
HAL Id: tel-01249541
https://theses.hal.science/tel-01249541

Submitted on 4 Jan 2016

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Neutraligands de la chimiokine CXCL12 dans l’asthme
Francois Daubeuf

To cite this version:
Francois Daubeuf. Neutraligands de la chimiokine CXCL12 dans l’asthme. Pharmacologie. Université
de Strasbourg, 2013. Français. �NNT : 2013STRAJ112�. �tel-01249541�

https://theses.hal.science/tel-01249541
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

UNIVERSITÉ DE STRASBOURG 
 

 

ÉCOLE DOCTORALE des Sciences de la Vie 
et de la Santé 

UMR7200, Laboratoire d'innovation thérapeutique 

 
 

THÈSE  présentée par : 

François DAUBEUF 
 

soutenue le : 11 décembre 2013 
 

 

 

 

pour obtenir le grade de : Docteur de l’université de Strasbourg 

Discipline/ Spécialité : Pharmacologie 

 

NEUTRALIGANDS DE LA CHIMIOKINE 

CXCL12 DANS L'ASTHME 

 
 

 
 
 
 

Jury 
 
Pr CHANEZ Pascal Rapporteur 

Pr MAGNAN Antoine Rapporteur 

Pr CHAMBON Pierre Examinateur 

Dr GALZI Jean-luc Invité 

Dr FROSSARD Nelly Directeur de thèse  

 



2 
 

Remerciements 

 
 
Ce travail a été effectué au sein de l'unité mixte de recherche UMR7200, laboratoire d'innovation 

thérapeutique, sous la direction de Madame le Docteur Nelly Frossard.  

Merci de m'avoir ouvert les portes de votre laboratoire, pour votre confiance et la liberté que vous 

m'accordez dans mon travail.  

Je tiens également à remercier vivement les membres du jury qui m'ont fait l'honneur de juger ce 

travail malgré leurs obligations professionnelles: 

Je remercie le Professeur Pascal Chanez, le Professeur Antoine Magnan et le Professeur Pierre 

Chambon d'avoir accepté d'être rapporteurs pour ce travail. 

Je remercie également le Professeur Marcel Hibert, directeur de l'UMR7200, pour m'avoir accueilli 

au sein du laboratoire d'innovation thérapeutique, mais aussi pour sa confiance et son soutien. 

Je tiens tout particulièrement à remercier l'ensemble des participants et des intervenants qui ont 

bâti ces travaux et sans qui ces résultats n'existeraient pas. 

Je remercie le Docteur Jean-Luc Galzi, directeur de l'UMR7242, laboratoire de Biotechnologie et 

signalisation cellulaire, et son équipe qui ont réalisé l'ensemble des tests fonctionnels in vitro. Merci 

à Muriel Hachet-HaaS pour son travail, sa patience et son aide précieuse, ainsi qu'à Dayana Abboud 

pour son travail et son enthousiasme. 

Je remercie également le Docteur Dominique Bonnet et son équipe de chimiste pour la conception 

et la synthèse des nouveaux neutraligands.  

Merci à Bruno Didier, Vincent Gasparik, Pierre Regenass et Stéphanie Riché, pour votre bonne 

humeur permanente, votre disponibilité, et évidement pour les composés.  

Merci au Professeur Jacques Haiech, pour ses précieuses interventions et sa disponibilité lors de nos 

réunions de travail. 

Merci à Patrick Gizzi, de la plateforme TechMed'ILL, pour l'ensemble des analyses physicochimiques, 

pour ton soutien et ton temps. Je reste disponible pour les prochaines pharmacocinétiques ! 

Je remercie également toute l'équipe de la plateforme IMABIO de l'IPHC: Virgile BECKAERT, Ali 

OUADI, Patrice MARCHAND et son directeur, et le Docteur David BRASSE. Merci à tous pour votre 

aide, votre disponibilité, votre bonne humeur communicative, votre temps et les "diners" improvisés 

lors de nos très longues journées de travail. J'espère que nous aurons l'occasion de travailler 

ensemble à nouveau. 



3 
 

Merci à Julien Becker, pour ton aide, ton optimisme et ta bonne humeur partagés lors de nos 

journées cytométrie, mais aussi pour les journées passées ensemble en compagnie du Flexivent®... 

Merci aussi à Claudine Ebel, pour son aide technique précieuse, sans laquelle les cytomètres 

resteraient muets ou pire! 

