCL18-E.Coli [These
Benjamin Legendre, 2009].

Régulation par désensibilisation du récepteur

Le phénoméne de désensibilisation intervient aprés activation du récepteur par la
chimiokine. 1l y a phosphorylation du domaine carboxy-terminal du récepteur par des GRK
(G protein — coupled Receptor Kinase) et recrutement de la B-arrestine cytoplasmique au
niveau du récepteur avec en paralléle un découplage de la protéine G. Il s’ensuit la formation
de puits recouverts de clathrine et I’endocytose du récepteur qui sera soit recyclé a la
membrane plasmique soit dégradé via leur orientation vers les compartiments lysosomiaux
(Figure 15). Le but de la régulation par désensibilisation, dans le cas d’un homologue, est la
limitation de la redondance fonctionnelle, et dans le cas d’un ligand hétérologue, d’une

répression de voies antagonistes.

{(a) Couplage {b) Desensibilisation « (e} Internalisation des
ricepteurs - protéines G dicouplage des protéines G récepteurs
Agoniste :
Dynamine

Signalisation

Endosome

Dégradation

Figure 15 : Mécanisme de désensibilisation d’un GPCR.
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Activité chimiotactique : La diapédése

La diapédese est le mécanisme par lequel les leucocytes du torrent circulatoire
s'insinuent entre les cellules endothéliales en réponse a des signaux inflammatoires (Figure
16). Cette transmigration implique une série d’événements faisant intervenir différents
acteurs. La premiére étape est le roulement, les leucocytes sont ralentis a la surface
endothéliale préactivée (Fragments bactériens, cytokines pro-inflammatoires, histamine,
thrombine...), grace aux E et P sélectines qui interagissent avec les L sélectines [360], la
délétion de ces génes dans un modele in vivo inhibe la réponse Th2 [361]. Cette adhésion est
de faible affinité, elle favorise le contact entre les récepteurs chimiokiniques leucocytaires et
les chimiokines piégés dans les GAG, conduisant a des phases successives d’attachement et
de détachement des leucocytes a la surface des cellules endothéliales, ce phénomeéne est
nommé « rolling ». Durant cette phase la vitesse est peu rapide et favorise le contact des
chimiokines avec leur récepteur ce qui donne lieu a la seconde phase, dite d’activation, la
liaison au récepteur active la protéine G, le pic de calcium intracellulaire contréle I’export des
intégrines dont le LFA-1 & la surface. Ces intégrines se lient aux molécules d’adhésions
endothéliales, dont le VCAML1 et I'ICAML1 [362]. Cette interaction, de forte affinité, constitue
la troisieme phase, dite d’adhésion ferme. La derniére phase, la diapédese, consiste en la
mobilisation du cytosquelette avec émission de pseudopodes et motricité cellulaire. Durant
cette phase des protéases sont produites pour digérer les protéines de jonctions cellulaires
endothéliales et la matrice extracellulaire permettant le passage leucocytaire au sein du tissu
[363].
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Figure 16 : Etapes de la migration leucocytaire transendothéliale. Le schéma permet de
souligner la complexité des interactions moléculaires entre la cellule ciblée par la chimiokine
et I’endothélium vasculaire. Cette interaction est dépendante de sélectines lors de la phase de
roulement, puis des intégrines a partir de la phase d’adhésion ferme.

Activités Extrachimiotactiques

Récemment, plusieurs équipes se sont intéressées aux activités qui impliquent les
chimiokines autres que la migration, allant du maintien de la survie a des capacités de
différenciation et de polarisation cellulaire. L’équipe de Graham a démontré in vitro un effet
inhibiteur de la prolifération de cellules souches hématopoiétiques par le CCL3 [364]. 10 ans
apres, Stellato et al, ont décrit pour la premiére fois I’expression d’un récepteur chimiokinique
fonctionnel sur des cellules de structures, le CCR3 a la surface des cellules épithéliales
bronchiques et intestinales sans pour autant s’aventurer dans une description de fonctionnalité
[365]. Au méme moment Braun et al, ont constaté que CCL2 inhibait la production de I’'lL-12
par des DCs stimulées avec des agents bactériens [366]. De facon intéressante les chimiokines
semblent agir sur la différenciation des leucocytes. L’étude de Marsland concerne les DCs et
le CCL19, une chimiokine exprimée constitutivement dans les organes lymphoides et qui

attire les LcT naifs et les DCs matures via le CCR7 pour les mettre en contact. lls ont montré
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in vitro que le CCL19 induisait la maturation de DC de rate de souris en augmentant
I’expression des molécules de costimulation et la production de cytokines pro Thl de type IL-
12 et TNF-a [367]. Cette fonctionnalité a été confirmée in vivo avec des souris plt/plt
déficientes en CCL19 et ne produisant pas de CCL21 au niveau des ganglions lymphatiques.
Ils ont également montré que CCL19 facilite I’endocytose et avait un role, avec le CCL21,
anti apoptotique sur les DCs matures. Ainsi il a été démontré un role des chimiokines dans la
finalisation de la maturation et la survie de DC ayant capturé un antigéne. Au méme moment
Cappello et al, on décrit la méme chose avec le CCL16 et des DCs humaines différenciées in
vitro, a savoir une action sur la maturation des DCs avec augmentation de I’expression de
molécules de costimulation et du CCR7 et une action favorisant un profil Thl avec une baisse
d’IL-10 [368]. Ainsi, CCL16 semble agir dans la maturation précoce des DCs au niveau des
épithélia [369, 370]. Cette maturation est finalisée par CCL19 et CCL21 au niveau
ganglionnaire. Cet effet extrachimiotactique des chimokines ne se limite pas qu’aux DCs,
puisque Karpus et al, ont démontré un effet du CCL2 et CCL3 sur la polarisation
lymphocytaire T en présence d’APC, générant un profil Th2 ou Thl aussi efficace qu’un
apport d’IL-4 ou IFN-y exogenes [371]. Cette étude a été confirmée in vivo par Gu et al,
quelques années plus tard, avec des souris CCL2 KO [372]. Ces données démontrent un rble
important des chimiokines dans la réponse immunitaire, en dehors de I’effet purement
migratoire avec un recrutement et une localisation différentielle des différentes cellules et
sous populations leucocytaires. Cet apport sur la fonctionnalité des chimiokines devrait étre

corroboré par des études plus approfondies, notamment en situation pathologique.

Les Chimiokines dans I’asthme

L’intérét s’est bien sOr porté sur les chimiokines pro Th2 et leurs récepteurs, étant donné
que l'asthme est une maladie dans laquelle le recrutement des cellules Th2 joue un role
critique. Le plus étudié est CCR3 et ses ligands. En effet, ce récepteur de chimiokines est
exprimé sur différents acteurs cellulaires de la réaction allergique en particulier sur les
éosinophiles, basophiles, mastocytes et Lc Th2. Une surexpression de ses ligands dans
I’environnement pulmonaire a également été retrouvée (Lavage broncho alvéolaire, cellules
épithéliales  bronchiques, muqueuses  bronchiques, cellules musculaires lisses,
expectorations...) aprés challenge allergénique [373-375]. Des études plus poussées ex vivo et
in vivo, dans des souris CCR3 KO et des modeles de xénogreffes avec des peaux de patients
allergiques ont confirmé son réle dans le trafic des eosinophiles et dans leur localisation

tissulaire lors d’une réaction allergique [376], [377].

56



Un deuxieme récepteur impliqué dans I’asthme est le CCR4. Ce récepteur joue un role
important dans le recrutement des cellules Th2 au site de I'inflammation, car il est fortement
exprimé sur les Lc Th2. Le nombre de cellules Th2 exprimant CCR4 ainsi que I'expression de
ses deux principaux ligands CCL17 (TARC) et CCL22 (MDC) sont augmentés apres
stimulation allergénique dans les voies aériennes asthmatiques [378], [379]. Vijayanand et al,
[380] ont montré une corrélation positive entre les nombres de cellules T CCR4" dans le sang
et la sévérité de I'asthme. Par contre, les études réalisées chez des souris déficientes en CCR4
ou chez des souris ou le CCR4 est neutralisé ont conduit a des résultats conflictuels sur le role
de ce récepteur dans la pathogénése de I’asthme. Certaines études montrent que le CCR4 ne
modifie pas I’inflammation pulmonaire allergique [381], [382]. Alors que, dans d’autres le
CCR4 est décrit comme étant nécessaire pour un recrutement efficace des lymphocytes Th2
spécifiques de I’antigéne dans les poumons [383]. Récemment, Perros et al, ont montré que le
blocage de CCR4 supprime I'éosinophilie, I’hyperplasie des cellules a mucus, la synthése
d'IgE et I'hyperréactivité bronchique dans un modéle murin humanisé [384].

Le CCRS8 est également exprimé préférentiellement sur les cellules Th2, et les souris
CCR8 KO dans un modéle d’asthme expérimental présentent un défaut de production des
cytokines Th2 et de recrutement d’éosinophiles au niveau pulmonaire [385]. Cependant cette
étude est tres controversée par d’autres équipes qui ont démontré que I’absence du CCR8 ne
présente aucun effet sur I’inflammation allergique [386] et que des anticorps bloquant le
CCRS8 n’ont pas d’effet sur la réaction allergique dans un modele animal d’asthme [387]. Le
CCL1, ligand du CCRS8, est augmenté au niveau pulmonaire au cours des challenges
allergeniques et son inhibition diminue I’infiltrat d’éosinophiles [388].

Les récepteurs CXCR3 et le CCR5 sont également exprimés sur les cellules T humaines
au niveau du poumon [389] et I’expression de ces récepteurs est augmentée apres challenge
allergenique chez les souris. En 2008, Suzaki, et al, ont démontré qu’en bloquant ces deux
récepteurs on pourrait empécher le développement de I'asthme dans un modele de souris
[390]. Le récepteur CXCR3 est le récepteur le plus abondant sur les mastocytes dans le
muscle lisse des voies aériennes dans l'asthme. Ceci est corrélé avec la plus grande expression
du ligand de CXCR3 (CXCL10) dans des biopsies bronchiques des asthmatiques comparés
aux sujets sains [391]. L’ expression de CXCL10 est augmentée également apres provocation
allergénique chez les sujets asthmatiques allergiques [392], [393], [394]. Chez la souris,
surexprimant le CXCL10 dans les cellules épithéliales, I’inflammation pulmonaire est
amplifiée [394]. A I’inverse, chez des souris déficientes en CXCL10, la réaction pulmonaire
allergique est réduite. Ainsi, CXCL10, chimiokine associée a la réponse Thl, contribue a
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I’inflammation pulmonaire [394]. En revanche, dans un autre modele, la neutralisation
systémique de CXCL10, aprés que la réponse Th2 soit établie, amplifie I'HRB et
I’éosinophilie pulmonaire et diminue les taux d’IFN-y présents dans les poumons et les
ganglions drainants [395]. Il semblerait donc que I’effet bénéfique ou délétére de CXCL10
soit dependant, non seulement, de la phase de la réaction pulmonaire allergique mais
également de la localisation de CXCL10.

Le CCR2 et son ligand CCL2 ont été impliqués dans le recrutement de cellule T dans
I'asthme. Les études in vivo ont montré que I’HRB est atténuée chez des souris déficientes en
CCR2 [396]. En plus, il a été suggéré que le récepteur CXCR4 exprimé sur les cellules T soit
une cible thérapeutique potentielle dans I'asthme, vu que des études ont précédemment montré
que CXCL12, le ligand CXCR4, a des propriétés chimiotactiques pour une variété de cellules
[397, 398].

Les récepteurs CCR4 et CCRS8, fortement exprimés sur les lymphocytes Th2, sont
également exprimés sur les Lc T régulateurs [399] qui participent a la résolution de la réaction
inflammatoire. Une théorie récente suggére que I’expression d’un méme récepteur par des
cellules effectrices et régulatrices permettrait une contre régulation de la réaction

inflammatoire au sein d’un méme tissu [400].

Chimiokines d’intérét

CCL17 et CCL22

Les premiers travaux a I’origine de I’identification de CCL17 ont mis en évidence une
production constitutive de cette chimiokine au niveau du thymus, ainsi qu’une sécrétion
transitoire dans les cellules mononuclées stimulées par PHA (la phytohemagglutinine) [309].
Ces données sont a I'origine du nom TARC (pour Thymus and Activation-Regulated
Chemokine). CCL17 est secrétée par les cellules dendritiques [309], [401], les cellules
endothéliales [402], les cellules épithéliales bronchiques [373], les monocytes, les
keratinocytes [403] et les fibroblastes [404]. Le CCL17 est le ligand de CCRA4. Il pourrait
aussi se lier au récepteur CCR8, mais ces données sont controversées [405], [406]. A ce jour,
CCL17 presente une grande spécificité fonctionnelle vis-a- vis du CCR4 [407]. Chez
I’lhomme, I’expression préférentielle du CCR4 a la surface des lymphocytes Th2, mais pas des
Thl, expliqgue un chimiotactisme préférentiel de CCL17 sur ces cellules. Cette grande
spécificité est a I’origine de I’association entre CCL17 et I’inflammation Th2 [401].

CCL22 a été identifiée a l'origine dans les macrophages matures d’ou I’appellation
MDC (macrophage-derived chemokine) [408], [409]. CCL22 a des points en commun avec
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CCL17. Le géne de MDC est localisé sur le méme chromosome codant pour le géne de
CCL17 et les deux molécules reconnaissent le méme récepteur CCR4 [410], [407]. CCL22 est
produite par une variété de cellules comme les DCs, les monocytes, les macrophages et les
lymphocytes (B et T). Elle peut également étre produite par les cellules NK et les basophiles
[411], [408], [412], [413]. La protéine mature, sécrétée et non traitée se compose de 69 acides
aminés. CCL22 est décrite comme chimioattractante pour les monocytes, les éosinophiles,
certaines DCs, les cellules NK et particulierement les lymphocytes T de type Th2 [414]. En
effet, I’expression de CCR4, le récepteur de MDC, est plus forte sur les lymphocytes de type
2. Les formes tronquées de la protéine, ou manquent les deux ou quatre premiers acides
aminés (MDC 69-3 et MDC 69-5), n'interagissent pas avec le CCR4 et ne peuvent pas attirer
des cellules T. En revanche la proteine (MDC 69-3) a une activité chimiotactique appréciable
pour les monocytes [415]. Ce qui suggére I'existence d’autres récepteurs que CCR4 pour les
formes tronquées. D’autres observations laissent penser qu’il existerait un autre récepteur
jusqu'ici non identifié pour CCL22. En effet, des cellules comme les NK répondent fortement
a CCL22 malgré la faible expression de CCR4 au niveau de ces cellules [408].

CCL17 et CCL22 sont modulées par les cytokines. Elles sont notamment induites par
I’IL-4, I'IL-13 et TNF-a. Par contre I’IFN-y induit la production de CCL17, mais inhibe celle
de CCL22 [416], [417]. D’autres stimuli sont capables d’induire leur sécrétion, c’est le cas de
I’allergéne Der p 1 qui sur des MD-DC de patients allergiques augmentent le recrutement des
cellules Th2 via la sécrétion des CCL17 et CCL22 [58]. Chez la souris le SCF (Stem Cell
Factor) et IgE peuvent induire la sécrétion de CCL17 et CCL22 par les mastocytes [418].

Des études in vitro et in vivo suggérent un role capital de ces chimiokines dans I’asthme
allergique. Ces deux chimiokines sont produites davantage par les lymphocytes T naifs
activés isolés du sang périphérique de sujets asthmatiques allergiques comparativement aux
sujets controle [419]. Chez les sujets asthmatiques, les concentrations de CCL22 dans le LBA
sont plus importantes que celles observées chez les sujets controle et correlent avec I’'HRB
[420]. Des niveaux importants de CCL17 ont été détectés dans les serums [421] et les LBA
[422] de patients asthmatiques. Une augmentation de I’expression de CCL17 et CCL22 est
également observée dans les cellules épithéliales bronchiques des patients asthmatiques [420],
[373]. Apres provocation allergénique, chez les sujets atteints d’asthme allergique, les taux de
CCL17 et CCL22 dans le LBA et leur expression dans les cellules épithéliales sont augmentés
[392], [379], [393]. Les modeles murins d’asthme allergique ont démontré un rdle essentiel de
CCL17 et CCL22 dans le développement de la pathologie. L’expression protéique de ces
deux chimiokines est augmentée dans les tissus pulmonaires [423], [424]. Cette production
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semble permettre la mise en place d’un gradient chimiotactique autorisant le recrutement
massif des lymphocytes Th2 vers les voies aériennes. Dans un modeéle d’asthme a I’'OVA,
chez les souris C57BL/6, I’administration par voie intrapéritonéale d’un anticorps anti-CCL17
durant la phase de sensibilisation et avant chaque provocation a I’OVA diminue la réaction
inflammatoire allergique [424]. De méme la neutralisation de CCL22 entraine une diminution
de I’éosinophilie et inhibe I’ HRB [423]. L’ensemble de ces données démontre un réle central
assez bien établi de CCL17 et CCL22 dans I’asthme expérimental murin et souligne le
potentiel thérapeutique de la neutralisation de ces chimiokines dans I’inhibition inflammatoire
et dans la protection fonctionnelle respiratoire.

CCL18

Découverte entre 1997 et 1998 par plusieurs équipes, CCL18 est connue sous différents
noms dont les principaux sont PARC (Pulmonary and Activation-Regulated Chemokine)
[425], DC-CK1 (Dendritic Cell ChemoKine 1) [426], AMAC-1 (Alternative Macrophage
Activation-associated CC chemokine-1) [427] et MIP-4 (Macrophage Inflammatory Protein-
4) [428], [429]. Cette chimiokine est issue d’une duplication de deux génes de CCL3 avec une
délétion et une utilisation sélective de certains exons [430]. Cette duplication étant apparue
apres la diversification des rongeurs et des primates, CCL18 n’est pas exprimée chez la
souris. La protéine mature est composée de 69 acides aminés, mais des formes tronquées de
cette protéine existent aussi chez I’homme [431], [324]. CCL18 est constitutivement et
fortement exprimée au niveau du poumon. Elle est exprimée plus faiblement au niveau des
ganglions et du thymus et de fagon marginale au niveau de I’intestin gréle et de la moelle
0sseuse.