Merci aux personnes de la faculté, de l'ESBS, de l'GBMC, de l'ICS et nos collaborateurs que j'ai 

côtoyés. 

Je remercie chaleureusement les membres de notre laboratoire, Samila, Simona et Manuel. Merci 

pour votre amitié, pour toutes ces idées et conseils échangés, ainsi que pour tous ces bons moments 

passés, au laboratoire et en dehors. Merci aussi pour votre soutien. 

Merci également à Laurent, Alaa, Jihu et Malika pour votre confiance et pour m'avoir permis de 

diversifier mon travail et mes expériences. 

Je ne peu m'empêcher de penser également aux animaux, rats et souris, qui m'ont accompagné et 

m'accompagneront encore durant mes journées et mes weekends de travail. 

Merci à la Région Alsace, au Labex Médalis et au fond de dotation " recherche en santé 

respiratoire", ainsi qu'à la société de Pneumologie de Langue Française, pour avoir financé mon 

travail.  

Je terminerai en remerciant particulièrement ma famille, notamment mes parents. Merci pour votre 

soutien sans faille, merci d'avoir cru en moi et de m'avoir poussé dans la vie. Je n'en serais pas là sans 

votre aide et votre amour. Merci à ma mère d'avoir sans cesse aiguisé ma curiosité et merci à mon 

père de m'avoir fait découvrir la pêche, le premier moteur de ma vie, sans lequel je n'en serais pas là 

aujourd'hui. Merci à tous les deux. 

Merci également à mes frères Stéphane et Vincent, acteurs de nos expéditions et expériences 

collectives. Je vous souhaite le meilleur pour vos vies respectives. Même si la distance n'aide pas, je 

serai toujours là pour un meuble Rubic's Cube! ou autre...  

Merci à mes grands parents pour leur sagesse, leurs conseils avisés et leur soutien. Un grand merci à 

tous les autres membres de ma famille, Nathalie, Jean-Pierre, Eléonore et Solène pour tous les bons 

moments passés ensemble et vos encouragements. 

Je remercie également ma belle-famille pour m'avoir accueilli avec tant de gentillesse.  

  



4 
 

Merci à mes coéquipiers et amis pêcheurs du Team Garbolino Osthouse, pour votre patience et 

d'avoir pallié à mon absence lors des championnats. Je me rattraperai dès la saison prochaine. Merci 

également à Francis et à mes ex-coéquipiers du Team Sensas Multipeche Normandie, de m'avoir 

fait profiter de votre expérience de la pêche et de la vie, pour votre amitié et les bons moments 

passés au bord de l'eau et autour d'un bon repas. Merci aussi à Jean-Pierre et Patricia, pour votre 

amitié, nos soirées pêche et vie au laboratoire et nos sorties. 

A tous, à très bientôt au bord de l'eau ! 

 

Enfin, merci à Christine, ma seconde source d'inspiration (dans l'ordre chronologique) et mon 

moteur d'aujourd'hui. Merci de me supporter tous les jours, et pour ton soutien indéfectible, au 

travail comme à la maison ou au bord de l'eau. Merci pour ton aide et ton "coaching" lors des 

championnats passés et à venir. Je te promets de continuer à te faire voyager, de passer à nouveau 

du temps à tes cotés, et de terminer les meubles...   



 



5 
 

Résumé  

La chimiokine CXCL12 et ses récépteurs CXCR4 et CXCR7, sont impliqués dans l'organogenèse et dans 

l'homéostasie ainsi que dans de nombreuses pathologies incluant l'asthme. La collaboration entre le 

laboratoire d'innovation thérapeutique, le laboratoire de biotechnologie et signalisation cellulaire, et 

la plateforme Techmed’ILL, a récemment mis en évidence un neutraligand de CXCL12, la chalcone 4, 

capable de bloquer la liaison de CXCL12 à ses récépteurs, et présentant une activité anti-

inflammatoire dans un modèle d'asthme allergique chez la souris. Ces résultats prometteurs sont 

cependant ternis par la très faible solubilité du composé (9 µM) et les possibles effets indésirables 

liés à la perturbation des autres fonctions de CXCL12. Ainsi, notre travail a consisté à proposer des 

stratégies permettant le développement de molécules actives, biodisponibles et aptes à promouvoir 

une action locale, et aussi a étudier le mécanisme d'action in vivo des neutraligands de CXCL12. 

Pour cela, nous nous sommes tout d'abord appliqués à développer un modèle court d'asthme 

allergique chez la souris, adapté à une évaluation rapide de l’activité anti-inflammatoire des 

nouveaux composés, dans le but d'optimiser les échanges entre nos équipes et garantir un 

développement raisonné des stratégies envisagées. Nous avons mis au point un modèle rapide et 

reproductible, présentant les principales caractéristiques de l'asthme allergique, et apte à réduire les 

délais et les coûts sans nuire à la qualité des résultats. 

Nous avons ensuite développé trois prodrogues solubles de la chalcone 4, inactives mais rapidement 

clivées en chalcone 4 active, et adaptées à une administration locale dans les voies aériennes. Leur 

étude in vivo a mis en évidence que les prodrogues inhibent le recrutement des cellules 

inflammatoires dans le modèle rapide d'asthme, à des doses 10000 fois plus faibles que par voie 

systémique, des doses aptes à limiter les effets indésirables. 

Pour favoriser davantage l'action anti-inflammatoire locale du neutraligand et limiter les effets 

secondaires, nous avons également synthétisé un neutraligand de CXCL12 doué d'une durée de vie 

courte, et rapidement dégradé avant sa distribution dans l'organisme: une ante-drogue. Nous avons 

mis en évidence que le dérivé carbonitrile-chalcone 4 est un neutraligand de CXCL12 rapidement 

dégradé en deux composés inactifs dans les milieux biologiques et réduit significativement 

l'inflammation dans le modèle rapide d'asthme uniquement lors de son administration locale. Cette 

approche a permis d'obtenir un neutraligand actif localement, adapté aux traitements de l'asthme, 

sans perturber les autres fonctions de la chimiokine CXCL12 dans l'organisme. 

Enfin, l'étude de la chalcone 4 dans un modèle murin d'asthme nous a permis de mettre en évidence 

une activité antiasthmatique significative, agrémentée d'une diminution de l'hyperréactivité 

bronchique, de l'inflammation et du remodelage bronchique. Une activité liée à l'élimination rapide 

de la chimiokine CXCL12 du poumon (-20%). La capture de CXCL12 par le neutraligand reduit la 

différenciation des macrophages M1 et leur libération de cytokines pro-inflammatoires en réponse à 

l'allergène. La neutralisation de CXCL12 diminue aussi le recrutement des éosinophiles et des 

lymphocytes  CXCR4+.  Enfin, nos résultats mettent en évidence le rôle de CXCL12 sur l'expression du 

CD14 par les macrophages et son implication dans la réponse aux endotoxines, un lien qui peut être 

régulé par un neutraligand de CXCL12. 

En conclusion, nos travaux ont permis d'apporter des éléments mécanistiques liés aux rôles de la 

chimiokine CXCL12 dans l'asthme, de conforter l'intérêt des neutraligands de CXCL12 pour le 

traitement de l'asthme allergique et présenter deux stratégies intéressantes, adaptées à une 

administration locale, pour limiter les effets indésirables.   
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Résumé en anglais 

 

The chemokine CXCL12 and its receptors CXCR4 and CXCR7, are involved in organogenesis and 

homeostasis and in several diseases including asthma. The collaboration between the "laboratoire 

d'innovation thérapeutique", the "laboratoire de biotechnologie et signalisation cellulaire", and the 

Techmed'ILL platform , recently highlighted a CXCL12 neutraligand, chalcone 4 , able to prevent 

CXCL12 binding to its receptors , and having an anti -inflammatory activity in a mouse model of 

allergic asthma. However, these promising results are overshadowed by the very low solubility of the 

compound (9 µM) and the possible adverse effects due to the disruption of other functions of 

CXCL12. Thus , our work consist in proposing strategies for the development of active and 

bioavailable molecules able to promote local action, and also to study the in vivo mechanism of 

action of the CXCL12 neutraligands. 

To do this, we initially applied to develop a short mouse model of allergic asthma, suitable for a rapid 

assessment of the anti -inflammatory activity of new compounds, in order to optimize exchanges 

between our teams and ensure rational development of the proposed strategies . We developed a 

short and reproducible model, presenting the main features of allergic asthma, and able to reduce 

time and cost without compromising the quality of results. 