Les sources cellulaires sont essentiellement les cellules dendritiques, les monocytes et
les macrophages. Les DCs immatures expriment CCL18 de fagon constitutive aussi bien au
niveau ARNm que protéique [426], [432], [433]. Il existe plusieurs stimuli capables d’induire
ou d’inhiber la production de CCL18 par ces cellules. Ainsi, I'IFN-y et le TNF-a sont
capables de réprimer la production de CCL18 [432], [427]. En revanche, les cytokines de type
Th2 comme IL-4, 1I-10 et IL-13 augmentent fortement sa sécrétion [432], [434], [337].
L’environnement de la DC joue également un réle sur son profil de sécrétion chimiokinique.
En effet, la mise en hypoxie de DC immatures induit une baisse de la production de CCL18
[435], qu’elle soit constitutive ou induite par I’'lL-4 (adjoint de GM-CSF). D’autres stimuli
d’origine exogéne, comme I’anticorps chimérique (Combinaison de IgG2a souris et de 1gG2b
rat) [436] ou PGE2 [432], sont capables de moduler la production de CCL18 par les DCs
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immatures. La maturation des MD-DC, induite par I’activation de CD40 et gpl30,
potentialise leur production de CCL18 [437]. En outre, le r6le du LPS sur la sécrétion de
CCL18 par les MD-DC est controverse. En effet, Vulcano et al, montrent que le LPS inhibe la
production de CCL18 [432], alors que d’autres observent une augmentation de I’expression
[433], [438]. Il a éte également constaté que le LPS n’avait pas d’incidence sur la sécrétion de
CCL18 [434]. L’utilisation de concentrations différentes pour stimuler les MD-DC pourrait
expliquer les différences observées. Récemment, une étude a montré que la maturation de
MD-DC par du LPS accroit la sécrétion de CCL18 sous une stimulation par la thrombine
[439], via l’activation de PARs (protease-activated receptors). Une stimulation avec le
CDA40L [433], les pathogenes (Staphylococcus aureus Cowan 1 (SAC), C.albicans et le virus
de I’influenza) [432] ou un mélange de facteurs de maturation (TNF-a, IL-1p, IL-6 et PGE2)
[434] diminuent la production de CCL18 par les MD-DC. La régulation de la sécrétion de
CCL18 au cours de la maturation des MD-DC est complexe et dépend vraisemblablement
d’un contexte cytokinique. Les autres types de DC, les cellules de Langherans, les pDC et les
mDC ne produisent pas CCL18 de fagon constitutive [433], [427]. Par ailleurs, I’IL-10 induit
la production de CCL18 par les m-DC mais pas par les pDC [432]. En outre, cette chimiokine
est produite par les macrophages. En fonction du mode d’activation, les macrophages peuvent
étre divisés en deux types : les macrophages M1 et les macrophages M2. L’activation des
macrophages par I’IFN-y, le TNF-a, le GMCSF ou le LPS conduit & la génération de
macrophages M1. Les macrophages M2 peuvent étre générés par de nombreux stimuli
incluant I’IL-4, I'IL-13, I'IL-10, le M-CSF, les complexes immuns et les ligands de TLR
[440]. In vitro, les macrophages M1 n’exprime pas CCL18, alors que les M2 produisent
d’importantes quantités de CCL18 [441], [337]. In vivo, I’expression de I’ARNm de CCL18
est retrouvée dans les macrophages alvéolaires de sujets contrdle et de sujets asthmatiques
[337]. Chez les sujets fumeurs, la production de CCL18 par les macrophages alvéolaires
présents dans le LBA est réduite comparativement aux sujets non fumeurs [442]. Apres
infection a Mycobacterium tuberculosis, la production de CCL18 est augmentée [441].
Jusqu’a présent le récepteur CCR spécifique de CCL18 n’a pas été encore clairement
défini. Cependant, des informations intéressantes des propriétés de la signalisation dépendante
de CCL18 ont été caractérisees. Ainsi, la capacité de la toxine pertussique a inhiber la
chimiotaxie induite par CCL18 sur les Lc T et B suggére I'implication d’une protéine Gai et
d’un GPCR a I’instar des autres chimiokines [426], [443], [444]. De plus, I’inhibition d’ERK
(extracellular signal-regulated kinase) dans les fibroblastes pulmonaires inhibe I’induction de
la production de collagene par CCL18 [443]. Il a été démontré que CCL18 est capable de se

61



fixer au CCR3, mais sans induire son activation. CCL18 agit comme antagoniste de CCR3
[445]. En effet, il inhibe in vitro le recrutement des éosinophiles sous le contrle de CCL11.
Une firme pharmaceutique américaine du nom de «Oxygen», a publié un brevet qui affirme la
liaison du CCL18 au CCRL2, connu aussi sous les noms: HCR, CRAM-A, CRAM-B, CKRX
et Eol. Ce récepteur est fortement exprimé par les macrophages, les DCs et certains sous
types de Lc T et présente une forte homologie avec le CCR1. Les cellules CHO exprimant le
CCRL2 répondent au CCL18 en chimiotaxie. Les souris CCRL2"" présentent un recrutement
normal des DCs dans les poumons, le trafic des DCs chargées en antigene vers les ganglions
est, par contre, altéré. Ces souris sont protégées de I’asthme expérimental dans un modéle
d’OVA [48]. Une autre équipe affirme que ce récepteur est non signalant et qu’il constitue un
simple leurre pour le CCL19 ligand du CCR7 [446]. Une étude récente a montré le role de
CCL18 dans la migration métastatique du cancer du sein et incrimine le récepteur signalant
PITPNM3 par des arguments de colocalisation cellulaire, d’immunoprécipitation et de
transfection [447].

L’une des premieres activités de CCL18 est son pouvoir chimiotactique envers les Lc T,
que ce soit des T CD4" ou CD8" [425]. Adema et al, ont montré que les cellules T naives
répondent plus au CCL18 que les mémoires [426]. Guan et al, ont également montré que la
stimulation par CCL18 induit un flux calcique intracellulaire au niveau de cellules CD4", des
CD8" et des cellules T naives [428]. CCL18 est capable de se fixer aux cellules T mémoires
du sang périphérique CLA" (skin-homing) et des lignées T mémoires CLA", et d’induire leur
migration in vitro [448]. De Nadar et al, ont montré que CCL18 attire les Lc Th2 polarisés in
vitro par une stimulation IL-4/anti 1L-12, mais n’attire pas les Thl (polarisés par IL-12/anti
IL-4). En plus de ses propriétés chimioattractantes, CCL18 est capable d’activer la
polymérisation de I’actine dans des Lc Th2 polarisés in vitro [449]. CCL18 attire également
les Lc B CD38’, naifs, de la couronne périfolliculaire des amygdales [448]. En revanche, les
Lc B des centres germinaux ne sont pas attirés. CCL18 n’attire pas la lignée monocytaire
THP-1, ni les monocytes ou les neutrophiles fraichement isolés [425]. Cependant des
monocytes cultivés pendant 3-4 jours deviennent sensibles au CCL18 : induction d’un flux
calcique intracellulaire, d’une polymérisation de I’actine et de la migration a travers un filtre.
Cette activation par CCL18 des monocytes est transitoire puisque aprés 1 semaine de culture
ils ne répondent plus & la stimulation par la chimiokine [450]. De méme, CCL18 est capable
d’attirer les DCs immatures, mais est incapable d’induire la migration de DC matures [432].
CCL18 est capable d’induire non seulement la chimiotaxie de basophiles, mais également le
relargage d’histamine par ces derniers [449]. De méme, CCL18 est capable d’induire la
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production de collagéne par des lignées de fibroblastes pulmonaires et dermiques. Cette
induction passe par I’activation de la voie ERK (extracellular signal-regulated kinase) via la
protéine G [443]. CCL18 est capable également de supprimer la prolifération de progéniteurs
hématopoiétiques, stimulés par GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating
Factor) et SLF (Steel Factor) [451], et augmente la survie et adhésion des

monocytes/macrophages.

CCL18 dans I’asthme allergique

Plusieurs données laissent penser que CCL18 joue un rdle important dans la réaction
allergique pulmonaire. Chez les sujets asthmatiques allergiques, les taux de CCL18 dans les
expectorations induites sont augmentés comparativement aux sujets contréle [452]. Cette
chimiokine est retrouvée en plus grande quantité dans le LBA de patients asthmatiques
allergiques que celui des sujets sains. De Nadai et al, ont montré que des PBMC issues de
patients asthmatiques allergiques stimulées par I’allergene Der p 1 secrétent plus de CCL18
par comparaison avec celles issues de sujets sains. Une partie du CCL18 retrouvée dérive
directement des pDC stimulées par Der p 1, et une autre partie provient d’une activation
monocytaire par I’lL-4 et I’IL-3 produits par les cellules T stimulées par Derp 1. CCL18
recrute in vitro des cellules Th2 polarisées et des basophiles, mais reste inopérant vis-a-vis
des cellules Thl et des éosinophiles [449]. D’autre part, le CCL18 induit I’activation des
basophiles, le relargage de calcium intracellulaire et la libération d’histamine.
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Chapitre 111 : Les récepteurs du systéme immunitaire inné

Introduction

Les poumons représentent la plus grande surface épithéliale de I’organisme exposée au
milieu extérieur. Lors de la respiration les voies aériennes et les alvéoles pulmonaires sont en
permanence en contact avec une multitude de particules et de microorganismes véhiculés par
le flux aérien et parfois déposés a la surface de I’arbre trachéobronchique. A la différence
d’autres surfaces épithéliales comme la peau ou le tube digestif, les alvéoles sont peu
colonisées par les microorganismes. Ce phénomene résulte d’un systeme complexe de défense
particulierement efficace. Il s’agit d’une part de la caractéristique anatomique des voies
respiratoires et d’autre part du systéme de défense: le systéme immunitaire.

La réponse du systéme immunitaire aux agents infectieux peut étre subdivisée chez les
vertébrés en deux sous-ensembles, la réponse innée et la réponse adaptative. L'immunité innée
est trés importante car elle est la premiere ligne de défense contre les pathogénes. Bien que
non spécifique, elle est toutefois capable de controler les infections et permet a I'immunité
acquise de se mettre en place. Cette premiére réponse immunitaire est orchestrée entre autres
par les cellules épithéliales, les macrophages et les cellules dendritiques (DC). Ces cellules, en
contact avec le milieu extérieur, ont la capacité de faire une distinction entre les antigénes de
I'n6te, les antigenes inoffensifs de la flore commensale et les antigénes provenant des
pathogénes. L'immunité innée est souvent considérée comme étant peu spécifique puisqu'une
réponse immunitaire semblable est induite en réponse a divers pathogénes. La réponse
immune innée est complétée par une réponse immune adaptative, caractérisée par la mise en
place de réponses lymphocytaires B et T spécifiques et adaptées a la destruction du pathogene
rencontré. Cette réponse spécifique est caractérisée par une mémoire immunologique qui
permettra une destruction plus efficace et plus rapide lors d’un deuxieme contact avec le

méme pathogene.
Les récepteurs du systeme immunitaire inné

Lorsqu’un micro-organisme entre en contact avec les cellules de I’organisme, il doit étre
détecté comme agent étranger, c’est-a-dire étre discriminé du soi, par les cellules du systéeme
immunitaire. Cette étape de reconnaissance fait intervenir les récepteurs de I'immunité innée,
les PRR (Pattern Recognition Receptor). Ces récepteurs, synthétisés de maniére constitutive,

sont caractérisés par leur capacité a reconnaitre les «molécules signature» des agents
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pathogénes appelés PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern). Ces PAMPs consistent
en des structures relativement invariantes présentes par exemple sur l'enveloppe des
procaryotes ou autres pathogenes, et absentes des cellules de I'note [453, 454]. Parmi les
PAMPs, figurent notamment les lipopolysaccharides (LPS), composants de I'enveloppe des
bactéries a Gram-négatif, le peptidoglycane (PGN), trouvé abondamment dans I'enveloppe
des bactéries a Gram-positif et a un moindre degré dans celle des bactéries a Gram-négatif,
I'acide lipoteichoique, I'ARN double brin présent uniquement chez les virus, etc...

Les récepteurs des signaux de danger peuvent étre classés en quatre grandes catégories :
les récepteurs de type Toll like receptors (TLR), les récepteurs de type NOD-like receptors
(NLR), les retinoid acid-inducible gene-I (RIG-I)-like receptors (RLRs) et les lectines de type
C (CLR). Nous décrirons plus amplement les protéines NLR dans ce chapitre.

Les récepteurs aux lectines de type-C

Les récepteurs aux lectines de type-C (C-type lectin receptors ou CLR) regroupent les
protéines contenant un domaine lectine de type-C capable de reconnaitre des carbohydrates.
Les CLR sont représentés par des protéines associées aux cellules, participant a I’endocytose
des microorganismes et a la signalisation intracellulaire et par des protéines solubles (ex : les
collectines) impliquées dans I’opsonisation des microorganismes [455]. Parmi les protéines
associées a la membrane plasmique des cellules immunitaires, on trouve le récepteur au
mannose (MR), la dectine-1, la dectine-2 et le DC-SIGN. Ces récepteurs ont été décrits
comme étant capables de lier un grand nombre de pathogeénes. [456], [457], [458]. Apres
détection du ligand, les CLR s’engagent dans I’endocytose et la phagocytose du pathogéne
mais aussi dans la régulation de la réponse inflammatoire [459].

Les TLR (Toll Like Receptor)

Les TLR constituent la famille des PRR la plus étudiée dans I’inflammation allergique.
Ce sont des protéines transmembranaires caractérisees par un domaine riche en leucine
(LRR), couplé a un domaine proche de celui du récepteur a I’'lL-1, nommé TIR [460]. Le
domaine LRR est impliqué dans la reconnaissance des ligands [461]. Ces protéines sont
situées & la membrane plasmique et a la membrane des endosomes. A ce jour, 13 molécules
TLRs sont retrouvées chez les mammiféres: 10 chez I’lhnomme (TLR1-10) et 12 chez la souris
(TLR1-9 et TLR11-13) [454]. Un ligand a eté identifié¢ pour la plupart des TLRs humains

(Tableau 1). Apreés la reconnaissance d’un ligand, deux molécules TLR s’homodimérisent ou
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s’hétérodimérisent afin d’initier une cascade de signalisation aboutissant a I’induction d’une
réponse pro-inflammatoire. Les voies de signalisation initiées par les TLRs sont la voie NF-
kB [462] et la voie d’interférons de type | [463, 464] (Figure 17). Leur aptitude a activer les
cellules présentatrices de I’antigéne (CPA), notamment DC, place ces récepteurs a I’interface
entre I’immunité innée et I'immunité adaptative. Des études ont établi que I’induction d’une
réponse Thl ou Th2 par certains TLR dépendait en fait de la dose de PAMP utilisée et de la
cinétiqgue du traitement. Il a été montré en particulier, que dans un modele murin de
sensibilisation a un antigene inhalé, le type de réponse adaptative induite dépend de la dose de
LPS inhalée en méme temps que I’antigéne. Des faibles doses de LPS déclenchent une
réponse Th2 dans ce modele, alors que des doses fortes induisent une réponse Thl [465].
D’autres études ont montré, dans un modéle expérimental d’asthme, que le ligand de TLR2
(Pam3CSK4) induit une réponse de type Th2. Cet effet est obtenu lorsque ce ligand est
administré aux souris au moment de la sensibilisation [466]. Par contre, I’administration des
ligands de TLR2 pendant la provocation réduit I'inflammation des voies aériennes [467],
[468], [469]. Par ailleurs, la stimulation du TLR9 par des le CpG induit une forte réponse Thl
qui inhibe le phénotype allergique et ce a toute les doses [470]. Récemment, des allergenes
ont été décrits comme activateurs directs de TLR. 1l s’agit de la blatte et Der p 2 qui peuvent
activer le TLR2 [471] et le TLR4 respectivement. Il a été montré que le TLR4 est impliqué
dans l'induction d’une réponse Th2 chez des souris exposées aux extraits d’acariens (HDM)
contenant de faibles niveaux de LPS [472]. Les auteurs ont attribué cette réponse Th2 d’une
part, a I’activité protéasique de HDM [473]. D’autre part, Ils ont proposé que l'allergéne Der p
2 puisse augmenter la réponse a I'endotoxine en agissant en tant que protéines chaperonnes
comme le MD-2, en favorisant la signalisation de TLR4 [474]. En effet, des homologies
structurales entre I’allergéne Der p 2 et MD-2 ont été montrées [44].

Les RLRs

Cette famille est composée de trois membres: retinoic acid inducible gene | (Rig-I),
melanoma differentiation-associated gene 5 (MDAD) et laboratory of genetics and physiology
2 (LGP2). Ces protéines cytosoliques possedent deux domaines CARD couplés a un domaine
ARN hélicase appelé «DexD/h box RNA helicase retinoic acid-inductible gene I». Le
domaine CARD transmet le signal alors que le domaine ARN helicase interagit avec les ARN
double brin (ARNdb) ou simple brin (ARNsb). LGP2 ne possede pas de domaine CARD
[475]. Cependant, il partage avec Rig-1 et MDAS la capacité de lier les ARNdb, et peut
induire ou réprimer I’activation des réponses antivirales de MDA5 et de Rig-1 [476].
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L’activation des RLR par leurs ligands (Tableau 1) déclenche une cascade de réponses

antivirales comprenant l'induction d’interférons de type-1, I’activation de I’'inflammasome et

I’expression des cytokines et des chimokines proinflammatoires [477].
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Figure 17: Représentation schématique de la structure et les principales voies de signalisation
de quelques PRR [478].
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Tableau 1: Les différents PRR et leurs ligands [478]

Table 1. Overview of Pattern-Recognition Receptors (PRRs) and Their Respective Pathogen-Associated Molecular Pattern (PAMP) Ligands,

According to PRR Class.”

Recognized PAMP
TLRs
TLR2-1
Triacyl lipopeptides
TLR2-2
Peptidoglycan
Lipoarabinomannan
Phospholipemannan
Glycosylphosphatidylinositol
TLR2-6
Diacyl lipopeptides
Lipoteichoic acid
Zymosan

TLR3
ssRNA virus
dsRNA virus
TLR4
Lipopolysaccharide
Fungal mannans
Envelope proteins
TLRS
Flagellin
TLR7 and TLR8
ssRNA viruses
TLR9
dsDNA viruses
CpG motifs
CLRs
Mannose receptor
Fungal mannans
Dectin-1
Beta-1,3-glucans
Dectin-2—FcRy
Mannans
MINCLE-FcRy
Mannans
Mycobacterial cord factor
Mannose-binding lectin
Repetitive oligosaccharides
NLRs
NOD1
Muramyl tripeptide peptidoglycans
NOD2
Muramyl dipeptide peptidoglycans
NLRP1
Anthrax toxin
NLRP3
Peptidoglycans
Bacterial toxins
NLRC4
Flagellin
AIM2
dsDNA

RIG-I helicase receptors
RIG-I
Short dsRNA

5" Triphosphate ssRNA

MDAS
Long dsRNA

Microorganism in Which PAMP |s Found

Bacteria

Bacteria
Mycobacteria
Candida
Trypanosoma

Mycoplasma
Streptococcus
Saccharomyces

West Nile virus
Reovirus

Gram-negative bacteria
Candida

Respiratory syncytial virus

Flagellated bacteria

Influenza virus, vesicular stomatitis virus

Herpes simplex virus
Bacterial and fungal DNA
Candida
Fungi
Candida hyphae

Candida
Mycobacteria

Bacteria and fungi

Gram-negative bacteria
Gram-positive bacteria
Bacillus anthracis

Bacteria
Listeria, staphylococcus

Shigella, salmonella, legionella

Francisella tularensis

Paramyxoviruses, orthomyxoviruses, rhabdoviruses,

flaviviruses

Paramyxoviruses, orthomyxoviruses, rhabdoviruses,

flaviviruses

Picornaviruses, reoviruses, flaviviruses

Signaling Molecule

MyD8s-TIRAP
MyD88 TIRAP

MyD88-TIRAP

TRIF

MyD88-TIRAP, TRIF-TRAM

MyD88

MyD88
MyDg8

Unknown
SYK—CARDSY, RAF1

SYK-CARD9
SYK

Soluble receptor

RIPZ

RIPZ

ASC—caspase-1

ASC-NAIPS, caspase-1

ASC—caspase-1

P51

IPS1
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Les NOD-like récepteurs (NLRs)

Les NLRs sont des récepteurs cytosoliques reconnaissant les motifs microbiens
intracellulaires. Cette famille inclut un nombre grandissant de protéines intracellulaires
possédant un domaine d’oligomérisation appelé NBD ou NOD (nucleotide-binding
oligomerization domain) telles les protéines de résistance des plantes (protéines R), le facteur
régulateur de I’apoptose Apaf-1 et les protéines de mammiferes NOD (protéines possédant
des répétitions riches en leucine ou LRRs). Ces protéines sont dénommées NLRs (NACHT-
LRRs), NOD-LRRs ou également CATERPILLER. Il en existe 23 formes chez I’lhomme et
34 chez la souris [479]. Ces génes sont exprimés dans les phagocytes (macrophages, DCs,
neutrophiles), mais aussi dans les cellules épithéliales intestinales et pulmonaires [480], [481],
[482], [483], [484]. L’importance de ces protéines dans les réactions inflammatoires et

immunitaires des vertébrés commence seulement a étre appréhendée.