Following this step, we develop three soluble and nactive prodrugs of the chalcone 4, but rapidly 

cleaved in active chalcone 4 and adapted to local administration in the airways. Their in vivo study 

showed that the prodrugs inhibit the recruitment of inflammatory cells in the short model of asthma 

at doses 10,000 times lower than following systemic administration: suitable doses to minimize side 

effects. 

To promote the benefit of local anti-inflammatory action of CXCL12 neutraligand and limit side 

effects, we also synthesized a CXCL12 neutraligand with a short lifespan, and rapidly degraded before 

its distribution in the body : an antedrug. We have demonstrated that the carbonitrile-chalcone 4 

derivative is a CXCL12 neutraligand rapidly degraded in two inactive compounds in biological fluids 

and able to reduces significantly the inflammation in asthma, only after local administration in the 

short model. This approach yielded to create a neutraligand active locally, adapted to the treatment 

of asthma , without disturbing other functions of the CXCL12 chemokine in the body. 

Finally, the study of chalcone 4 in a murine model of asthma has allowed us to highlight a significant 

asthma activity, characterized by a decrease in airway hyperresponsiveness, inflammation and 

bronchial remodeling. An activity related to the rapid elimination of the CXCL12 chemokine from the 

lung (-20% ). The trapping of CXCL12 by the neutraligand reduced M1 macrophage activation and 

their release of pro inflammatory cytokines in response to the allergen. Neutralization of CXCL12 also 

decreases the recruitment of eosinophils and lymphocytes CXCR4+. Finally, our results highlight the 

role of CXCL12 on the expression of CD14 by macrophages and its involvement in the response to 

endotoxin , a link that can be controlled by a neutraligand of CXCL12. 

In conclusion, our work provided mechanistic elements related to the roles of chemokine CXCL12 in 

asthma, strengthen the interest of CXCL12 neutraligands in the treatment of allergic asthma and 

present two interesting strategies tailored to local administration to limit adverse effects. 
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I. L'asthme allergique 

L'asthme est une des maladies les plus fréquentes dans les pays industrialisés. Elle affecterait environ 

300 millions d'individus, et sa prévalence ne cesse d'augmenter. En France, l’asthme concerne près 

de 3,5 millions de patients dont un tiers a moins de 15 ans. Cette maladie est responsable d'environ 

2000 morts par an en France. Selon l'organisme international, Global Initiative for Asthma (GINA), la 

fréquence de l'asthme progresse à mesure que les communautés adoptent des modes de vie 

occidentaux et que l'urbanisation croît. Avec l'évolution de l'urbanisation, l'augmentation de 

l'asthme devrait se poursuivre durant les prochaines années. Le GINA estime ainsi un ajout de 100 

millions d'asthmatiques supplémentaires en 2025.  

 

 
 

Figure 1: Prévalence de l'asthme selon GINA (2006). 

I.1. Physiopathologie de l'asthme 

L'asthme est une maladie inflammatoire chronique dont les symptômes majeurs sont la dyspnée, 

une respiration sifflante intermittente, la toux et l'essoufflement du patient. Ces symptômes sont 

variables et réversibles spontanément ou après traitement. L'asthme est caractérisé par la présence 

d'une hyperréactivité des voies aériennes : une réponse bronchique exagérée est déclenchée lors de 

l’exposition à divers stimuli ou facteurs déclenchant et conduisant à une bronchoconstriction, des 

bouchons muqueux et une augmentation de l'inflammation. L'asthme est un syndrome 

multifactoriel, le plus souvent associé à l'atopie, une aptitude anormale d'un individu à synthétiser 

des immunoglobulines E (IgE) spécifiques, dirigées contre les allergènes naturels entrant en contact 
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avec l'organisme par des voies naturelles. Il s'en suit une réponse immédiate caractérisée par 

l'activation des cellules portant les IgE spécifiques de l'allergène, en particulier les mastocytes et les 

macrophages. Ces cellules sécrètent alors des médiateurs, ceux-ci entrainant une obstruction 

bronchique. Plus tardivement, les cellules activées dans les bronches vont libérer des cytokines et 

des chimiokines, qui vont induire à leur tour le recrutement de cellules inflammatoires comme les 

éosinophiles (Barnes PJ. 1996, Tillie-Leblond et al. 2004, Murphy et al. 2010). 

Le terrain génétique, le stress psychologique ou encore l'influence hormonale font partie des 

facteurs endogènes impliqués dans le déclenchement d'une crise d'asthme, mais aussi dans la 

chronicité de la maladie. Parmi les facteurs exogènes favorisant l’asthme, on compte les allergènes, 

les virus, les polluants atmosphériques, la fumée de tabac ou encore l'intolérance à l'aspirine. 

L'asthme est plus ou moins sévère et la classification actuelle comprend une distinction en différents 

degrés : intermittent, persistant léger, persistant modéré et persistant sévère. Afin de mieux traiter 

l'asthme et de réduire la morbidité, des recommandations internationales ont été initiées en 1995 

par le GINA (Global Initiative for Asthma) et sont révisées chaque année (Tableau 1). 

 

Caractéristiques Contrôlé  
Partiellement 

contrôlé 
Incontrôlé 

Symptômes journaliers 
Aucun (2 fois ou moins 

par semaine) 
Supérieur à 2 fois par 

semaine 

trois ou plusieurs 
caractéristiques de 

l'asthme partiellement 
contrôlées 

Limitation des activités Aucun N'importe laquelle 

Symptômes nocturnes / 
au réveil 

Aucun N'importe lequel 

besoin de secours/ 
recours aux inhalateurs 

Aucun 
Supérieur à 2 fois par 

semaine 

Fonction pulmonaire Normale < 80% du VEMS 

Tableau 1: Description des caractéristiques cliniques de l'asthme contrôlé, partiellement contrôlé, et 
incontrôlé selon GINA (2012). Un suivi médical est recommandé sur une période de 4 semaines. Plusieurs 
caractères sont reconnus par l'organisation pour augmenter le risque d'événements indésirables dans le futur : 
un mauvais suivi médical, la fréquence des exacerbations l'année précédente, la non-hospitalisation en soins 
intensifs lors des crises d'asthme, un faible Volume Expiratoire Maximal par Seconde (VEMS), l'exposition à la 
fumée de cigarette, une médication à forte dose. D’après "Pocket Guide For Asthma Management And 
Prevention", GINA, 2012. 

 
 
L'asthme est une maladie particulièrement invalidante, apparaissant au cours des premières années 

de la vie, ou à l'âge adulte. Il n’existe, à l'heure actuelle, aucun traitement curatif. Son degré de 

sévérité détermine les modalités du traitement des patients (Figure 2). Ces traitements agissent sur 

la survenue des symptômes (bronchodilatateurs, agonistes de type β2-adrenergiques) ou servent à 

limiter l'inflammation (corticoïdes) pour permettre un meilleur contrôle à long terme. 
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Figure 2: Gestion du traitement de l'asthme chez l'adulte et l'enfant de plus de 5 ans selon GINA (2012). Le 
besoin individuel de chaque patient, les préférences et la situation financière doivent être pris en compte dans 
le traitement du patient. Le traitement recommandé est identifié par les cases en vert. Lorsque les symptômes 
l'exigent, il convient d'administrer un bronchodilatateur en plus du traitement de fond quotidien. Le suivi du 
patient doit être régulier et le traitement doit être revu afin de rester adapté. En cas d'aggravation de l'asthme, 
il convient de passer à l'étape suivante. Lorsque l'asthme est sous contrôle depuis 3 mois, une réduction 
progressive du traitement d'entretien peut-être envisagé. *glucocorticostéroïdes inhalés (GCS), **antagoniste 
des récepteurs ou inhibiteur de synthèse des leucotriènes. D’après "Pocket Guide For Asthma Management 
And Prevention", GINA, 2012. 

 

L'inflammation bronchique, la bronchoconstriction et l'hypersécrétion de mucus sont les mécanismes 

les plus souvent évoqués dans la pathophysiologie de l'asthme. Ces phénomènes conduisent à 

l'hyperréactivité bronchique face à des stimuli physiques, chimiques ou pharmacologiques tels que 

l'acétylcholine, la métacholine, l'histamine ou la prostaglandine F2 . 