Structure des NLRs

Les NLR sont des protéines structurellement liés aux protéines de résistance aux
maladies des plantes (protéine R) [485], [486]. Les membres de la famille des NLRs sont
caractérisés par trois domaines fonctionnels différents : un domaine de reconnaissance du
ligand en C terminal LRRs (leucine rich repeats), un domaine central liant les nucléotides
(NBD) nécessaire a la dimérisation de la protéine et qui est un prérequis pour la transduction
du signal par un domaine N-terminal effecteur [487]. Le NBD des protéines NLRs des
mammiferes est constitué de domaines NACHT (nommé d'aprés les initiales des premiéres
protéines identifiées le possédant : NAIP, CIIA, HET-E et TP1) et NAD (NACHT associated
domain). Le domaine NACHT contient sept motifs distincts incluant a son extrémité N-
terminale une boucle P spécifique des ATP/GTPases ainsi qu'un site de fixation de l'ion
magnésium [488], [489]. Le domaine effecteur des protéines NLRs est composé de domaines
hautement diversifiés impliqués dans des interactions protéine-protéine. Cependant la plupart
des protéines NLRs humaines contiennent un domaine pyrine ou un domaine CARD
(caspase-activating and recruitment domain) (Figure 18) impliqué dans des interactions
homotypiques avec des protéines effectrices possedant le méme domaine.
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Figure 18 : Structure de la famille des NOD-like récepteur (NLR). Les NLR sont caractérisés
par 3 domaines: un domaine LRR, capable de lier le ligand, un domaine central NACHT
nécessaire a leur oligomérisation, et un domaine variable de liaison protéine-protéine (PYD
ou CARD) [490].

Classification

En 2008, une nomenclature standard unifiée pour les genes de la famille NLR a été
proposée par J.P. Ting, et al (2008). On y distingue 5 sous-familles en fonction de leur
extrémité effectrice N-terminale: La sous-famille NLR-C présente des domaines de
recrutement de caspases (CARD), NLR-P des domaines pyrine (PYD), NLR-A des domaines
acides, NLR-B des domaines inhibiteurs de baculovirus (BIRs) [491] et enfin NLR-X qui
présente des domaines inconnus [492], [493]. L’ensemble des membres de la famille NLR
sont présentés dans le tableau 2. Les membres des NLR les plus étudiés sont NOD1
(NLRC1), NOD2 (NLRC2) et NALP3 (NLRP3) qui appartiennent aux sous-familles NLR-C
et NLR-P respectivement. Dans ce chapitre nous aborderons seulement les caractéristiques et

les fonctions des membres de ces deux sous-familles.
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Tableau 2 : Les membres de la famille NLR, d’aprés J. P. Ting et al, 2008 [494].

Approved Name Other Names and Aliases NLR Family Domain Organization
class Il, major histocompatibility complex, transactivator MNLRA; MHC2TA; C2TA NLRA (CARD)-AD-NACHT-NAD-LRR
MLR family, apoptosis inhibitory protein MLRE1; BIRCT; CLR5.1 NLRB BIR3x-NACHT-LRR
nucleotide-binding oligomerization domain containing 1 WNLRC1; CARD4; CLR7 .1 NLRC CARD-NACHT-NAD-LRR
nucleotide-binding oligomerization domain containing 2 NLRCZ; CARD15; CD; BLAU; IBD1; PSORAST; CLR16.2  NLRC CARD2x-NACHT-NAD-LRR
NLR family, CARD domain containing 3 NOD3; CLR16.2 NLRC CARD-NACHT-NAD-LRR
NLR family, CARD domain containing 4 CARD12; CLAN; CLR2.1; IPAF NLRC CARD-NACHT-NAD-LRR
NLR family, CARD domain containing 5 NOD27; CLR16.1 NLRC CARD-NACHT-NAD-LRR
NLR family, pyrin domain containing 1 NALP1; DEFCAP; NAC; CARD7; CLR171 NLRP PYD-NACHT-NAD-LRR-FIIND-CARD
NLR family, pyrin domain containing 2 NALP2; PYPAF2; NBS1; PAN1; CLR19.9 NLRP PYD-NACHT-NAD-LRR
NLR family, pyrin domain containing 3 CIAST; PYPAF1: Cryopyrin; CLR1.1; NALP3 NLRP PYD-MACHT-NAD-LRR
NLR family, pyrin domain containing 4 NALP4; PYPAF4; PAN2; RNH2; CLR19.5 NLRP PYD-NACHT-NAD-LRR
NLR family, pyrin domain containing 5 NALPS; PYPAFS; MATER; PAN11; CLR19.8 NLRP PYD-NACHT-NAD-LRR
NLR family, pyrin domain containing 6 NALPG; PYPAFS; PAN3; CLR11.4 NLRP PYD-NACHT-NAD-LRR
NLR family, pyrin domain containing 7 NALPT; PYPAF3; NOD12; PANT; CLR19.4 NLRP PYD-MNACHT-NAD-LRR
NLR family, pyrin domain containing 8 NALPE; PAN4; NOD16; CLR19.2 NLRP PYD-NACHT-NAD-LRR
MNLR family, pyrin domain containing 9 MALPQ; NODE; PANT2; CLR19.1 MNLRP PYD-NACHT-NAD-LRR
NLR family, pyrin domain containing 10 NALP10; PANS; NOD8; PYNOD; CLR11.1 NLRP PYD-NACHT-NAD
NLR family, pyrin domain containing 11 NALP11; PYPAFS; NOD17; PAN10; CLR19.6 NLRP PYD-NACHT-NAD-LRR
NLR family, pyrin domain containing 12 NALP12; PYPAF7; Monarch1; RNO2; PANG; CLR19.3 NLRP PYD-NACHT-NAD-LRR
NLR family, pyrin domain containing 13 NALP13; NOD14; PAN13; CLR19.7 NLRP PYD-NACHT-NAD-LRR
NLR family, pyrin domain containing 14 NALP14; NOD5; PANS; CLR11.2 NLRP PYD-NACHT-NAD-LRR
NLR family member X1 NOD9; CLR11.3 NLRX X-NACHT-NAD-LRR

Les NLR-C

Cette sous famille est représentée par les deux NLR: NOD1 et NOD2. Ces protéines

NOD, les plus connues, ont été les premiers NLR a étre identifiés. L existence de NOD1 a été
rapportée en 1999 par deux groupes [495], [496] sur la base d’une approche génomique pour
trouver des homologues d’Apaf-1 et de son homologue chez le nématode CED-4. La
découverte de NOD2 a suivi deux ans aprés [481]. NOD1 et NOD2 détectent la présence de
PAMPs provenant de composants de la paroi bactérienne dans le cytoplasme. Ces deux
protéines présentent une organisation structurale semblable, qui consiste en un domaine
effecteur composé respectivement d’un ou deux CARD, un NBD comprenant un domaine
NACHT et trois NADs, et un domaine de reconnaissance du ligand constitué de dix
répétitions riches en leucines. Chez I’Homme, NODL est une protéine de 108 kDa, composée
de 953 résidus d’acides aminés [497], [496]. NOD1 est exprimé par tous les types cellulaires
[498], [499] et reconnait le peptidoglycane de type meso-DAP retrouvé essentiellement chez
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les bactéries a Gram négatif et chez quelques bactéries a Gram positif comme les espéces
Bacillus et Listeria monocytogenes [500, 501], [502]. La structure minimale reconnue par
NOD1 est l'acide g-D-glutamyl-meso-diaminopimélique (iE-DAP). NOD2 est exprimé au
niveau des monocytes, macrophages, neutrophiles, des cellules dendritiques et des cellules
épithéliales intestinales [503], [481, 504]. Ce récepteur est un senseur général des bactéries a
Gram positif et & Gram négatif puisqu’il reconnait la structure minimale commune a tous les
peptidoglycanes : le MDP [505], [506] (Figure 19). Les principaux ligands identifiés pour
NOD1 et NOD2 sont récapitulés dans le Tableau 3. Récemment, des études ont identifié
d’autres ligands pour NOD2, il s’agit du dipeptide de muramyl de N-glycolyl des
mycobactéries [507] et de I’ARN viral du virus syncitial respiratoire [508]. Il a été également
montré que NOD1 et NOD2 sont impliqués dans la détection de parasites intracellulaires
(Trypanosome cruzi et T. gondii respectivement) [509], [510]. Ceci démontre que NOD1 et
NOD?2 pourraient répondre a une plus grande variété de PAMPs qu’initialement pensé et que

le champ d’investigation pour I’identification de nouveaux activateurs des NLR reste ouvert.
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Figure 19 : Structures reconnues par NOD1 et NOD2. NOD2 reconnait le muramy! dipeptide
(MDP), la structure minimale commune a tous les peptidoglycanes, ainsi que le muramyl-
triLys des peptidoglycanes de type Lys, alors que NOD1 reconnait des muropeptides du
peptidoglycane de type meso-DAP, M-triDAP et M-tetraDAP.
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Tableau 3 : Ligands de NOD1 et NOD2. (Tiré du site www.enzolifesciences.com)

Microbial motifs meso-Lanthionine, meso-DAP
v-D-Glu-meso-DAP (IE-DAP)
L-Ala-y-D-Glu-meso-DAP (TDAP)
D-Lactyl-L-Ala-y-Glu- meso-DAP-Gly (FK156)
Heptanoyl-y-Glu-meso-DAP-D-Ala (FK565)
Bacterial extracts Bagilius species’, B. anthracis spores, L pneumophila, S. typhimurium, M. tuberculosis
Live bacteria 5. flexnert (G- Intra Ep), H. pylori (G- Extra Ep), Entercinvasive E. cofi (G- Intra Ep), Pseudomonas species® (G- Intra Ep, F), Chiamydia species® (G- Intra Ep, En, F),
L. monocytogenes (G* Intra Ep, En)

Microbial metifs GlcNAc-{anhydro)MurNAc-L-Ala-y-D-Glu-meso-DAP-D-Ala (TCT)
D-Lactyl-L-Ala-y-Glu-meso-DAP-Gly (FK156)

Microbial motifs
MurMAG-L-Ala-y-D-Glu-L-Lys (M-triLys)

Bacterial extracts Bacillus species®, B. anthracis spores, Lacfobacillus species®, Corynebacterium xerosis, E. cofi, Pseudomonas species?,
L. pneumophila , M. fubercuilosis

Live bacteria L. monacytogenes (G* Intra £p), 5. preumaniae (G* Intra Ep, M), S. typhimurium (G- intra Ep), S. flexner (& intra Ep)

Transduction du signal par NOD1 et NOD2

En absence d’infection, les NLR sont maintenus dans le cytoplasme sous forme inactive
grace a des interactions intraprotéiques entre leurs parties LRR et NOD. Lorsque la partie
LRR est tronquée ou mutée, les NLR sont constitutivement actifs [511]. Lors de la
reconnaissance de PAMPs, les protéines NOD vont devenir actives, rompant ainsi leurs
liaisons intra-protéiques. Leur domaine NOD devient alors accessible et la dimérisation de la
protéine est possible (Figure 20). La nature de I’interaction entre le récepteur et son ligand est
restée longtemps inconnue. Cependant, une étude récente a montré que I’interaction du
domaine LRR de NOD1 avec son ligand Tri-DAP se fait de facon directe [502]. L’étape de la
dimérisation de la protéine NOD considérée est une étape indispensable pour le recrutement
de serine-thréonine kinase (RICK ou RIP2) grace a des interactions CARD-CARD [512];
[513], [514], [481]. RIP2 se lie ensuite directement avec NEMO (NF-kB essential modulator)
qui induit la translocation de NF-xB [479]. RIP2 peut également interagir avec TAK1
conduisant a I’activation des MAPKinases (Figure 21) [515], [516]. Les voies activées par les
NOD rejoignent les voies de signalisation des TLR [487], ainsi la réponse pourrait étre
amplifiée. L’ensemble de ces voies de transduction aboutit a la production de cytokines
proinflammatoires et de chimiokines (IL6, CXCLS8/IL8, CXCL1/KC, CXCL2/MIP-2,
CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES), de peptides antimicrobiens ainsi qu’au recrutement de
neutrophiles [517], [518], [519],[483], [520], [521].
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Figure 20 : Modeéle d'activation des NLR, d’apres Kadota et al, 2010 [490]. La détection de
ligand par voie directe (a) ou indirecte (b) induit I’activation des protéines NOD, rompant
ainsi leurs liaisons intra-protéiques. Leur domaine NOD devient alors accessible et I’auto-
oligomérisation de la protéine est possible.
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Figure 21 : Voies de signalisation activées en aval des NODs (d’apres Kanneganti et al,
2007) [522]. L'activation des protéines NOD1 et NOD2 par leurs ligands respectives meso-
DAP et MDP, induit le recrutement de RIP2 et I'activation des voies NF-kB et MAPKSs.

NLR-P

Cette sous-famille se compose de 14 membres qui sont caractérisés par la présence des
pyrines a I’extrémité N-terminale. Bien que les fonctions de beaucoup de NALPs soient en
grande partie inconnues, plusieurs de ces NLRs sont essentiels pour la régulation de
I’inflammasome dépendante de la caspase 1 [523]. Deux types, au moins, d'inflammasomes
de NLRP ont été identifiés: NLRP1 et NLRP3 [524], [525]. Le mieux décrit a ce jour est
I’inflammasome NLRP3. L'inflammasome, complexe moléculaire, réalise lI'assemblage d'un
récepteur intracellulaire appelé NLRP avec un adaptateur ASC (Apoptosis associated Speck-
like protein containing a CARD) aboutissant au recrutement et a l'activation de la caspase-1
(par dimérisation). Cette caspase-1 (ou Interleukin-1 Converting Enzyme) protéolyse les
précurseurs pro-I1L-1p et pro-1L-18 pour donner I'IL-1f et IL-18 respectivement (Figure 22).
Ces cytokines proinflammatoires sous forme inactives (pro-1L-1p et pro-1L-18) sont produites
en aval de I’activation des voies NF-kB ou AP1 suite & I’activation des voies TLRs, NLRs ou
autres PRRs [526]. NALP3 détecte des «signaux de danger» endogenes ou exogenes parmi
lesquels I’ATP [527], [528], les cristaux d’acide urique [529], [530], I’ARN viral et bactérien,
I’ADN [531], [532], [531], I’alum [533] etc...(Tableau 4). Récemment il a été montré que

plusieurs antibiotiques (néomycine, polymyxine B, gramicidine et tyrothricine) entrainent une
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sécrétion d’IL-1B via Dl’activation de I’inflammasome NLRP3 [534]. Les modalités de
reconnaissance de tous ces signaux ne sont pas completement élucidées, mais il est probable
que ces activateurs generent un intermédiaire commun reconnu par NLRP3 [535]. Trois
modeles d’activation indirecte de NLRP3 ont été proposés [536]. Le premier implique
I'activation du récepteur P2X7 par I’ATP, ce récepteur en retour active alternativement le
canal Pannexin-1 générant un efflux potassique et potentiellement la migration cytoplasmique
des ligands [537], [538]. Le deuxiéme modele suggere que la formation de I’inflammasome
est déclenchée par la production du ROS (Reactive Oxygen Species) [539], [540]. Ce dernier
est produit par NADPH oxydase suite a une perturbation de I’endocytose par exemple. Le
troisieme mécanisme implique la rupture du lysosome apres la phagocytose, ce qui mene a la
libération des activateurs de I’inflammasome NLRP3 telle que la cathepsine B [541], [542,
543]. La possibilité d’interaction entre les différentes voies proposées dans la régulation de ce
complexe multiprotéique n’est pas encore élucidée. Par ailleurs, des études ont montré que la
caspase-1 peut aussi étre maturée grace a des complexes protéiqgues NOD2-NALP1 ou
NOD2-NALP3 suite a la stimulation de macrophages par MDP [544], [545].

NLRP3 & NACHT

NLR
activation

pro} IL-1p
NACHT COLHE) —
ro} IL-
ASC proj IL-18
ﬂ Inactive m k
ﬂ caspase-1 W ~

Active IL-1p

. caspase-1 - Secretion
nachT { (CEHICO Lal

Inflammasome

Figure 22: Activation de l'inflammasome NLRP3, d’aprés Shaw et al, 2011 [546]. La fixation
des ligands sur les domaines LRR des protéines NLR résulte en un changement
conformationnel. Les protéines NLR recrutent l'adaptateur ASC par l'intermédiaire du
domaine pyrine (PYD, qui va pouvoir lier la pro-caspasel (p20/p10) par des domaines de
recrutement de caspase (CARD). Ce grand complexe se nomme l'inflammasome et constitue
la plate-forme pour l'autoactivation de la caspase-1. La caspase-1 active (p20/p10) va cliver
ses substrats, en particulier la pro-IL-1p et pro-I1L-18, et induire leur sécrétion sous forme
active.

76



© ;
- Uw-B
K-Efflux ® ¢ g%

.. ATP
Pannsxin-1

: PIXT ' el
Toxins ‘
{&erclysin, Maitotoxin,
Migaricin, Valinomycin) \ \ Rupturs ®
» | Ay s m

(MSU, CPPD, Silica,
Asbastos, Aluminum
Salts, B-Amyloid)

) . Frustrated
Hpiidge < "j =0 Phagocytosis
=] 'Q' n § d
eve NADPH
MDP Gathgp"an B Oxidase
Anthrax LT ;
F| 113 E
\ NLRP1 [NALPA] i ”“—PS oo ==
Inflammasoma hia bl e NLRG4 [ p,.q Type VIV

\ l |nﬂﬁme‘ asome SBG retlon

Caspase-1 Activation

SREBPs
Unconventional \'* Cell Survival
Protein Secretion
{pro-IL-1a, FGF2, Bid, Alp
1/Wdr-1, Annexin A2,

Peroxidoxin-1, Thicrsdoxin-1) Glycolysis Other Substrates Cytokine Pyroptosis
(Actin, PITSLRE, Parkin, Procassing
Pyrin, Caspase-7) (IL-1f, IL-18,

possibly IL-33)

Figure 23: Voies de l'activation de l'inflammasome par les PAMPs et DAMPs.Tiré de
Mclntire et al, 2009 [547]. Trois modeles ont été proposés afin d’expliquer les mécanismes
d’activation de I’inflammasome NLRP3, qui conduisent au clivage de la pro-IL-1p par la
caspase-1 et a la libération de la cytokine. L’efflux de potassium, la production de ROS et
désintégration des lysosomes ménent a I’activation de NLRP3.
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Tableau 4: Ligands des la sous famille NLR-P (Tiré du site www.enzolifesciences.com)

Microbial motife
Migrobial toxine
HNLRF3 (MALF3)
ALX-151-035 Microbial motife
ALX-420-038 / -030
ALX-581-007 to 020
ALX-T748-021
Live bacteria
Virnuges
Migrobial toxine
BML-CA421
BML-KC140
DAMPs
ALX-430-021

ALY-420-038 / 030

ALX-400-047

MurNAc-L-Aa-D-isobin (muramyldipeptide; MOP}
Lethal factor from 8. snirscis

MurhAz-L-Ala-D-izeGin (muramyldipsptida; MOP)
Bacterial RNA

Imidazequinoline Compounds (RE3T, RE4E)

LPS

Poly LG

5. aureuz (G* Infra M) | L. monocyiogenes (G Infra M)

Influsnza virue, Sendal virue

Aarolyein (A hydroghia)

Lieterialyein O

Maitotoxin (Marine dinoflzgallatas)

Migericin (Streplomyces hygroscopicus)
Valinomayin

Alum

Asbastos

ATP, NAD* {(P2XT receptors)

B-Amylaid

Calgium pyrophoephate dibydrate (CFFD) depeeition (CPPD)
Hemozain | Plasmodivm epecies)
Imidazequinoline Compounds (RE3T, RE4E)
Rieactive oxypen species (RDS)

508

Hilica

THCE, THP-CI

Uri¢ Acid Gryztalz (Monczodium Urate)

UV

Mécanismes d’entrée des ligands de NOD dans la cellule

Puisque les NLR sont des récepteurs cytosoliques, il a tout d’abord été supposé que les

protéines NOD reconnaissaient des pathogenes intracellulaires [548], [549],

Cependant, de nombreuses études ont montré que NOD1 et NOD2 peuvent également
reconnaitre des pathogenes extracellulaires et que ces récepteurs participent a la réponse
immunitaire contre ces micro-organismes [551], [552], [553]. Mé&me si les mécanismes, par
lesquels les produits de dégradation du peptidoglycane parviennent jusqu’aux récepteurs
NOD, ne sont pas encore clairement élucidés, certaines hypotheses ont été émises en fonction
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du type cellulaire et de la bactérie impliquée. Quatre voies principales sembleraient possibles
[554, 555]: Le premier mécanisme concerne les bactéries invasives (comme Shigella flexneri)
[549] qui, aprés leur internalisation dans les cellules, s’échappent de la vacuole et se
répliquent dans le cytosol. Durant la croissance bactérienne, le peptidoglycane est
continuellement renouvelé. Chez certaines bactéries a Gram négatif, la dégradation du
peptidoglycane, par les transglycosidases et les peptidases, libére des fragments dans le
périplasme qui sont ensuite réimportés dans le cytoplasme de la bactérie pour y étre recyclés
[556]. Cependant, une partie infime de ces fragments de peptidoglycane peut étre exportée
dans le cytosol des cellules infectées [557]. Le second mécanisme, permettant la libération de
PAMPs dans le cytoplasme, implique le phénomene de phagocytose par les cellules
présentatrices d’antigene (macrophages et DC). Ainsi, NOD?2 est activé dans les macrophages
stimulés avec des ligands bactériens générés dans les phagolysosomes [558]. Le troisieme
mécanisme concerne le passage des ligands a travers la membrane plasmique. Récemment
plusieurs systemes de transport des ligands extracellulaires de NOD1 et NOD2 ont été
proposés. Au niveau des cellules épithéliales il a été décrit que les transporteurs PepT1 et
PepT2 sont responsables du transport du MDP et iE-DAP respectivement [559], [560], [561],
mais d’autres transporteurs encore inconnus pourraient étre impliqués. L’acces au cytoplasme
pourrait se faire aussi a travers des canaux formés au niveau de la membrane plasmique. Une
variété de pathogénes, particulierement des gram® (S.pneumonia, S. aureus, B. anthracis,
C.septicum), possede des toxines formant des pores qui constituent un canal
transmembranaire au niveau de la membrane cellulaire pour transporter des composants
nocifs a I’intérieur de la cellule, ce qui conduit a la mort cellulaire [562], [563]. Le dernier
mécanisme est I’entrée par médiation d’un systéme de translocation qui permet la sécrétion
des effecteurs dans le cytosol. C’est le cas de Helicobacter pylori qui utilise un systéeme de
sécrétion de type IV au niveau des cellules épithéliales afin d’activer NOD1 [564]. Par
ailleurs, des études récentes ont démontrées que les cellules épithéliales et les macrophages
peuvent faire rentrer les ligands de NOD1 et NOD2 par endocytose [565], [566]. La
localisation subcellulaire de NOD2 et NOD1 a également été étudiée. En plus de leur
localisation cytoplasmique, ces récepteurs sont associés a la membrane plasmique [567],
[568], [569], [570], [571]. NOD1 et NOD2 sont recrutés au niveau des sites d’invasion de
Shigella flexneri probablement via un mécanisme dépendant du cytosquelette d’actine [569,
572]. Ce recrutement de NOD au niveau de la membrane peut étre une stratégie pour assurer
une proximité entre le récepteur et son ligand durant une invasion bactérienne ou une

endocytose du ligand.
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Figure 24 : Voies d’entrée de peptidoglycan dans des cellules hotes.Tiré de Clarke, T.B. and
J.N. Weiser, 2011 [573]. Les ligands de NOD1 et NOD2 peuvent atteindre leurs récepteurs
par plusieurs voies: 1) par infection dans le cas des bactéries invasives, 2) par I’intermédiaire
de transporteurs ou de systéme de sécrétion et 3) par endocytose ou phagocytose.

Le récepteur NOD1: lien entre 'immunité innée et I'immunité adaptative

Comme les TLR, les récepteurs NOD participent a la premiére ligne de défense innée
mais ils sont également impliqués dans l'initiation des réponses adaptatives. Un grand nombre
d’études in vitro ont montré l'implication de NOD1 dans la reconnaissance de plusieurs
bactéries pathogénes comme Shigella flexneri [549] des Escherichia coli entéro-invasives
[574], Chlamydia [517], Chlamydophila pneumonia [550], Pseudomonas aeruginosa [575],
Campylobacter jejuni [521], Listeria monocytogenes [576], Helicobacter pylori [520] ou
encore Legionella pneumophila [577]. Par contre, in vivo seules certaines études ont montré
I'importance des génes NOD1 dans les réponses antibactériennes. Par exemple l'impact de
NODL1 sur l'activation des cellules épithéliales par Chlamydia in vitro n'est pas confirmé in
vivo quand des souris déficientes pour NOD1 sont infectées par voie vaginale [517]. Pour
I'hneure NOD1 a seulement été directement impliqué dans le contrdle in vivo de I'infection par

Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica serovar Typhimurium et
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Legionella pneumophila. En effet des souris NOD1"" présentent une charge bactérienne
accrue, apres infection par voie intragastrique, orale, systémique ou inhalé, par rapport aux
souris contrdle [578, 579], [580], [581], [577]. Néanmoins, I’identification de peptidoglycane
intracellulaire par NOD1 induit des voies efficaces dans la défense de la cellule. En effet, la
stimulation de NOD1 induit I’activation des voies de signalisations NF-«B et de MAPK et par
conséquent la transcription et la production de médiateurs inflammatoires, y compris des
cytokines, chimiokines et molécules d’adhésions, qui sont impliqués dans le recrutement des
cellules immunitaires. De méme, I’activation de ces protéines induit la sécrétion de peptides
antimicrobiens (comme la  defensine) [582], [520], [583] et la production des NO (nitric
oxide) [584], qui sont considerés comme des effecteurs clés de I’'immunité innée. Récemment,
Travassos et al, [571] ont rapporté que la stimulation de NOD21 déclenche [l'induction
d’autophagie. Ce dernier est un important mécanisme de défense de I’h6te, permettant a la
cellule de digérer une partie de son contenu, que ce soit du cytoplasme, des protéines ou des
organites cellulaires. Ce mécanisme peut viser aussi les bactéries et les virus intracellulaires.
[585, 586], [586].

Plusieurs études ont montré que les ligands des NOD induisent la sécrétion de
CXCLS8/IL8, CXCL1/KC et CXCL2/MIP-2 par les cellules humaines et murines [582], [518],
[587], [588]. Ces chimiokines sont impliquées dans le recrutement des neutrophiles vers le
site de I’inflammation. En effet, I’injection de I’agoniste de NOD1 aux souris par voie
intraperitoneale induit le recrutement des neutrophiles au site d’injection [518]. Par ailleurs, Il
a été montré que la production d’IL8 par des cellules épithéliales ou les cellules endothéliales
exposées aux bactéries est dépendante de NOD1 [574, 578]. L’activation de NOD1 induit
aussi la sécrétion de CCL5/RANTES chez la souris et ’Homme [589], [588]. Ceci suggere
que I’activation des récepteurs NOD pourrait induire le recrutement d’autres types cellulaires,
autres que les neutrophiles, comme les lymphocytes, €osinophiles, NK ... D’autres études ont
montré que la stimulation des macrophages et des DCs par les ligands des NOD induit la
libération de plusieurs cytokines comme le TNF-a, IL-6 et IL-1B. En revanche, il est connu
que les agonistes de NOD1 ou NOD2 montrent peu d'activité en terme de sécrétion de
cytokines. Cependant, la réponse est amplifiée par costimulation avec le LPS [500]. Quelques
études se sont intéressées a la collaboration entre les TLR et les récepteurs NOD1 et NOD?2.
Une combinaison des récepteurs NOD2 et du TLR4 induit une plus grande secrétion de I’IL-
6, IL-12 et du TNF-o comparativement a la stimulation d'un seul des récepteurs [590], [591,
592]. Une autre équipe a démontré que le récepteur NOD1 agit en synergie avec les TLR2, 4,
5 et 7/8 et que la production de plusieurs cytokines (ex : TNF-a, IL-la, IL-1p, IL-4, IL-6, IL-
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10 et GM-CSF) était significativement augmentée [593]. Au niveau des DCs primaires
humaines, les agonistes de TLR ainsi que ceux des NOD peuvent agir en synergie dans
I’induction de la maturation des cellules dendritiques, en augmentant I’expression de plusieurs
molécules de co-stimulation (CD80, CD86 et CD40) [594], [595]. L’effet de synergie se
traduit aussi par I’augmentation de la sécrétion de I’'lL-8 et I’IL-6 par ces cellules [484, 594,
596]. De méme, la coopération entre les ligands de TLR et les NOD induit I’IL-12 et favorise
la différenciation de cellules Thl [484]. Il apparait qu’au dela du réle de NOD1 et NOD2
dans la modulation de Il'immunité innée, ces protéines dirigent également I'immunité
adaptative. Ceci a éte démontré d’abord dans des études identifiant le MDP, I'agoniste NOD2,
comme composant de l'adjuvant de Freund complet (CFA) [597]. L’effet adjuvant du MDP
s'est avéré totalement dépendant de NOD2 [598]. Par la suite, il a été montré que les protéines
NOD1 et NOD2 étaient impliquées dans I’induction de I'immunité adaptative de type Th2
lorsque des ligands des NOD étaient employés comme adjuvant [599, 600]. En effet,
d'injection aux souris de I’antigene (ovalbumine) combiné avec l'agoniste de NOD1 (FK156)
comme adjuvant, induit une réponse immune systémique de type Th2 [599]. En revanche,
quand l'adjuvant utilisé est le CFA, qui contient un mélange de ligands de TLR et de NOD, la
réaction induite est de type Thl et Thl7. Les auteurs ont montré aussi que les souris
déficientes pour NOD1 ne peuvent pas développer une réponse systémique de type Thl, Th2
et Th1l7 aprés administration de ’OVA combiné avec le CFA. Par conséquent, ce défaut de
réponse résulterait d'un défaut de synergie entre la stimulation de TLR et NOD1. Une étude
récente a démontré que la réponse Th2 systémique induite, suite a I’activation de NOD1, est
dépendante des cellules stromales qui produisent le TSLP, mais aussi de la molécule de
costimulation OX40L exprimé au niveau des DCs [601]. Ces résultats suggerent que
I’orientation de la réponse immune par NOD1 est dirigée par le microenvironnement des
cellules non hématopoiétiques.

Conformément, a son réle d’adaptateur en aval de NOD1, Rip2 a été démontré essentiel
dans I’initiation de la réponse adaptative [602]. D’ailleurs, les souris déficientes pour RIP2 ne
sont pas capables de produire des cytokines et d’activer des cellules (neutrophiles,
macrophages) en réponse au ligand de NOD1. Suite a un challenge avec I’ovalbumine
combiné avec le ligand de NODL1, ces souris présentent un défaut de réponse Th2 alors que, la
réponse reste inchangée lors d’un challenge avec I’ovalbumine combiné avec de I’alum.
Concernant la protéine NOD2, Dan et al, ont démontré que I’activation du récepteur NOD2
par voie intra nasale induit une réponse Th2 dans un modele souris de tolérance allergénique
[603].
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Il est clair que NOD1 contrdle de multiples aspects de la réponse immunitaire, a la fois
innée et adaptative. De ce fait, ces récepteurs sont potentiellement impliqués dans plusieurs
types de pathologies affectant le systéme immunitaire. Par conséquent, les NLR ou les voies
de signalisation qu’ils activent représentent autant de cibles thérapeutiques. Les NLR
pourraient aussi jouer un réle important dans la vaccination. De ce fait, il est primordial de
tenir compte de la présence de leurs ligands dans les préparations bactériennes données

comme adjuvants.

Les récepteurs NOD et pathologies

Les NLRs, bien que connus depuis peu, sont déja liés a de nombreuses maladies
inflammatoires. Des variations génétiques de plusieurs protéines NLRs ont été associées a des
maladies inflammatoires et/ou a des immunodéficiences [491, 604], [605, 606], [607], [608].
Ceci souligne I’'importance de ces protéines comme sentinelles intracellulaires de la défense
immunitaire. Le premier NLR impliqué est NOD2. En effet, des polymorphismes dans les
régions codantes de NOD?2 ont été initialement associés a la maladie de Crohn [604]. Un peu
plus tard on a découvert que des mutations dans le géne de NOD2 sont aussi associés au
syndrome de Blau [607] et a la sarcoidose juvénile (ou maladie de Besnier-Boeck-
Schaumann) [609]. Plus réecemment, il a été également démontré que les variations génétiques
dans le NLRP3 sont associées a la maladie de Crohn [610], [611]. Ce récepteur est impliqué
aussi dans un certain nombre de maladies auto-immunes et inflammatoires [612], [613],
[614], [615], [525] (Tableau 5). Des études ont corrélé I’existence de polymorphismes
d’insertion délétion localisés dans un des introns de NOD1 avec la prédisposition aux
maladies allergiques comme I’eczéma [616] et I’asthme avec des niveaux élevés d'IgE [617],
mais aussi aux maladies inflammatoires de I’intestin [605]. Un polymorphisme de NOD2 est
également associé a la gravité de certaines maladies atopiques et a la prévalence de I'asthme et
ce avec une élévation des taux sériques d'IgE [618]. Une étude récente a montré qu’une
mutation dans le gene de NOD2 peut influencer le développement et la progression de la
BPCO chez des sujets japonais [619].

Il est important de signaler que NOD1 est exprimé dans le poumon [620] mais aussi au
niveau des voies respiratoires (muqueuse nasale) [621], [622] et que le gene de NOD1 est
localisé au niveau du chromosome 7 (7p14-p15) qui est associée a I’asthme. Les mécanismes
reliant NOD1 aux maladies allergiques et a I'atopie ne sont pas connus. Néanmoins, il a été
montré récemment que I’expression de NOD1 et Nalp3 est régulée de facon inverse durant la
saison pollinique chez les patients qui ont une rhinite allergique [622]. Ces données ouvrent
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des perspectives pour une nouvelle approche et de nouveaux traitements dans I’inflammation

des voies aériennes. Toutes les données obtenues en laboratoire apportent une lumiere

nouvelle sur les mécanismes impliqués dans des maladies fréquemment rencontrées en

pratique.

Tableau 5: Les NLR et les maladies chez I’lhomme [623]

NLR Signaling pathway Acts as PRR Function(s) Associated dissase(s)
CITA MHC class 1l ? Regulates MHE class || gene expression Bare lymphocyte syndrome, rheumatoid
transcriptional regulator arthritis, multiple sclerosis
MNAIP JMEK activation by TAK1 Yes Flagellin sensing, pyroptosis, inhibition Legionella susceptibility (mice), spinal
and others of apoptosis muscle atraphy
NOD1 RIP2-dapendent MF-xB Yes PRR for bacterial PGM, inducer of Asthma (%), inflammatory bowsal disease (7)
and MAPK activation apoptasis and of autophagy
NODZ RIFZ-dependent NF-kB Yes PRR for bacterial PGM, attenuates TLR2 Blau syndrome, Crohn's disease, early-cnset
and MAPK activation responses, induces autophagy sarcoidosis, graft-versus-host disease
MLRC3 Unknawn ? Megative regulator of T calls Unknown
MLRCA Inflammasome formation Yes PRR for flagellin and bacterial secretion Unknown
systems, inducer of pyropiosis
MLRCS Type | interfaron respanses, ? Regulates innate immune respanses, Unknown
MHC | regulatar influences MHC class | presentation
NLRF1 Inflammaseme formation Yes Activated by MDP and DAMPs Vitilign, Addison's disease, type 1 diabetes
NLRFZ Inflammascme formation ? Negative regulator of NF-xB Beckwith-Widemann syndrome, graft
versus-host disease
MLRF3 Inflammasome formation Yes Responds to DAMPs Cryopyrin-associated periodic syndromes
(CAPSH, type 2 diabetes
NLRF4 Unknown 7 Suppressor of NF-x8 (7) Unknown
NLRPS Unknown ? Matarnal effect gana Sterility in female (mica)
MLRPE Unknown ? Megative regulator of NF-xB and IL-13 (7). Unknown
MNLRF7 Unknown ? Megative regulator of IL-1p () Familial biparental hydatidiform maoles
NLRF& Unknown I Unknown Unknown
MLRP9 Unknown ? Unknown Unknown
MLRPL1O Caspase-1 activation ? Megative regulator of caspase-1 activation  Unknown
NLRP11 Urnknaown 7 Unknown Unknown
NLRF12 Unknown 7 Negative regulator of classical and non Hereditary periodic fevers with skin urticaria
canonical NF-kB pathways invalved in
MHC-| gene expression
MLRF13 Unknown 7 Unknown Unknown
NLRF14 Unknown ? Spermatogenesis Spermatogenic failure, embryogenesis
failure in mics
MNLRX1 Mitochandrially located ? ROS induction, viral sansing Unknown
Apaf-1 Apoptosome formation 7 Inducer of apoptosis by cytochrome sensing Unknown
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Contexte et objectif du travail de these

Les réactions de défense de l'organisme face a un organisme pathogéne sont
extrémement variées et adaptées aux caractéristiques de son agresseur. Le choix des stratégies
de défense se traduit par la polarisation des cellules T CD4" naives en cellules auxiliaires
polarisées en Thl, Th2, Th17, Treg.... La polarisation de la réponse immunitaire specifique
est sous l'influence de nombreux facteurs tels que I'antigene, sa dose, son mode d'inoculation
et son mode d'infection, le type de cellule dendritique impliquée et son phénotype, ainsi que
I'environnement cytokinique.

L’asthme allergique est caractérisé par une réponse immune adaptative de type Th2
notamment liée a I’induction de différentes chimiokines pro Th2. Parmi celles-ci, les
chimiokines CCL17, CCL22 et CCL18, qui sont induites dans un contexte de polarisation
Th2. Les agents microbiens peuvent prévenir, aggraver ou sont soupconnés d’induire I’asthme
allergique, par des mecanismes encore incomplétement élucidés qui font intervenir des
récepteurs de I’'immunité innée (PRR) capables de les reconnaitre. Ces derniéres années, les
PRR ont pris une place importante dans I’induction et I’orientation de la réponse
immunologique, par I'intermédiaire des cellules présentatrices d’antigéne. Néanmoins, la
réponse immune est sous l'influence d’autres facteurs comme décrit précédemment.