La gêne respiratoire est liée à la contraction du muscle lisse bronchique provoquée par des 

médiateurs libérés par des cellules inflammatoires, en particulier le mastocyte. Ces médiateurs sont 

l'histamine, la tryptase, la prostaglandine D2 (PGD2) et les leucotriènes (LT) C4 et D4. Le système 

nerveux autonome, contrôlant la contraction et la relaxation du muscle bronchique, est aussi 

impliqué. De plus, les patients asthmatiques présentent une hypertrophie du muscle lisse 

bronchique, une fibrose sous-épithéliale par dépôt de collagène et de myofibroblastes et un œdème 

qui participent aussi à l'obstruction bronchique (Figure 3) (Fahy et al. 2000). L'épaisseur de la paroi 
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bronchique est plus importante, le calibre des bronches est diminué et la réactivité bronchique 

augmentée. Une autre cause de l'obstruction bronchique est l'hypersécrétion de mucus. Les glandes 

à mucus et les cellules caliciformes sont plus nombreuses, hypertrophiées et participent directement 

à l'épaississement de la paroi bronchique. 

 

 

Figure 3: Physiopathologie de l'asthme. L'obstruction bronchique observée dans l'asthme est multifactorielle 
et met en jeu une hyperplasie du muscle lisse bronchique, une hypersécrétion de mucus, une infiltration 
cellulaire, un œdème, et une desquamation épithéliale. Il en résulte une diminution du calibre des bronches qui 
réduit le passage de l'air et induit les symptômes caractéristiques de la crise d'asthme. Adapté de Wadsworth 
et al. 2012. 

 

 
Le processus inflammatoire dans l'asthme se caractérise par une accumulation de cellules 

inflammatoires dans la paroi bronchique, telles que des éosinophiles, des lymphocytes T CD4+ et 

CD8+, des lymphocytes B, des macrophages, des cellules dendritiques, des mastocytes et dans 

certains cas des neutrophiles (Barnes PJ. 2008). L'inflammation bronchique est également observée 

chez les asthmatiques asymptomatiques et l'importance de ces différences semble être liée à la 

sévérité de la maladie.  
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Une des conséquences de l'inflammation est la fragilité de l'épithélium. Elle se caractérise par une 

fragilité des cellules ciliées et caliciformes qui se détachent, dénudant la membrane basale. Ces 

lésions sont présentes même chez des asthmatiques peu symptomatiques. Les lésions de l'épithélium 

bronchique stimulent le processus de réparation qui provoque des changements structuraux de la 

paroi bronchique, souvent appelés "remodelage" bronchique (Barnes PJ. 1996). Il se forme un 

pseudo-épaississement de la membrane basale dû à un dépôt de collagène de type I, III et V et de 

fibronectine. Au contraire, le collagène de type IV, normalement majoritaire, est diminué dans 

l'asthme.  Le clivage de la molécule de collagène IV libère des inhibiteurs angiogéniques, comme la 

tumstatin. La diminution du collagène de type IV entraine une diminution de libération des facteurs 

anti-angiogéniques sous l'action de la MMP-9 (Métalloprotéinase matricielle 9 ou collagénase type 

IV), ce qui conduit à réduire l'apoptose de cellules endothéliales proliférantes et promeut 

l'angiogénèse (Burgess et al. 2010). La fibrose sous-épithéliale est aussi une cause de réduction de la 

lumière bronchique et de la plasticité des bronches, et participe à l'obstruction bronchique (Figure 4). 

 

 

 
Figure 4: Mécanismes dans la physiopathologie de l'asthme. Représentation des principaux mécanismes 
impliqués dans le développement de l'hyperréactivité bronchique (HRB) dans l'asthme. Cellules présentatrices 
d'antigènes (CPA). 
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I.2. Mécanisme de l'inflammation dans l'asthme 

I.2.1. Sensibilisation et réponse à l'allergène 

L'asthme est souvent associé à l'atopie, qui se manifeste par des mécanismes dépendants des 

immunoglobulines E (IgE) et des lymphocytes. Les deux principaux sous-types de lymphocytes T-

helper (Th) CD4+ sont caractérisés par leur profil de synthèse de cytokines (Fietta et al. 2009). Les 

Th1 produisent de l'interleukine (IL)-2 qui stimule la prolifération des lymphocytes T, de l'interféron-γ 

(IFN-γ) qui inhibe la synthèse d'IgE par les lymphocytes B et produisent du TNF-β (Tumor Necrosis 