Au cours de ma these, nous avons choisi de focaliser le travail sur I’implication des
chimiokines et du récepteur de I'immunité innée NOD1 dans la modulation de la réponse
immune. Le but de notre travail a été double, tout d’abord, évaluer le réle du récepteur NOD1
dans le développement de I‘asthme allergique, avec une approche in vitro et in vivo, et d’autre
part, évaluer les relations directes entre la chimiokine CCL18 et une cellule de I'immunité
innée la cellule dendritique sur la réponse adaptative.

Ce travail nous a permis d’apporter de nouveaux €léments de compréhension des
mécanismes moléculaires et cellulaires qui dirigent la réponse immune qui ne sont pas

compléetement élucidés.

Les manuscrits décrivant ces travaux sont présentés ci-apres.
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Article |

Le récepteur inné NOD1 programme les cellules dendritiques a promouvoir la réponse
Th2 dans I'asthme allergique expérimental, et au niveau des cellules T naives chez
I’homme, via la production de chimiokine pro Th2 CCL17

Ait Yahia Saliha, Azzaoui Imane, Vorng Han, Marquillies Philippe, Duez Catherine, Delacre
Myriam, Grandjean Teddy, Fang Ying, Plé Coline, Wallaert Benoit, Chamaillard Mathias and
Tsicopoulos Anne.

Problématique et approche expérimentale

Les PRR ont une place importante dans I’induction et I’orientation de la réponse immune,
constituant ainsi une cible prometteuse dans le développement de nouveaux adjuvants. NOD1
est un récepteur capable de favoriser une réponse systémique de type Th2. Cependant, I’effet
de son activation sur le développement et/ou I’exacerbation des maladies allergiques est
inconnu. Nous avons évalué ici I’effet de I’administration au moment de la sensibilisation de
I’agoniste de NOD1 comme adjuvant, sur la modulation de la réponse immunitaire dans un
modele expérimental d'asthme allergique, mais aussi sur la modulation de la polarisation de la

réponse immune dépendante des cellules dendritiques chez I’homme.

Résultats de I’article

Dans un modele expérimental d’asthme allergique, I’administration de I’agoniste de NOD1,
au moment de la sensibilisation a des souris sauvages, amplifie la réponse Th2 au niveau des
poumons. Cette réponse est caractérisée par une augmentation de la production des
chimiokines pro Th2 (CCL17 et CCL22). L’amplification de la réponse inflammatoire
pulmonaire de type Th2 est reconstituée par le transfert adoptif de DCs dérivées de la moelle
osseuse (BM-DC) stimulées avec de I’OVA combiné a I’agoniste de NOD1. Par contre les
BM-DC provenant de souris déficientes en CCL17 sont incapables d’amplifier cette réponse.
In vitro, les DC murines (BM-DC) et les DC humaines dérivées de monocytes (MD-DC)
produisent des quantités importantes de CCL17 et CCL22 en réponse a I’agoniste de NOD1,
avec une différence majeure qui est que les MD-DC humaines ne nécessitent pas de
costimulation par I’allergéne. De plus, les DC humaines stimulées par I’agoniste de NOD1

favorisent la polarisation de cellules T naives vers un profil Th2.
Conclusion

Ces données montrent que I’activation de NOD1 au moment de la sensibilisation aggrave

I'asthme allergique et oriente la polarisation des cellules T wvers un profil Th2 par
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I’intermédiaire de chimiokine pro Th2 CCL17 produite par la DC. Ces résultats soulignent
I'importance de tenir compte des ligands de PRR utilisés lors de la formulation des vaccins
afin d’éviter I’amplification de la réponse inflammatoire chez les asthmatiques.
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Abstract

Nucleotide-binding oligomerization domain 1 (NOD1) used as adjuvant, favours a systemic
Th2-mediated response but it is unknown whether it may initiate and/or promote allergic
diseases. We show herein that NOD1-mediated conditioning of dendritic cells was sufficient
to exacerbate OVA-induced experimental asthma by amplifying CCL17-mediated lung Th2
responses. Surprisingly, NOD1-mediated sensitization of purified murine DCs enhanced
production of CCL17 and CCL22, but not of TSLP and IL-33 in vitro. Consistently, adoptive
transfer of NOD1-conditioned DCs exacerbated the Th2 pulmonary response in a CCL17-
dependent manner in vivo. NOD1-mediated conditioning of human DCs also induced CCL17
and CCL22 production, but in contrast to murine DCs, did not require antigen costimulation.
NOD1-primed DCs from allergic donors exhibited enhanced maturation and CCL22 secretion
but no IL-10 production compared with nonallergic donors. Moreover, NOD1-stimulated
human DCs favored a Th2 cell polarization profile. Altogether these data unveil that NOD1
activation exacerbates allergic asthma through a direct effect on DCs by the induction of
CCL17, arguing for a need to address, for vaccine formulations, safety issues linked to the
development of allergic diseases.
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Introduction

The mechanisms underlying adjuvant effects are under renewed scrutiny because of the
therapeutical implications for vaccine development. Pattern recognition receptors (PRRs) are
key components for recognition of danger signals that ultimately shape adaptive immune
responses through the activation of dendritic cells (DCs), and as such are promising
candidates as vaccine adjuvants (Levitz and Golenbock, 2012). Noteworthy, some PRRs,
including Nucleotide-binding oligomerization domain (Nod)-like receptor 1 (NOD1) have
been shown to favour not only Thl or Th17 adaptive responses, but also Th2 responses (Fritz
et al., 2007); (Magalhaes et al., 2011), which may potentially lead to susceptibility to
developing or exacerbating allergic diseases. NOD1 recognizes peptidoglycan containing
meso-diaminopimelic acid (Chamaillard et al., 2003); (Girardin et al., 2003), which is more
commonly found in gram negative bacteria. NOD1 is primarily expressed in the cytoplasmic
compartment of both non immune cells, including epithelial cells and mesothelial cells
(Inohara et al., 2003), and of immune cells including dendritic cells (DCs) (Inohara and
Nunez, 2003); (Ogura et al., 2001); (Fritz et al., 2005). Interestingly, NOD1-mediated Th2
profiling in the spleen was mainly dependent on the stromal compartment, in relationship with
the induction of TSLP, although CD11c" cells were required for optimal induction of Th2
immunity (Magalhaes et al.). The pro-Th2 role of NODL is further supported by genome-wide
association studies that revealed a molecular link between polymorphisms of NOD1, asthma
and high levels of serum IgE (Hysi et al., 2005), as well as with atopic dermatitis (Weidinger
et al., 2005) and allergic rhinitis (Eder et al., 2006). It is therefore of utmost importance to
determine whether NOD1-mediated adjuvant effects may exacerbate allergic diseases.

The aim of this study was therefore to evaluate if systemic sensitization with NOD1 agonist
may exacerbate a lung Th2 response in an experimental model of OVA-induced asthma.
Given that DCs are central to the initiation of T-cell immunity in allergic asthma (Lambrecht
and Hammad, 2009), we next aimed to assess the potential contribution of DCs in this setting.
Our results showed that NOD1 agonist used as an adjuvant exacerbated the pulmonary Th2
response in vivo through the production of CCL17 by DCs. In line with our findings,
conditioning of purified human DCs by NOD1 agonist also enhanced production of CCL17
and CCL22 in vitro resulting in a Th2 cell polarization profile that did not need antigen
costimulation. Furthermore, DCs from allergic subjects responded differently from
nonallergic subjects to NODL1 stimulation by exhibiting increased maturation and pro Th2
chemokine secretion and absence of IL-10 production. Altogether these data uncover a
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previously unrecognized effect of NOD1, which exacerbates allergic asthma through a direct
effect on DCs by the induction of the pro Th2 chemokine CCL17.

Results

NOD1 agonist administration during systemic sensitization exacerbates OVA induced
cardinal features of experimental asthma.

To evaluate the adjuvant effect of NOD1 agonist on the exacerbation of asthma, we set up a
model of OV A-induced asthma without systemic adjuvant, and with intranasal challenges in
order to induce minimal allergic inflammation. Groups of WT C57BL6 mice were
intraperitoneally sensitized at 10 days interval with OVA alone or in conjunction with the
NOD1 specific agonist FK156, and control animals received ip injections of FK156 or PBS
alone. Mice were then intranasally challenged at the indicated time points with OVA or PBS
for the two control groups (Fig 1A). The cardinal features of experimental asthma consisting
in broncho-alveolar lavage (BAL) eosinophil accumulation, induction of antigen-specific IgE
antibodies, lung inflammation with mucus hypersecretion, and development of airway
hyperresponsiveness (AHR), were evaluated in the different groups. WT mice sensitized with
OVA without adjuvant or with OVA/FK156, and challenged intranasally exhibited a
significant increase in total cell number in BAL when compared with control mice (data not
shown), in relation with an increase in both lymphocytes and eosinophils in the two groups
(Fig 1Ba). Furthermore, total cell, lymphocyte and eosinophil numbers were significantly
higher in OVA/FK156- than in OVA- sensitized WT mice, whereas macrophage numbers
were lower in OVA/FK156- than in OVA- sensitized WT mice. No significant difference was
observed in the number of neutrophils between all the groups (data not shown). The
assessment of the humoral response showed that the levels of serum total IgE and OVA
specific IgE antibodies were significantly increased in WT mice sensitized with OVA/FK156,
as compared with mice sensitized with OVA alone (Fig 1Bb). The level of OVA-specific
IgG1 antibody, a marker of the Th2 response, was increased in OVA/FK156- as compared
with OV A-sensitized mice (Fig 1Bb). In contrast, OVA-specific 1gG2a antibody, reflecting
the Thl response, was not detected in all groups (data not shown).

In order to check the specificity of the effects of the FK156 agonist, NOD1-deficient mice
were evaluated using the same study design. After OVA challenge, OVA- and OVA/FK156-
sensitized nod1”” mice exhibited a similar airway eosinophilia and humoral immune response

to OVA local challenges compared with their respective controls (Fig 1Bc), thus confirming
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the specificity of action of FK156. It has been previously shown that Th2-mediated responses
to inhaled OVA in experimental asthma requires low level LPS signaling through TLR4 when
intra nasal sensitization route is used, whereas TLR4 is not necessary when systemic
peritoneal sensitization with OVA alone is used (Eisenbarth et al., 2002); (Piggott et al.,
2005). In order to check that the low concentration of LPS present in the OVA extracts (0.04
ug/mL), was not interfering with the adjuvant effect of NOD1, Worthington LPS clean OVA
(labeled as OV A-clean) was used instead of crude OVA. WT mice sensitized with OVA-clean
combined with FK156 and challenged with OVA-clean showed increased numbers of
eosinophils and decreased numbers of macrophages in BAL fluids and increased total IgE
production when compared with WT mice sensitized and challenged with OV A-clean alone
(Fig 1Bd). However, the levels of induction were lower than in crude OVA- sensitized and
challenged WT mice. These data support the observation that LPS is not necessary for NOD1-
mediated adjuvant effect on experimental allergic asthma, but rather for the global
amplification of the allergic response.

Lung inflammation was assessed in hematoxylin and eosin-stained lung sections, and showed
increased inflammatory infiltrates and mucus staining in crude OVA/FK156- as compared
with OV A-sensitized WT mice (Fig 1C).

Finally, to examine the functional respiratory consequences, AHR was evaluated following
exposure to increasing doses of methacholine by invasive measurement of dynamic resistance
(R) in mechanically ventilated WT mice (FlexiVent system). As shown in Fig 1D, OVA
challenge of OVA-sensitized mice induced a significant (p<0.01) increase in airway
responsiveness to methacholine for the doses 25 and 50 mg/mL compared with control mice.
Interestingly, OVA/FK156-sensitized mice demonstrated a higher increase in lung resistance
for the dose of 50 mg/mL than mice sensitized and challenged with OVA alone. In contrast,
no difference of airway responsiveness to inhaled methacholine was found between
PBS/FK156- and PBS- sensitized mice.

Altogether, these results suggest that systemic immunization of mice with OVA in the
presence of NOD1 agonist exacerbates the cardinal features of experimental allergic asthma
as well as the functional respiratory parameters.

NOD1 agonist administration during systemic sensitization amplifies lung Th2 polarization
and pro Th2 chemokine production in experimental asthma
Cardinal features of allergic asthma are associated to a Th2 immune profile. To evaluate

the polarization profile, Th2-type cytokine as well as pro-Th2 chemokine concentrations were
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measured in lung protein extracts by ELISA. The Th2 type cytokines IL-4 and IL-13 were
significantly increased after sensitization with OVA/FK156 when compared to sensitization
with OVA alone (Fig 2A). The secretion of the pro-eosinophilic cytokine IL-5 was increased
in OVA- and OVA/FK156- sensitized mice as compared with PBS controls. In contrast, no
significant changes were observed for the Thl cytokine IFN-y. We also evaluated the
presence in the lung of TSLP and IL-33, two well-known pro Th2 molecules. There was no
variation of TSLP, whereas IL-33 increased similarly in OVA- and OVA/FK156- sensitized
mice (Fig 2A). Evaluation of mRNA expression by quantitative RT-PCR basically showed
the same pattern of cytokine variations except for IL-13, which was also elevated in the OVA-
sensitized group (Fig 2B). Pro-Th2 chemokine CCL17 and CCL22 levels were higher in mice
sensitized with OVA/FK156 than in mice sensitized with OVA alone. In contrast, the levels
of the pro-Thl chemokine CXCL10 decreased in OVA/FK156- and OVA- sensitized mice
(Fig 3A). The OVA/FK156 sensitization did not modulate the levels of CCL11 and CCL5
(data no shown). The same profiles were observed at the level of mMRNA expression (Fig 3B).
We next investigated the cellular sources responsible for the increased production of CCL17
and CCL22 in the lung of mice sensitized with OVA/FK156. CCL17 and CCL22 are
produced by many different lung cell types, including cytokeratin® epithelial cells,
MHCII*/CD11c¢" DCs, F4/80" macrophages, CD19" B cells, and CD4" T cells (Penna et al.,
2002); (Sekiya et al., 2000); (Nakayama et al., 2004); (Hirata et al., 2003). The intracellular
production of CCL17 and CCL22 was evaluated by flow cytometry staining in cells isolated
from lung of the different groups of mice. All lung cell types were found to produce the two
chemokines except B cells. CCL17 secreting- DC, CD4" T cell, and macrophage numbers
were significantly increased after OVA/FK156 sensitization compared with the OVA group
whereas CCL17 producing- epithelial cell numbers were not modified (Fig 4A). CCL22-
producing cell numbers showed the same pattern of variation but the differences were not
statistically significant except for macrophages (Fig 4A). When evaluating the percentage of
positive cells among the different cell populations, CD4" T cells but not DCs and
macrophages exhibited a significant increased percentage of cells producing CCL17 in
OVA/FK156- compared with OV A- sensitized mice (34.03 = 2.99% versus 23.55 + 2.62% for
CCL17 p<0.05 for n=4 experiments). Representative flow cytometry stainings of CCL17 and
CCL22 in CD4" T cells are shown in Fig 4B. These results demonstrate that NOD1 agonist
administration during the systemic sensitization phase of OVA-induced allergic asthma
enhances the secretion of the pro-Th2 chemokine CCL17, which may account for the
enhanced secretion of lung Th2 cytokines.
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NOD1-mediated conditioning of DCs is sufficient to exacerbate experimental asthma

The above results suggested that a specific Th2 priming of T cells had occurred by cells
systemically conditioned by NODL1 agonist. DCs express NOD1, are the most potent APC,
and are believed to be indispensable for the initiation of T-cell immunity in allergic asthma
(Lambrecht and Hammad, 2010). To clarify the role of systemic DCs in the NOD1-mediated
adjuvant effect in allergic asthma, a DC adoptive transfer model was used. Bone marrow-
derived DCs (BM-DCs) were pulsed with OVA in the presence or absence of NOD1 agonist
FK156 and with PBS or FK156 as controls. After washing, DCs were transferred
intraperitoneally to naive WT mice, and the mice were challenged with OVA. As previously
reported by others for intra-tracheal transfer (Lambrecht et al., 2000); (Matsubara et al.,
2006); (Piggott et al., 2005), intra-peritoneal transfer of OVA pulsed BM-DCs reconstituted
Th2 cell responses to inhaled antigen. Moreover, transfer of DCs pulsed with OVA/FK156
induced a significant increase in airway total cell number, eosinophils and lymphocytes in
BAL, compared with the transfer of DCs pulsed with OVA alone or PBS alone (Fig 5A).
Increased production of seric total IgE, OV A-specific IgE and IgG1 antibodies was observed
as well in mice transferred with DCs pulsed with OVA/FK156, compared with those
transferred with DCs pulsed with OVA, FK156 or PBS alone (Fig 5B). Th2 polarization at the
lung level was also increased in mice transferred with DC pulsed with OVA/FK156 compared
with the other groups as shown by the elevated expression of IL-13 and IL-5 mRNA and
CCL17 at the protein level (Fig 5C). These results suggest that the adjuvant effect of NOD1
agonist on Th2 lung polarization in OVA-induced asthma is dependent upon the direct

activation of systemic DCs by NOD1.

CCL17 production by DCs is essential for NOD1-mediated exacerbation of allergic asthma
To evaluate the mechanism involved in the synergic effect of OVA/FK156-pulsed DCs on
Th2 lung polarization, a series of mediators involved in Th2 polarization and known to be
produced by DCs, including CCL22, CCL17, TSLP and IL-33 (Kashyap et al.,, 2011);
(Yanagawa et al., 2011); (Penna et al., 2002), were assessed in the supernatants of BM-DCs.
CCL17 and CCL22 were upregulated in OVA/FK156-pulsed DCs compared with DCs pulsed
with OVA, or PBS alone (Fig 6A) whereas there was no induction of TSLP and IL-33 (data
not shown).

To definitely link the production of pro Th2 chemokines by NOD1 stimulated DC with the
amplification of the lung Th2 profile in OVA-induced asthma, OVA and/or FK156-pulsed
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DCs from ccl17”" mice were transferred to naive WT mice. Transfer of ccl17”- DCs pulsed
with OVA/FK156 induced a significant increase in airway total cell number, eosinophils and
lymphocytes in the BAL, which was not different from mice transferred with ccl17” DCs
pulsed with OV A alone (Fig 6B). Total seric IgE and OV A-specific 1gG1 antibodies also did
not differ between the two groups of mice, whereas OV A-specific IgE antibodies were not
detected (Fig 6C). Similarly, lung Th2 cytokine and CCL17 levels were not different between
mice transferred with OVA/FK156- and the OVA- pulsed ccl17” DCs (Fig 6D). Altogether
these data suggest that CCL17 produced by DCs is the major mediator involved in the
amplification of lung OVA-induced Th2 polarization by NOD1 agonist.

NOD1 agonist increases human DC costimulatory molecule expression and pro Th2
chemokine production

To examine the relevance of these data in humans and in allergic diseases, a specific human
NOD1 agonist was used, namely FK565, to stimulate immature human monocyte-derived
DCs (MD-DC) obtained from both healthy and Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt)
allergic donors. The effect of FK565 was evaluated alone or in combination with the major
allergen of Dpt Der pl. In addition, DCs were cultured with LPS as a positive control and in
the absence of any stimulus as a negative control. The cell surface phenotype in terms of the
costimulatory molecules CD40, CD80, CD86, ICOSL, MHCIlI (HLA-DR), and the DC
immature markers CD1a and DC-SIGN was assessed by flow cytometry. As shown in Fig 7A,
the LPS positive control increased CD80 and CD86 in both allergic and nonallergic subjects
but decreased ICOSL and DC-SIGN in nonallergic donors compared with medium.
Interestingly, the levels of the expression of the costimulatory molecules CD80 and CD86
increased after FK565 stimulation and were significantly higher in allergic than in nonallergic
donors. ICOSL expression was also significantly increased in response to FK565 but only in
allergic donors. In contrast, DC-SIGN expression, a marker of immature DCs, was inhibited
by FK565 only in nonallergic donors. FK565 stimulation did not affect the expression of
CD40, HLA-DR and CD1a on DCs from allergic as well as from nonallergic donors (data no
shown). Surprisingly, stimulation of human DCs from allergic subjects with Derpl neither
modified co-stimulatory cell surface expression, nor did it synergize with FK565 for any
marker. Representative examples of DC surface marker staining are shown in Fig 7B. These
results indicate that FK565 induces the maturation of DCs, as evidenced by the up-regulation
of the costimulatory molecules CD80 and CD86, with a predominant effect in allergic

patients.
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Next, we examined the secretion of cytokines and chemokines by DCs in response to the
different stimuli. The Thl-inducing cytokine IL-12p70 as well as 1L23p19 that promotes
Th17 polarization were not detected in any culture supernatant tested from either allergic or
nonallergic donors (data not shown). Production of IL-10, a regulatory cytokine, was induced
by FK565 in nonallergic but not allergic donors, whereas TGF-B, another suppressive
cytokine, was not modified by FK565, as compared with unstimulated DCs in both groups
(Fig 8A). As previously shown in other studies (Tada et al., 2005); (Fritz et al., 2005), the
proinflammatory cytokine IL-6 was strongly induced by FK565, however, no differences
were observed between allergic and nonallergic donors. For Derpl stimulation, as observed
for DC surface markers, no variations were observed whatever the cytokine tested, whereas
all cytokines were induced in response to LPS (Fig 8A). The production of chemokines
involved in different immune responses was examined. CXCL8 proinflammatory chemokine
was used as a positive control (Tada et al., 2005); (Fritz et al., 2005) and was strongly induced
by FK565 in both groups of donors (Fig 8B). Interestingly, FK565-stimulated DCs from
allergic and nonallergic donors, produced significantly higher amounts of the two pro Th2
chemokines CCL17 and CCL22 than unstimulated DCs, whereas there was no modification
of the pro Thl chemokine CXCL10. The level of CCL22 was significantly higher in allergic
donors than in healthy donors (Fig 8B). As observed previously, there was no effect of Der p
1 used alone or in combination with FK565, whereas LPS stimulation strongly induced
CXCL8 and CXCL10 but did not modify the pro Th2 chemokine production. TSLP and IL-33
were not detected in any DC supernatant (data not shown). Taken together, these observations
suggest that responsiveness to NOD1 agonist FK565 is enhanced in DCs isolated in particular
from allergic subjects, which leads to increased DC maturation and secretion of Th2-

attracting chemokines.

FK565-primed DCs promote a Th2 profile in human naive T cells

To evaluate whether FK565-stimulated DCs from allergic and nonallergic donors
favored a particular T cell polarization profile, primed DCs were washed and co-cultured with
allogenic naive CD4" T cells from nonallergic donors. After 5 days of culture, the T cell
polarization was evaluated by measuring in the supernatants by ELISA the Thl cytokine
IFN—y, the Th2 cytokine IL-13, the regulatory cytokines IL-10 and TGF-B and the Th17
cytokine IL-17A. Stimulation of naive T cells with DCs primed with FK565 from both
allergic and nonallergic donors, induced a strong production of IL-13 (Fig 9). In contrast,

secretion of IFN-y, IL-10, TGF-$ and IL-17A was not modified as compared with T cells co-
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cultured with unstimulated DC. At baseline, T cells co-cultured with DCs from allergic
donors produced more IL-17A and IFN-y than T cells co-cultured with DC from nonallergic
donors. Altogether, these in vitro observations suggest that NOD1-primed human DCs,
through the production of CCL17 and CCL22, promote the differentiation of naive CD4" T
cell towards a single Th2 profile which supports the key physiological role of NOD1 on DC-

mediated amplification of the allergic reaction in experimental asthma.

Discussion

In this study, we observed that administration of NOD1 as a systemic adjuvant exacerbated
experimental OVA-induced asthma cardinal features including BAL eosinophilia, specific
IgE levels mucus hypersecretion and AHR. This exacerbation was abolished in Nod1”" mice
showing that it was not related to a contaminant of FK156 agonist. The presence of LPS was
also not required for NOD1-mediated exacerbation of asthma, as shown with the clean OVA,
but it increased the magnitude of the allergic response. These results are different from those
obtained in a previous paper, where a synergistic effect of LPS was observed with NOD1
agonist and OVA sensitization on systemic splenic Thl and Th17 but not Th2 responses (Fritz
et al., 2007). This may be related to the differences between mucosal and systemic immunity.
Alternatively this disparity may be explained by the dose of LPS present during the
sensitization process, which was low (0.32 ng) in our model and high (25 pg) in that paper.
Another unexpected observation was the significant decrease of the absolute numbers of
macrophages in BAL fluids from mice sensitized with OVA + FK156 versus OVA alone.
Although NODL1 has been involved in autophagy (Travassos et al., 2009), there is no direct
study showing that NOD1 induces cell death. A decrease in the number of macrophages that
are prone to secrete the suppressive cytokine IL-10 might contribute to the increased allergic
inflammatory reaction.

Beside the exacerbation of the cardinal features of asthma, i.p sensitization with NOD1
agonist plus OVA also upregulated lung Th2 cytokine production and mRNA expression
without affecting the Thl cytokine IFN-y and the Th17 cytokine IL-17A (data not shown). IL-
4 and IL-13 were not upregulated at the protein level after sensitization by OVA alone
compared with PBS, which may be related to a consumption phenomenon, since IL-13
MRNA was upregulated at the mRNA level. In accordance with the exacerbation of lung Th2
cytokines, NOD1 plus OVA sensitization also increased lung production of the pro Th2
chemokines CCL17 and to a lesser extent CCL22. CCL5, a chemokine induced in murine
macrophages by NOD1 stimulation (Werts et al., 2007), was not significantly modified. The
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increase in the number of CCL17" cells after OVA + FK156 sensitization could mainly be
ascribed to CD4" T cells, CD11c’"MHC" DCs and to F4/80" macrophages, whereas for
CCL22" cells it was related to macrophages only. Interestingly, among each cell population
only CD4" T cells showed a significant increase in the percentage of CCL17 secreting cells
after OVA + FK156 sensitization suggesting that in addition to increased cell recruitment, a
specific priming of T cells had occurred by cells systemically activated by NOD1 agonist.
Transfer of pulsed DCs, instead of sensitization, showed that DCs were the cells involved in
NOD1-mediated exacerbation of asthma. Using BM chimera, it has been previously shown
that stimulation of NOD1 in the stromal compartment was necessary to prime a systemic Th2
response (Fritz et al., 2007) and was dependent upon the production of TSLP (Magalhaes et
al., 2011). In the latter paper, sensing by DCs of NOD1 ligand was not sufficient to induce
splenic Th2 immunity but contributed to this response. Altogether with our results, these
studies suggest that NOD1-mediated conditioning of DCs drives secondary lung but not
splenic Th2 responses. The underlying mechanism explaining the increased mucosal Th2
polarization upon NOD1 activation was examined. As TSLP has been shown to be produced
by DCs (Kashyap et al., 2011), and to play a major role in NOD1 adjuvant effect on spleen
Th2 polarization (Magalhaes et al., 2011), we assessed its production at both the lung and DC
levels. However, there was no upregulation of lung TSLP in mice sensitized with
OVA/FK156 versus OVA alone, and no induction even at baseline in BM-DCs. In contrast,
the upregulation of pro Th2 chemokines by DCs, and in particular CCL17 was required for
this effect, as demonstrated by the absence of exacerbation of the allergic reaction following
adoptive transfer of ccl17” DCs. This study shows, for the first time to our knowledge, that
the induction of CCL17, but not of TLSP, by DCs in response to NOD1 agonist, triggers Th2
polarization in the lung. The importance of CCL17 production by DCs in Th2 polarization has
been stressed in previous studies by reconstitution and depletion experiments in allergic
asthma (Medoff et al., 2009), as well as in a humanized SCID mouse model of asthma (Perros
et al., 2009). CCL17 and CCL22 production by DCs during the sensitization process may lead
to increased duration of interaction between CCR4- expressing CD4" T cells and NOD1
stimulated DCs and thus reinforce cytokine production by the antigen-primed T cells. Such a
mechanism has been already described for listeria stimulated DCs that, through their
production of CCL17 and CCL1, were able to increase cytokine production by CD8" cells
(Henry et al., 2008). Moreover, it has been shown that DCs producing CCL17 are better
stimulators of CD4" T cell proliferation than ccl17” DCs (Alferink et al., 2003). In the latter
paper, it is of interest that DCs from the spleen expressed almost no CCL17, in contrast to
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peripheral DCs, which may explain the difference of mechanisms observed between our study
and Magalhaes study. We also found no production of CCL17 after in vitro OVA stimulation
of spleens from OV A or OVA/FK156 sensitized mice (data not shown). In contrast, Kinetics
studies showed that CCL17 and CCL22 were produced after in vitro OVA restimulation at
higher levels in mediastinal lymph nodes collected 24h than 96h after the last challenge in
OVA/FK156 sensitized mice (data not shown). Altogether these results suggest that CCL17-
and CCL22- producing cells may leave the LNs after OVA challenges and recirculate to the
lungs. These results further support the idea that the mechanism of Th2 amplification by
NOD1 agonist differs according to the target tissue. In this context it is of interest that
although both NOD1 and NOD2 agonists given systemically are able to favour a splenic Th2
adaptive response (Fritz et al., 2007), only NOD2 but not NOD1 agonist was shown to favour
Th2 allergic inflammation when given locally in the lung (Duan et al., 2010). To evaluate the
relevance of these findings in humans, NOD1 adjuvant effect was analysed in human MD-DC
obtained from both healthy and house dust mite allergic patients. In agreement with previous
studies (Fritz et al., 2005), stimulation of MD-DC from healthy subjects by NOD1 agonist
alone induced the production of IL-6 and CXCLS8, and a small upregulation of the
costimulatory molecules CD80 and CD86. The latter were significantly upregulated in
allergic patients compared with healthy subjects suggesting that DCs from allergic patients
are more reactive to NOD1 stimulation than DCs from healthy subjects. Interestingly, the
production of CCL17 and CCL22 was significantly upregulated by NOD1 agonist stimulation
in DCs from both groups of subjects with a higher level of CCL22 in allergic patients, and
translated into a Th2 profile in T cell cocultures. These results show that nonallergic subjects
develop a Th2 polarization profile in response to NOD1 activation, with allergic donors being
more sensitive, which may be related to either NOD1 polymorphisms or the allergic genetic
background. However, there was no effect of the LPS-free purified major allergen Der p 1,
and no synergic effect with NOD1 agonist on DC costimulatory molecule and cytokine
expression, and on the T cell polarization profile, whatever the group, suggesting that Der p 1
does not directly activate NODL. It is of note that the addition of LPS to NOD1 agonist in
human DCs did not modify the production of pro Th2 chemokines (data not shown). These
results are in contrast with the data obtained in mice, where the effect of NOD1 agonist on the
production of pro Th2 chemokines required the presence of the allergen. This difference
might be species related, as NOD1 sensing has been shown to differ between mice and
humans (Girardin et al., 2005). Altogether, these results identify a novel unrecognized target
downstream of NOD1 in human DCs, which is likely to play a key role in orchestrating the
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global Th2 response in particular in the development and/or exacerbation of allergic asthma.
Extra care has therefore to be taken, when designing a vaccine including either a microbial
or/and an adjuvant component containing NOD1 agonist. Altogether, these results stress the
importance to address safety issues linked to the development of allergic diseases for vaccine
formulations, which may contribute to increase the global burden of allergic asthma.

Materials and methods

Mice

Female C57BL/6 mice (6 weeks of age) were purchased from Charles River (Lyon, France)
and housed under specific pathogen-free conditions. nod1” mice were backcrossed on the
C57BL/6 background (Institut Pasteur de Lille). The animals were housed in ventilated cages
with absorbent bedding material and were maintained on a 12-hour daylight cycle. Animal
experiments were approved by the regional ethical committee. Bone marrow from female
C57BL6 CCL17" mice were kindly provided by Dr Laura Layland at the Institute of Medical
Microbiology, Immunology and Hygiene, Technische Universitdt Munchen, Munich,
Germany.

Experimental model of allergic asthma

Mice (7-10 weeks of age) were sensitized on day 0 and 10 by intraperitoneal (ip) injection of
20 pg crude OVA (Grade V; Sigma-Aldrich) or clean OVA (Worthington) suspended in 200
uL of LPS-free PBS in the presence or the absence of 10 ug of NODI agonist FK156. LPS
content of crude and clean OVA was 0.16 and 0.04 ng per injection respectively, as assessed
by the limulus amoebocyte lysate assay (Lanza). From day 21 to 23 and 28 to 30, mice were
intranasally challenged with 100 pg of OVA. Control mice were immunized with 200 puL of
PBS alone or 200 puL of PBS containing 10 pg of FK156 and challenged with PBS only. AHR
and inflammation were assessed 96h after the last challenge. BAL fluids were recovered and
lungs were perfused through the pulmonary artery with 10 mL of PBS containing 0.5 mM
EDTA. Lung samples were collected for protein analysis, RNA isolation, histology, and/or
flow cytometry analysis.

Bronchoalveolar lavage fluid analysis

A total volume of 1mL of ice-cold PBS was used to gently wash the lungs. Cells from the
lavage fluid were recovered by centrifugation at 1200 rpm for 5 min at 4°C. The supernatant
was collected and stored at -20°C for cytokine measurement. Cells were then re-suspended in
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PBS and a sample was taken for counting the cells. Samples of this re-suspended BAL were
also spun onto slides (Shandon cytospin 4; Thermo Fisher) and stained with May Grinwald
Giemsa (Diff-Quik®). Cells were identified as macrophages, eosinophils, neutrophils and
lymphocytes by standard hematological procedures. For differential cell counts, a minimum
of 300 cells was counted per BAL sample.

Measurement of serum antibodies

Blood was drawn from the abdominal vein. Serum was collected by centrifugation (3000 g for
5 min) and stored at -20°C until assay. Levels of total IgE, OVA-specific IgE, 1gG1 and
IgG2a were measured in collected sera by ELISA as previously described (Biet et al., 2005).
For total IgE and OV A-specific IgE, 96-well plates (Corning Incorporated) were coated with
purified rat anti-mouse IgE (2 pg/mL, clone R35-72; BD Pharmingen). After blocking and the
addition of serum samples, a biotinylated anti-mouse IgE antibody (BD Pharmingen) or
house-biotinylated ovalbumin (OVA Sigma, biotin-N-hydroxysuccinimide ester Calbiochem
Sigma) was used as detecting reagent for total IgE and OV A-specific IgE respectively. The
binding of specific antibodies was detected by addition of streptavidine-horse radish
peroxidase (Zymed, Invitrogen,) followed by addition of TMB substrate solution (Sigma
Aldrich). For OVA-specific 1IgG1 and 1gG2a, microplates were coated with 100 pg/mL
ovalbumin. After incubation with serum dilutions, binding of specific antibodies was detected
by addition of Horse Radish Peroxidase-labeled goat anti-lgG1 and anti-lgG2a (Southern
Biotechnology). Binding of biotinylated proteins was revealed by addition of TMB substrate
solution (Sigma Aldrich). The OV A-specific antibody titers of the samples were related to
pooled standards that were generated in the laboratory. Results were expressed as the inverse
of the dilution corresponding to 50% of the maximal OD. The IgE concentration was
expressed as pug/mL after comparison with murine IgE standard.

Pulmonary histology

For lung histology, the left lobe of the lung from each mouse was fixed in Immunohistofix
and embedded in resin using the Immunohistowax processing method according to the
manufacturer’s indications (Gentaur). Lung sections of 0.5um were stained with a standard
hematoxylin-Eosin stain (HES) and periodic acid-Schiff staining kit (Sigma-Aldrich) to
evaluate the peribronchic inflammation and mucopolysaccharide staining respectively.
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Measurement of airway responsiveness

Airway responsiveness was assessed using Flexivent® (Scireq®, Montreal, Canada) as
previously described (Ple et al., 2010). Briefly, mice were anesthetized, and immediately
intubated with an 18-gauge catheter, followed by mechanical ventilation. Mice were exposed
to nebulized PBS followed by increasing concentrations of nebulized methacholine (3-50
mg/mL in PBS) (Sigma-Aldrich) using an ultrasonic nebulizer (Aeroneb, Aerogen). Return to
baseline resistance was ensured prior to the administration of the next doses of methacholine.

The maximal resistance value measured was taken.

Lung protein extracts and cell preparations

Lung protein extracts were prepared after dispersion of one right lobe with a potter in 1 mL of
lysis buffer (PBS with 0.5% nonidet P40 and protease inhibitor cocktail (Roche) at 4°C. After
10 min on ice, the lysates were centrifuged and supernatants were collected for further
cytokine and chemokine measurements. Total protein concentrations of lung extracts were
measured using a Bradford assay (Biorad). Lung cell preparation for flow cytometry analysis
was performed after digestion of lung in an enzymatic solution, containing 2 mL of complete
RPMI, type Il collagenase (0.5 mg/mL; Serlabo) and DNase | (21U/mL) (Roche
Diagnostics), for 1h at 37°C. Cells were then dissociated in an 18G needle, washed with PBS-
10mM EDTA and the erythrocytes were lysed by addition of lysis buffer (155mM NH,CI,
10mM KHCO;3; and 0.5mM EDTA). Cellular debris were eliminated using centrifugation
(4000 rpm during 20 min) on Percoll density gradient (D=1,075 g/mL from Amersham
Pharmacia Biotech). Cells were collected, filtered on a 100 um-pore membrane, washed with
PBS and re-suspended in PBS with 2% FCS and processed for flow cytometry.

Gene expression analysis

Extracted RNA from lung was reverse-transcribed with the High-Capacity cDNA Archive kit
(Applied Biosystems), according to the manufacturer’s instructions. The resulting cDNA
(equivalent to 5 ng of total RNA) was amplified using the SYBR Green real-time PCR kit and
detected on a Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies). RT-PCR was performed with the
forward and reverse primers that were designed using Primer express software, version 1.0
(Applied Biosystems). On completion of the PCR amplification, a DNA melting curve
analysis was carried out in order to confirm the presence of a single amplicon. Actb was used

as an internal reference gene in order to normalize the transcript levels. Relative mRNA levels
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(2-AACt) were determined by comparing (a) the PCR cycle thresholds (Ct) for the gene of
interest and Actb (ACt) and (b) ACt values for treated and control groups (AACt).

Adoptive Transfer of Antigen-Pulsed Bone Marrow-Derived DCs

BM-DCs were generated according to a previously published protocol (Ryman et al., 2002).
BM cells were grown in culture medium (IMDM, 10% FCS, 50uM- B-mercaptoethanol, 2mM
glutamine, 100 pg/mL streptomycin, 100 U/mL penicillin supplemented with 1% of
supernatant from a granulocyte-macrophage colony-stimulating factor-expressing cell line
(J558 GM-CSF). DC were cultured for 14 days at 37°C in 5% CO2 and given fresh medium
and cytokine on days 3, 7 and 10. On day 14, non-adherent cells were harvested, washed and
then cells were pulsed overnight with either OVA (50 pg/mL) (Grade V, Sigma), OVA
combined with FK156 (10 pg/mL), FK156 (10 ug/mL) or PBS alone. On day 1, cells were
washed, resuspended in PBS and transferred intraperitoneally at 1x10° cells/200 pL to each
mouse. From day 7 to 9 and 14 to 16 mice were challenged intranasally with 100 pug of OVA.
96h after the last challenge, mice were sacrificed and analysed.

Patients

Allergic donors included in this study showed high total IgE levels (> 150 IU/mL) and
specific IgE to Dermatophagoides pteronyssinus and Dermatophagoides farinae (> 3.5
IU/mL). None of the patients were treated with antihistamines, inhaled steroids or specific
desensitization. Healthy donors were selected on the basis of no history of asthma, serum total
IgE level <100 1U/mL and the absence of house dust mite specific antibodies (<0.35 IU/mL).

All donors were included following informed written consent.

Generation of immature DCs and maturation

DCs were generated in vitro, from peripheral blood monocytes of volunteers, as previously
described (Azzaoui et al., 2011). Briefly, human peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
were isolated by Ficoll Hypaque density gradient centrifugation (Amersham Pharmacia
Biotech). PBMC were incubated with magnetic beads conjugated to monoclonal mouse anti-
human CD14 (Miltenyi Biotech) at +4°C for 30 min. After washing, the cells were applied
onto a column placed in the magnetic field of a MACS separator (Miltenyi Biotech). CD14
cells were eliminated, and CD14" monocytes were eluted from the column outside the
magnetic field. After washing, CD14" cells (10° cells/mL) were cultured in complete medium
(RPMI 1640 (Gibco), 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (Gibco), 2mM L-
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glutamine) supplemented with recombinant GM-CSF (Promocell (25 ng/mL) and
recombinant IL-4 (Promocell (10 ng/mL)) at 37°C. MD-DC were obtained after 6 days of
culture. At this stage, they have the phenotypic and functional characteristics of immature
DC, characterized by a high capacity for internalization and low capacity to stimulate T cells.
At the end of the six days of culture, cells were harvested, washed, re-suspended in complete
medium (10° cells/mL) and incubated with various stimuli: Der p 1 (Indoor biotechnologies)
(1 pg/mL) and/or synthetic NOD1 agonist FK565 (10 pg/mL). DC stimulation with 1 pg/mL
of LPS (InvivoGen) was used as a positive control of DC maturation. After 48h of culture,
supernatants were recovered and frozen at -20°C until use. The cells were harvested, washed,

and used for co-culture and flow cytometry analysis.

Preparation of purified T cells and DC/T cell cocultures

Allogenic CD4"CD45RA" naive T cells were obtained from PBMC of healthy donors as
previously described (Chang et al., 2010) by negative selection using naive CD4" T Cell
Isolation Kit Il according to the manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotech). Stimulated
DCs were co-cultured with purified naive T cells at ratio of 1:10. After 5 days of co-culture,

supernatants were recovered and frozen at -20°C until use.

Quantification of chemokine and cytokine levels

Murine cytokines (IL4, IL5, IL13, IFN-y, TSLP, IL-33) and chemokines (CCL17, CCLS5,
CCL11, CCL22 and IP10) levels in lung protein extracts were assessed using commercial
ELISA according to instructions provided by the manufacturers (R&D Systems and e-
Biosciences). Human IL-6, IL-8, CCL17, CCL22, IL-10, TGF-B, IL-13, IFN-y, IL-17A, IL-
12p70, and IP10 concentrations were measured by ELISA with Duoset kit according to the
manufacturer’s instructions (R&D systems). Human IL-23p19 ELISA kit was from e-
Biosciences.

Flow cytometry experiments

Murine cells (1x10°) were incubated with FcR blocking antibody (anti-mouse CD16/CD32
antibody, clone 93, BD Biosciences) for 10 minutes on ice. For cell surface staining, specific
antibodies or corresponding control isotopes were added to the cells and then incubated for 30
min on ice. The following antibodies were used: anti-CD4-PE and anti-CD3-PerCp/Cy5.5
from eBiosciences, anti-CD11c-PE, anti-lIAd-FITC, anti-Siglec H-PerCp/Cy5.5 and anti-
F4/80-FITC, all from Biolegend, and anti-Cytokeratin—PE from Abcam. For the intracellular
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detection of chemokines, cells were fixed and permeabilized using the BD Cytofix/Cytoperm
kit according to the manufacturer’s instructions, and intracellularly stained with antibodies
directed against chemokines (anti-mouse CCL17 and CCL22 antibodies from R&D systems)
or goat IgG isotypic control (R&D systems). These antibodies were labeled using Alexa
Fluor® 647 Monoclonal Antibody Labeling Kit according to the manufacturer’s instructions
(Invitrogen). Stained cells were then washed and fixed with PBS, 1% PFA. For T cells
intracellular staining, lung cells were stimulated with PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate)
(50 ng/mL, Sigma) and lonomycin (1 puM, Sigma) in the presence of protein secretion
inhibitors (brefeldin A) (100 ng/mL) for 4h. Cells were then stained for surface markers and
intracellular chemokines. Cell fluorescence was measured by flow cytometry (FACScalibur®,
BD Biosciences) and analyzed using the Flow Jo software (BD Biosciences). The gating
strategy to identify DC included successively forward and side scatter gating, exclusion of
cells with high level of auto-fluorescence and selection of cells positive for CD11c and IAd.
Human cells were re-suspended in ice-cold PBS supplemented with 2% FCS and then
incubated with fluorescent-labeled conjugated monoclonal antibodies or corresponding
isotypes for 30 min at 4°C protected from light. The following mouse anti-human antibodies
were used for cytometry analysis: FITC-conjugated anti-CD40, FITC-conjugated anti-CD1a,
FITC-conjugated anti-DC-SIGN, APC-conjugated anti-CD86, PE-conjugated anti-HLA-DR,
PE-conjugated anti-CD80, all from BD Biosciences, and PE-conjugated anti-ICOS-L (e-
Bioscience). Cells were washed and fixed in PBS 1% paraformaldehyde (PFA). Stained cells
were analyzed by flow cytometry (FACScalibur®, BD Biosciences).

Statistical analysis:

Statistical analysis was performed using the software Graphpad prism (GraphPad Software).
Values of all measurements were expressed as mean + standard error of the mean (SEM). The
different groups of mice were compared using nonparametric Mann-Whitney U test.
Differences in RL in response to methacholine between groups at individual doses were
analyzed by 2-way ANOVA. When statistical significance was observed, differences were
subsequently analyzed by using the Bonferroni test. Statistical analyses for cell surface
phenotype and production of cytokines were performed using repeated measures analysis of
variance (ANOVA) and, when significant, followed by the post Dunnett's Multiple
Comparison Test. For the comparison between allergic and non-allergic donors, a student t-
test was used to analyze the differences. P values of less than 0.05 were considered

statistically significant.
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Legends to Figures

Figure 1: Effects of FK156 administration during systemic sensitization on OVA induced
cardinal features of experimental asthma. A) Experimental design: mice were sensitized at
day 0 and 10 by ip injection of 20 pg OV A suspended in 200 pL of PBS in the presence or
absence of 10 ug of NOD1 agonist FK156. Mice were intra nasally challenged with 100 pg of
OVA from day 21 to 23 and 28 to 30 and sacrificed on day 34. Control mice were immunized
with PBS alone or PBS containing 10 ug of FK156 and challenged with PBS only. B) BAL
cell counts and humoral responses in mice sensitized/challenged as follows: PBS/PBS:[1,
OVA/OVA: mm; FK156/PBS: [J OVA+FK156/OVA: m. a) Cell counts in BAL fluids in
the four groups of WT mice; b) Levels of total IgE antibody and OV A specific IgE (titer) and
anti- OVA IgG1 antibodies (titer x10° in WT mice; c) Cell counts in BAL fluids and total
IgE antibodies in NOD1”" mice; d) BAL cell counts and total IgE response in WT mice where
OVA-clean has been used. Data are expressed as mean = SEM (n=12-16 per group for a and
b, n=8 for ¢, and n=5-6 for d). Results are from 2-3 independent experiments. *p<0.05,
**p<0.01 versus control mice treated with either PBS or FK156. *p<0.05, *p<0.01 for
OVA+FK156/0OVA versus OVA/OVA treated mice. C) Representative microphotographs of
periodic acid Schiff- (PAS) and hematoxylin and eosin- (HES) stained lung sections
(magnification x312.5) in the different groups of WT mice. D) Lung function of WT mice, as
determined by measurement of lung resistance (R) by invasive methods. Results are
expressed as percentage of R increase above PBS and presented as mean + SEM (n=5-10
from two independent experiments). *p<0.05, **p<0.01 versus PBS alone, * p<0.05 versus
mice treated with OVA.

Figure 2: Effects of FK156 administration during systemic sensitization on lung cytokine
production and mRNA expression in OVA- induced experimental asthma in WT mice
sensitized/challenged as follows: PBS/PBS: 1, OVA/OVA: mm, FK156/PBS: [ ,
OVA+FK156/0VA: ml A) Cytokine levels in protein extracts of lung tissue were determined
by ELISA. B) Cytokine mRNA fold relative gene expression was determined by quantitative
RT-PCR. Data are expressed as mean + SEM (n=8-10) in each group. Results are from 2
independent experiments. *p<0.05 versus control mice treated either with PBS or FK156.
#p<0.05, *p<0.01 for OVA+FK156/OVA versus OVA/OVA treated mice.
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Figure 3: Effects of FK156 administration during systemic sensitization on lung chemokine
production and mRNA expression in OVA- induced experimental asthma in WT mice
sensitized/challenged as follows: PBS/PBS: 1, OVA/OVA: I, FK156/PBS: [, OVA+
FK156/OVA: mm. A) Chemokine level in protein extracts of lung tissue was evaluated by
ELISA. B) Chemokine mRNA fold relative gene expression was determined by quantitative
RT-PCR. Data are expressed as mean + SEM (n=8-10) in each group. Results are from 2
independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 versus control mice treated either with PBS or
FK156. “p<0.05 for OVA+FK156/OVA versus OVA/OVA treated mice.

Figure 4: CCL17 and CCL22 production by lung cells from WT mice sensitized/challenged
as follows: PBS/PBS:[ 1, OVA/OVA: Il ; FK156/PBS:[1, OVA+FK156/OVA: . Four
days after the last challenge, cells were purified from the lung and stained with antibodies to
identify helper T cells (CD4"), DCs (CD11c*MHC"), macrophages (F4/80%) and epithelial
cells (cytokeratin™) followed by intracellular staining with anti-chemokine or with control
antibody, and analysed by flow cytometry. A) Numbers of double positive cells for CCL17
and CCL22 for each cell type in the four groups of mice (n=6 mice per group from two
independent experiments). B) Representative flow cytometry staining of CD4" T cells for
CCL17 and CCL22 in the four groups of mice.

Figure 5: Transfer of FK156-pulsed DCs recapitulates exacerbation of OV A-induced asthma
in WT mice. BM-DCs were pulsed in vitro with PBS alone: 1 , PBS + FK156 (10
pg/mL):.0 , OVA(50 pg/mL) : B8 or OVA in the presence of FK156 : Il for 16h. DCs
were then washed and transferred intraperitoneally on day 1 (1 x 10° cells) into naive WT
mice. Mice were challenged with OVA from day 7 to 9 and 14 to 16. Four days after the last
challenge, mice were killed and BAL and plasma were collected. A) BAL fluid cell counts. B)
Levels of total IgE, OVA-specific IgE (titer) and IgG1 antibodies (titer x10°) were measured
by ELISA. C) Protein and mRNA expression of chemokine and cytokines. Data are expressed
as mean = SEM (n=6 in each group). *p<0.05, **p<0.01 versus control mice treated either
with PBS or FK156. "p<0.05, *p<0.01 for OVA+FK156/OVA versus OVA/OVA treated

mice.

Figure 6: Role of DC-derived CCL17 in NOD1-induced exacerbation of asthma in WT mice.
BM-DCs from WT mice or ccl17” mice were pulsed in vitro with PBS alone: [ ], OVA
(50pg/mL) : or OVA in the presence of FK156 : [l for 16h. A) In vitro production of
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CCL17 and CCL22 by pulsed BM-DC from WT mice. Cell supernatants were recovered and
analysed by ELISA. Results are expressed as mean £ SEM (n=6 in each group). *p<0.05
versus control BM-DC treated with PBS. *p<0.05 for OVA+FK156/OVA versus OVA/OVA
BM-DC. B) DCs from ccl17”" mice were washed and transferred intraperitoneally on day 1 (1
x 10° cells) into naive WT mice. Mice were challenged with OVA from day 7 to 9 and 14 to
16. Four days after the last challenge, mice were killed and BAL and plasma were collected.
A) BAL fluid cell counts. B) Levels of total IgE, OVA-specific IgE (titer) and IgG1l
antibodies (titer x10°) were measured by ELISA. C) Protein and mRNA expression of
chemokine and cytokines. Data are expressed as mean + SEM (n=4-5 in each group).
*p<0.05, **p<0.01 versus control mice treated with PBS.

Figure 7: Phenotype of human MD-DCs matured with or without NOD1 agonist. Immature
MD-DCs from allergic and nonallergic donors were cultured for 48h with medium, Der p 1 (1
pug/mL), synthetic NOD1 agonist FK565 (10 pg/mL) or FK565+Der p 1 or LPS (1 pg/mL) as
positive control. DC were stained with antibodies against CD80, CD86, ICOSL and DC-
SIGN or with matched isotype antibodies and analyzed by flow cytometry. (A) Mean
Fluorescence Intensity (MFI) of DC surface markers in allergic versus nonallergic subjects.
Data are expressed as MFI £ SEM for n=7-10 subjects. *p<0.05, **p<0.01 versus medium;
?p<0.05, p<0.01 DCs from allergic versus non allergic subjects. (B) Representative
histograms of surface marker staining on DC from one allergic and one nonallergic subjects
are shown. Values in the quadrant indicate the mean fluorescence intensity after subtraction of
the isotype control.

Figure 8: Effect of FK565 on the induction of cytokines and chemokines in mature
differentiated DCs. DCs from allergic and nonallergic donors were cultured for 48h with
medium, Der p 1, synthetic NOD1 agonist FK565 or FK565 combined to Der p 1, or LPS. (A)
The amounts of cytokines IL-10, TGF-f1, IL-6 and (B) chemokines CXCL8, CCL17, CCL22
and CXCL10 in the culture supernatants was quantified by ELISA. Data are expressed as
mean + SEM for n=10-14 non allergic and n=8-12 allergic subjects. *p<0.05, **p<0.01
***1<0.001 versus medium alone, # p<0.05 allergic versus non allergic subjects.

Figure 9: FK565-stimulated DCs from allergic and nonallergic subjects direct the Th cell
response towards a Th2 profile. DCs activated with Der p 1, FK565, FK565 combined to Der
p 1 or LPS were cultured with naive CD4 T cells for five days. Production of IL-10, IFN-y,
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IL-17A and IL-13 in DC/T cell co-culture supernatants was analysed by ELISA. Data are
presented as ng/mL + SEM for n=8 non allergic and n=7 allergic subjects. *p<0.05, **p<0.01

versus medium alone, * p<0.05 allergic versus nonallergic subjects.
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Figure 4
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 9
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Article 11

CCL18 différencie les cellules dendritiques en cellules régulatrices capables de
promouvoir des cellules T régulatrices chez les sujets sains

Imane Azzaoui*, Saliha Ait Yahia*, Ying Chang, Han Vorng, Olivier Morales, Ying Fan,
Nadira Delhem, Coline Plé, André-Bernard Tonnel, Benoit Wallaert, and Anne Tsicopoulos.

Blood. 2011 Sep 29;118(13):3549-58. * contribution égale
Problématique et approche expérimentale

Outre leur fonction chimiotactique, les chimiokines sont impliqués dans différents
phénomenes cellulaires et tissulaires comme I’apoptose, la prolifération, I’angiogenese etc...
Certaines chimiokines ont méme été impliquées dans la polarisation de la réponse adaptative
spécifique indirectement via les DC. CCL18 étant produit et attirant les DC, nous avons
évalué son effet sur la fonctionnalité de ces cellules en fonction du statut allergique des

donneurs.

Résultats de I’article

La différenciation de monocytes de sujets sains, en présence de GM-CSF et CCL18, conduit
au développement de DC de phénotype semi-mature qui expriment le CCR7, produisent de
I'IL-10 et l'enzyme 2,3-indoleamine dioxygenase et induisent le développement de Lc T
régulateurs de type Trl produisant de I'IL-10 capables d'inhiber la prolifération de Lc T
effecteurs, par un mécanisme dépendant de cytokine. Lorsque les monocytes proviennent de
patients allergiques, l'effet tolérogene de CCL18 est perdu en liaison avec une diminution de

la fixation de CCL18 a son récepteur putatif.

Conclusion

Cette étude montre que le CCL18 induit, chez les sujets non allergiques, une réponse
adaptative régulatrice par le biais des DCs. Ce qui suggére un rdle dans le maintien d’une
tolérance vis-a-vis des allergénes inhalés au niveau pulmonaire ou le CCL18 est
constitutivement exprimé, role perdu chez les sujets allergiques ce qui pourrait aggraver

I’inflammation pulmonaire chez ces patients.
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Article 111

La chimiokine CCL18 génére des lymphocytes T régulateurs adaptatifs a partir de
lymphocytes T CD4+ mémoires de sujets sains mais pas chez les allergiques

Ying Chang, Patricia de Nadai, Imane Azzaoui, Olivier Morales, Nadira Delhem, Han Vorng,
Stanislas Tomavo, Saliha Ait Yahia, Guizhen Zhang, Benoit Wallaert, Cécile Chenivesse,
and Anne Tsicopoulos.

The FASEB Journal, 2010 Dec; 24(12):5063-72.

Problématique et approche expérimentale

Les chimiokines sont un élément essentiel du trafic cellulaire aussi bien homéostatique que
dans des situations pathologiques. Outre cette fonction chimiotactique spécifique a ce type de
molécules, on leur a récemment attribué une implication dans le profil de polarisation de la
réponse adaptative spécifique, en agissant directement sur les lymphocytes T (Lc T). CCL18
est une chimiokine, exprimée préférentiellement au niveau pulmonaire et de facon moindre au
niveau ganglionnaire, capable d'attirer les Lc T. Au laboratoire il a été montré une implication
de CCL18 dans l'asthme allergique, et cette chimiokine a été associée a différentes
pathologies a tropisme pulmonaire ou non avec un rdle pas toujours trés clair. L'objectif de ce
travail a été d'étudier I'effet immunitaire de CCL18 sur les LcT mémoires, en base et en
situation allergique.

Résultats de I’article

L’effet direct du CCL18 a été évalué sur la polarisation de la réponse T. Le prétraitement de
Lc T mémoires effecteurs CD4'CD25 de sujets non allergiques avec le CCL18 conduit & leur
transformation en Lc T régulateurs CD4"CD25 Foxp3* produisant de I'L-10 et du TGF-B
capables d'inhiber la prolifération des Lc T effecteurs radiomarqués, a la fois par un
mécanisme dépendant des cytokines et par contact cellulaire. Cependant, cet effet régulateur
du CCL18 est perdu lorsque les cellules T proviennent de sujets allergiques en liaison avec
une diminution de la fixation de CCL18 a son récepteur putatif sur ces cellules.

Conclusions

Cette étude montre que le CCL18 est capable d'induire la transformation de Lc T mémoires en
cellules régulatrices adaptatives et donc confirme la plasticité cellulaire du systéeme
immunitaire adaptatif. De plus, I’absence de cet effet chez les allergiques pourrait participer a
la diminution de la tolérance observée dans les maladies allergiques.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Effets de I’activation du récepteur NOD1 sur I’asthme allergique

Certains virus ou bactéries sont considérés comme agents déclenchants ou exacerbateurs
de l'asthme alors que d’autres pathogénes ont un effet protecteur [26], [624]. Il est trés
difficile d’examiner les réponses induites par un pathogéne entier compte tenu de la variété
des molécules exprimées et de la diversité des réponses immunitaires de I’héte. Pour cela
nous avons choisi d’utiliser des agonistes de NOD1 qui sont des molécules synthétiques
mimant certaines des réponses de pathogénes. Nous avons évalué in vivo Ieffet de
I’administration de I’agoniste de NOD1 (FK156) comme adjuvant au moment de la
sensibilisation, a moduler la réponse immunitaire dans un modele expérimental d'asthme
allergique (Article 1). Nous avons utilisé un protocole dans lequel toutes les souris sont
d’abord immunisées de facon systémique par I’antigéne protéique (OVA) seul ou combiné
avec I’agoniste de NODJ1, puis challengé par voie aérienne avec I’antigene OVA. Ce
protocole induit les principaux symptémes de I’asthme. Nous avons observé que
I’administration de I’agoniste de NOD1 (FK156) comme adjuvant, effectuée simultanément a
I’immunisation par ’OVA en i.p, accroit la séveérité de I’asthme allergique en augmentant
I’inflammation pulmonaire de type Th2 et I’'HRB. Cette inflammation est accompagnée d’une
induction significative des cytokines pro Th2 et des chimiokines pro Th2 (CCL17 et CCL22)
au niveau des poumons. Ces résultats montrent que I’agoniste de NOD1 se comporte comme
un excellent adjuvant de la réponse Th2 pulmonaire in vivo. Comme les cellules Th2 dans le
poumon et les voies aériennes ne proliferent pas de facon intensive en réponse a I’antigene
[625], l'augmentation du nombre de lymphocytes, de méme que celui des éosinophiles,
dépendent plus du recrutement cellulaire. Dans notre modele, I’'amplification de
I’inflammation allergique en réponse a I’agoniste de NOD1, pourrait étre liée a la production
des chimiokines CCL17 et CCL22 qui augmentent le recrutement des cellules Th2 vers les
voies aériennes.

En paralléle au travail in vivo, nous avons analysé in vitro, la capacité de I’agoniste de
NOD1 (FK565) a moduler la polarisation de la réponse immune dépendante des cellules
dendritiques de sujets asthmatiques allergiques versus non allergiques. Les résultats ont
montré que la stimulation des cellules dendritiques par I’agoniste de NOD1 induit leur
maturation et la secrétion des chimiokines pro Th-2 (CCL22 et CCL17) par ces cellules. Les
DCs pulsées avec le FK565 favorisent la polarisation des cellules T vers un profil Th2

indépendamment d’une costimulation antigénique et du statut allergique. Dans I’ensemble, au
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vu de ces résultats, nous pouvons conclure que I’activation du récepteur NOD1 induit une
réponse Th2 chez I’lhomme et la souris. Cependant une différence de taille est constatée entre
I’étude in vivo et celle in vitro. Chez la souris, I’effet de I’agoniste de NOD1 est dépendant
d’une co-stimulation antigénique alors que chez I’lhomme I’effet observé est indépendant de
toute autre co-stimulation. La co-stimulation des MD-DC par I’agoniste de NOD1 combiné
avec Der pl ou LPS n’a aucun effet additionnel sur la production des chimiokines pro Th2
CCL17 et CCL22 ni de conséquence sur la polarisation des lymphocytes T. La différence
observée peut étre expliquée par I’utilisation de deux agonistes structuralement différents,
mais aussi par I’origine de la cellule cible qui n’est pas la méme. Chez la souris nous avons
démontré que I’effet amplificateur de I’inflammation pulmonaire de type Th2 n’était pas
dépendant du LPS présent dans I’OVA, vu que la réponse est qualitativement similaire en
présence ou en absence de LPS. Néanmoins, I’amplitude de la réponse est plus importante en
présence de LPS. Nos résultats ne sont pas en accord avec les travaux de Fritz et al, montrant
un effet de synergie entre les ligands de TLR et NOD1 pour I’induction des réponses
immunes systémiques de type Thl et Th17 mais pas de type Th2 [599]. Cette divergence peut
étre expliquée par la différence de quantité de LPS présent au moment de la sensibilisation et
le protocole utilisé. Nos observations sont, par contre, en accord avec I’étude sur le TLR4
[626] montrant que la présence de LPS n'était pas nécessaire pour l'induction de la réaction
allergique au niveau du poumon lors d’une sensibilisation par voie intrapéritonéale. 11 ne peut
étre exclu que les NOD et les TLR coopérent pour combattre les pathogénes en induisant la
réponse immune adaptée. Cependant, I’influence exacte de chaque récepteur sur I’autre dans

la réaction allergique reste inconnue.

L’implication des DCs dans I’amplification de la réponse Th2 induite par I’agoniste de
NOD1 dans notre modele d’asthme allergique

Au regard des résultats obtenus, in vitro chez I’homme et in vivo chez la souris, qui sont
similaires en ce qui concerne I’induction des chimiokines pro Th2 (CCL17 et CCL22) par
I’agoniste de NOD1, il était essentiel d’identifier les cellules productrices de CCL17 et de
CCL22 chez la souris. Nous avons regardé au niveau du poumon quel type cellulaire est
impliqué dans la libération de ces chimiokines. Les résultats ont montré que les sources de
CCL17 sont multiples (les cellules dendritiques, les lymphocytes T et les macrophages) alors
que CCL22 semble étre produite essentiellement par les macrophages. Une augmentation
importante en pourcentage des cellules CD4" CCL17" a été observée aprés la sensibilisation
par OVA+FK156, suggérant qu’en plus du recrutement accru des cellules, une activation
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spéecifique des cellules T se soit produit par des cellules systémiquement activées par
I'agoniste de NOD1. Compte tenu du réle des cellules dendritiques nous avons postulé que ces
cellules pourraient participer a la régulation et/ou au développement de la réponse Th2 induite
par I’agoniste de NODL1.

Pour vérifier si I’amplification de la réponse Th2 induite par I’agoniste de NOD1 dans
notre modele d’asthme allergique passe bien par une action de I’agoniste de NOD1 au niveau
des cellules dendritiques, nous avons effectué le transfert adoptif de DCs stimulées (OVA-DC
ou OVA/FK156-DC) par voie intrapéritonéale pour immuniser des souris sauvages. Ce
transfert a été suffisant pour restaurer I’'inflammation éosinophilique, la production d’IgE
specifiques de I’OVA et la production de cytokines et de chimiokine pro Th2 particulierement
le CCL17. Cette inflammation est encore plus importante chez les souris sensibilisées avec
des DCs stimulées avec de I'OVA plus FK156. Nos résultats montrent clairement que
I’injection de DCs activées par voie intra péritonéale induit une inflammation pulmonaire de
type Th2. Ainsi nos résultats soutiennent le concept décrivant les DCs comme essentielles
pour I'induction de I’asthme allergique [627]. Toutefois, I'importance des DCs dans
I’induction d’une réponse Th2, suite a I’activation de NOD1, est mise en doute par d’autres
groupes [599], [601]. Une étude récente a démontré que la réponse Th2 systémique induite
suite a I’activation de NOD1, est dépendante des cellules stromales qui produisent le TSLP.
Dans cette étude il a été montré que la détection de ligand de NOD1 par la DC n’est pas
suffisante pour induire une réponse Th2 au niveau de la rate, néanmoins, la DC contribue a
cette réponse. Au regard des résultats de cette étude et de la ndtre, nous suggérons que
I’activation des DCs, par I’agoniste de NOD1 plus OVA, par voie intrapéritonéale contribue
majoritairement a I’induction de la réponse Th2 au niveau du poumon mais pas au niveau de
la rate. D’ailleurs, la voie intrapéritonéale constitue la voie classique pour I’'immunisation
dans les modeles d’asthme ou d’inflammation des voies respiratoires pour induire une réponse
Th2 robuste, malgré qu’elle ne reproduit pas fidélement le profil rencontré chez I’humain, qui
est plutét sensibilisé a des allergenes inhalés.

On peut imaginer que I’agoniste de NOD1 utilisé comme adjuvant, empruntant la voie
systémique, c’est-a-dire intrapéritonéale, suit le méme chemin que I’Alum qui est I’adjuvant
le plus utilisé dans les modeles d’asthme. Il a été proposé qu’a I’état de base, les antigenes de
la cavité péritonéale atteignent passivement les ganglions médiastinaux rapidement (<2
heures) apreés leur injection en passant a travers les stomates du diaphragme, des canaux qui
connectent la cavité péritonéale au réseau lymphatique. Une fois les antigénes dans les
ganglions, la présentation antigénique se fait par les DCs immatures résidentes, de maniere a
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induire une réponse tolérogénique [628], [629]. En conditions inflammatoires, lorsque
I’adjuvant Alum est combiné a I’antigéne, des monocytes et DCs inflammatoires sont recrutés
au site d’injection. De plus, les DCs résidentes du péritoine sont activées par un signal de
danger interne déclenché par I’adjuvant. Les antigénes sont captés par ces cellules
présentatrices d’antigénes, qui migrent vers les ganglions médiastinaux. Les monocytes
inflammatoires se différencient en DCs matures capables de stimuler les cellules T de maniere
a générer des cellules T effectrices et mémoires. La voie intrapéritonéale induit, pour ainsi
dire, spécifiguement une réponse au niveau des voies respiratoires [629].

Etant donné que nous avons montré que I’injection par voie systémique de I’agoniste de
NOD1 ou de DC activée permet d’induire une réponse au niveau des poumons, ceci nous
permet de spéculer quant aux événements pouvant déclencher I’initiation de I’asthme et des
maladies inflammatoires pulmonaires. Ces données laissent a penser que d’une part, certaines
infections (I’infection sanguine due a certains parasites et a leurs ceufs) ou maladies, au cours
desquelles des DCs sont activées ailleurs dans I’organisme, pourraient avoir des conséquences
indésirables au niveau des poumons. D’autre part, on pourrait imaginer que lors d’une
vaccination le récepteur NOD1 pourrait étre activé par des composants bactériens présents
dans le vaccin, et ainsi amplifier la réponse Th2. Certains vaccins comme Bordetella pertussis
ont été soupconnés de favoriser I’apparition de I’asthme [630], [631]. Il est important de noter
que Magalhaes et al, ont montré que la toxine tracheale libérée par Bordetella pertussis peut
activer le récepteur NOD1 [632].

Sachant que les DCs sont les principales cibles cellulaires des nouveaux vaccins, nos
résultats identifient NOD1 comme une nouvelle cible au niveau des DCs, susceptible de jouer
un réle important dans la modulation de la réponse immune. Il serait donc primordial de tenir
compte de la présence des ligands de NODL1 lors de la formulation des vaccins, afin d’éviter

des réponses inattendues.

La chimiokine CCL17 acteur principal dans I’amplification de la réponse Th2
pulmonaire

Dans le but de déterminer les médiateurs nécessaires a I’induction de la réponse Th2 au
niveau du poumon suite a I’activation de NODL1 et de préciser le rdle des DCs, nous avons
effectué une étude in vitro pour évaluer I’effet de I’agoniste de NOD1 sur les DCs dérivées de
la moelle osseuse de souris sauvages. Nous avons observé que I’agoniste de NOD1, combiné
avec I’OVA, induit la production de CCL17 et de CCL22, mais aucune production de TSLP

par les DCs. Il est important de signaler que le TSLP n’est pas augmenté au niveau des
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poumons de souris sensibilisées avec de ’OVA+FK156. Le TSLP a été décrit comme jouant
un role important dans la polarisation de la réponse Th2 au niveau de la rate, mais d’apres nos
résultats, il ne semble pas étre impliqué dans I’induction de la réponse Th2 au niveau du
poumon. Par contre, la chimiokine CCL17 est requise pour amplifier les composantes de
I’asthme allergique expérimental induite par OVA+FK156, comme le démontre I’absence
d’effet exacerbateur de I’asthme aprés le transfert adoptif des DC CCL17". Dans I'asthme
allergique, l'importance de la production de CCL17 par la DC dans la polarisation Th2 a été
précédemment soulignée par des expériences de reconstitution et de déplétion [633], mais
aussi dans un modele murin humanisé d'asthme [384]. La production de CCL17 et de CCL22
par les DCs, pendant le processus de sensibilisation, pourrait augmenter la durée d'interaction
entre les lymphocytes T CD4" exprimant le CCR4 et les DCs stimulées via NOD1, renforcant
ainsi la production de cytokines par les cellules T activées. Un tel mécanisme a été déja décrit
pour les DCs stimulé par Listeria qui, par leur production de CCL17 et de CCL1, peuvent
augmenter la production de cytokines par des cellules CD8" [634]. Dailleurs, il a été montré
que les DCs produisant CCL17 sont de meilleurs stimulateurs de la prolifération des cellules
T CD4" que les DCs déficientes en CCL17 [635]. Alferinck et al, ont montré que les DCs de
la rate n'expriment pas le CCL17, contrairement aux DCs périphériques, ce qui peut expliquer
la différence des mécanismes observés entre notre étude et I’étude de Magalhaes.

En conclusion, nos résultats montrent que I’agoniste de NOD1 se comporte comme un
excellent adjuvant de la réponse Th2 pulmonaire in vivo, qui passe essentiellement par le biais
d’une production de CCL17 par la cellule dendritique.

Comme in vivo et in vitro I’acteur principal qui favorise le développement du profil Th2
est le CCL17 et pour compléter les manipulations in vitro chez I’homme, il serait intéressant
de démontrer I'implication de CCL17 dans la polarisation de la réponse immune vers un
profil Th2 chez I’lhomme. Ceci pourrait étre realisé en utilisant des anticorps neutralisant de
CCL17, des inhibiteurs du récepteur CCR4 ou des siARN pour CCL17. Il est important de
regarder si on pourrait réorienter le profil des lymphocytes Th2 vers un profil Thl, au moins
in vitro, en activant d’autres PRR comme les TLR. D’ailleurs, de nombreux microorganismes,
composés microbiens ou méme des composés synthétiques capables d’interagir avec les
récepteurs TLRs, induisent une réponse Thl [468], [636].

Vu que centaines infections bactériennes peuvent aggraver I’asthme, il serait également
intéressant d’évaluer I’implication du récepteur NOD1 dans un modele d’infection par voie

aérienne.
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Quelle fonction attribuer au CCL18 dans I’orchestration de la réponse immune?

Il a été montré au laboratoire et par d’autres équipes une augmentation du CCL18 dans
les maladies allergiques, notamment I'asthme et la dermatite atopique [448], [449], [637], ce
qui suggere que le CCL18 puisse étre un acteur majeur de la réaction allergique. Dans notre
deuxieme étude nous avons évalué I’effet indirect de CCL18 sur la polarisation de la réponse
T via la DC (Article 11). La différenciation de monocytes de sujets sains en présence de GM-
CSF et CCL18 conduit au développement de DC de phénotype semi-mature, exprimant le
CCR7 et produisant la cytokine immunorégulatrice IL-10 et l'enzyme 2,3-indoleamine
dioxygenase. Ces DCs, en coculture avec les Lc T naifs allogéniques de sujets non
allergiques, induisent le développement de Lc T régulateurs de type Trl capables d'inhiber la
prolifération de Lc T effecteurs par un mécanisme dépendant des cytokines. Dans un autre
travail (Article I11), nous avons observé aussi que le traitement des LcT mémoires effecteurs
CD4'CD25 avec le CCL18 conduit & leur transformation en LcT régulateurs
CD4'CD25"Foxp3*. Les cellules générées produisant de I’IL-10 et du TGF-B sont capables
d’inhiber la prolifération des LcT effecteurs CD4"CD25 par un mécanisme dépendant a la
fois des cytokines et d’un contact cellulaire. Dans les deux études nous avons observé que
lorsque les monocytes et LcT mémoire proviennent de patients allergiques, I'effet tolérogene
de CCL18 est perdu probablement suite a la diminution observée de la fixation de CCL18 a
son récepteur putatif. Nous avons montré dans notre laboratoire qu’un traitement, avec de
faibles concentrations (10™°M) et pendant un temps court (2h30), des Lc T mémoires avec du
CCL18 était suffisant pour générer des Lc T régulateurs fonctionnels. Le CCL18 est exprimé
fortement dans les poumons et de fagcon moindre dans les organes lymphoides secondaires
[425], par conséquent, il est probable qu’in vivo un passage rapide dans les organes
lymphoides et des doses minimes de CCL18 soient suffisants. Par contre, la différenciation
des DCs régulatrices a nécessité de grandes concentrations de CCL18 (10”'M) et un traitement
long (5 jours). Ces concentrations élevées peuvent étre atteintes dans les poumons [425], ou
CCL18 est exprimée de facon constitutive. Ainsi, il a été montré que les macrophages
alvéolaires produisent des niveaux élevés de CCL18 [337]. Le monocyte est une cellule
sanguine immature de la famille des leucocytes, qui provient de la moelle osseuse. Ces
cellules se différencient dans les tissus ou elles résident, et sont ainsi a I’origine des
macrophages et des DCs. On peut imaginer que les monocytes recrutés dans le poumon
baignent dans un environnement riche en GM-CSF produit par les cellules épithéliales
bronchiques et en CCL18 secrété par les macrophages alvéolaires. Ainsi stimulés, ils se
différencieraient en DCs semi matures, exprimant les molécules de costimulation et de CMH
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de classe Il a des niveaux intermédiaires. Ces DCs semi-matures qui expriment aussi le CCR7
sont potentiellement capables de passer des épithélia vers les organes lymphoides. La
présence de ce genre de DCs dans les organes lymphoides en contact avec les Lc T naifs
conduirait a une réponse régulatrice. De plus, ces DCs produisent de I’'lL-10 et expriment
I’IDO. Cette enzyme est impliquée dans le catabolisme oxydatif du tryptophane et joue un
role essentiel dans la régulation des Lc T. Les modifications biochimiques dues au
catabolisme du tryptophane ont des effets profonds sur la prolifération, la différenciation, les
fonctions effectrices et la viabilité des Lc T [638], [639].

Nos études sur le CCL18 montrent un effet immunobiologique régulateur d’une
chimiokine, un concept trés nouveau dans I’étude de ces molécules. Tres récemment une autre
chimiokine, XCL1, a été impliquée dans le développement de Lc T régulateurs par les DCs
thymiques. Celles-ci expriment le récepteur XCR1, tandis que les cellules epithéliales
thymiques médullaires expriment son ligand XCL1. Les souris déficientes en XCL1
présentent un défaut d'accumulation de DCs et de génération de cellules T régulatrices
naturelles dans le thymus [640]. Un réle régulateur de CCL18 pourrait méme étre envisagé
dans ce contexte, au vu de sa forte expression au niveau thymique.

En conclusion nos études montrent pour la premiere fois que CCL18 est capable
d'induire le développement d'une réponse tolérogénique. Cependant, cette fonction est absente
chez les donneurs allergiques qui présentent un défaut de liaison du CCL18 a son récepteur,
ce qui pourrait participer a la diminution de la tolérance observée dans les maladies
allergiques. Ces données révelent un potentiel thérapeutique de CCL18 et de son récepteur qui
est & ce jour inconnu. Désormais les efforts devraient se concentrer sur I’identification de ce
récepteur et sa régulation. Il pourrait s’agir du PITPNM3 tres récemment montré comme étant
un récepteur fonctionnel de CCL18 [447] présent sur les cellules cancéreuses mammaires, ce
qui n’exclut pas la présence d’autres récepteurs GPCR simples ou en combinaisons plus
complexes (dimére de la méme famille de récepteurs de chimiokines, de familles différentes

(Sohy, 2009) ou encore un récepteur de chimiokine avec une autre molécule membranaire).
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