Factor β). Au contraire, les lymphocytes Th2, qui sont impliqués dans l'asthme, sécrètent de l'IL-4, de 

l'IL-5, de l'IL-9, de l'IL-13 et de l'IL-16. Ces cytokines Th2 sont impliquées dans le développement de la 

réaction d'hypersensibilité. L’IL-4 permet la synthèse des IgE par différenciation des lymphocytes B 

en plasmocytes sécréteurs d’IgE, dirige les lymphocytes T vers une réponse Th2, empêche la mort 

des cellules T activées (Zamorano et al. 2003, Maes et al. 2012), contrôle les taux des récepteurs aux 

IgE à la surface des mastocytes (Ryan et al. 1998), des éosinophiles (Iikura  etal. 2001) et des cellules 

musculaires lisses (Redhu et al. 2009). L'Il-4 peut également réguler l'expression des récepteurs aux 

cytokines et chimiokines comme l'expression des récepteurs "decoy" à l'IL-1 à la surface des 

macrophages (Gordon S. 2003) ou encore l'expression de CXCR4 et CCR5 à la surface des 

lymphocytes T (Creery et al. 2006). 

Les lymphocytes T sont activés par un antigène, présenté par les cellules présentatrices d'antigènes 

qui expriment à leur membrane des molécules de classe II du système d'histocompatibilité (MHC II). 

Les cellules présentatrices d'antigènes (CPA) des voies aériennes sont constituées par des cellules 

dendritiques et les macrophages différentiés après avoir capturé un allergène. Dans l'asthme, Les 

CPA polarisent les cellules T helper naïves (Th0) en Th2 qui vont alors secréter leurs cytokines 

inflammatoires (Akbari et al. 2005). 

Les cytokines Il-4 et IL-13 stimulent la prolifération des lymphocytes B spécifiques de l'allergène et 

favorisent la production d'immunoglobuline de type E. Le processus est initié lorsque l'allergène se 

lie au récepteur des cellules B (BCR) présent sur les lymphocytes B.  

L'antigène provenant d'un allergène peut être présenté par une CPA, ou directement capturé dans le 

milieu environnant après avoir été libéré par une cellule phagocytaire. Le BCR est formé d'une 

immunoglobuline permettant la reconnaissance de l'allergène et des CD79 responsables de la 

transduction du signal. L'immunoglobuline du BCR est de type IgM sur les lymphocytes matures et 

naïfs, mais peut être de type IgG, IgA ou IgE sur les lymphocytes post-folliculaires, générés par la 

prolifération des lymphocytes B activés, et destinés à devenir des plasmocytes ou des cellules B 

mémoires. Par rapport aux lymphocytes B naïfs, les lymphocytes B mémoire ont un BCR à forte 

affinité pour l’antigène, de nature IgG, IgA ou IgE. 
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Lorsque l'antigène se lie aux BCR, de type IgM lors d'une première présentation ou de type IgE chez 

un patient déjà sensibilisé, à la surface des lymphocytes B, il est internalisé puis présenté à la surface 

de la molécule MHC de classe II. Le lymphocyte B activé peut alors migrer vers les zones riches en 

lymphocytes T des tissus lymphoïdes secondaires où le MHC-II est reconnu par les lymphocytes T 

CD4+ activés (Brink et al. 2008). Le MHC-II du lymphocyte B et le récepteur CD4 du lymphocyte Th2 

forment alors un complexe qui entraine la libération rapide d'IL-4 et l'expression du ligand CD40 

(CD40L) à la surface du lymphocyte Th2. Le CD40L se lie à son tour au récepteur CD40 présent à la 

surface de la cellule B. Cette interaction conduit à l'expression de B7 sur la cellule B  qui lie à son tour 

le CD28 sur la cellule T et engendre une surexpression d'IL-4 (Figure 5). L'IL-4 active en retour les 

récepteurs de l'IL-4 de la cellule B et déclenche la transcription du locus codant pour le gène de la 

chaîne lourde Cε des immunoglobulines (Bacharier et al. 2000). L'interaction CD40-CD40L déclenche 

la recombinaison de l'ADN codant pour la chaine lourde et entraine une délétion entrainant la 

synthèse d'IgE. Le lymphocyte B se différencie ensuite en plasmocyte capable de synthétiser des 

immunoglobulines de type E, spécifiques de l'allergène (OWang  et al. 2001, Vercelli. 2002). 

 

Figure 5: Interactions moléculaires et mécanismes conduisant à la production d'IgE. Représentation des 
principales interactions, entre les lymphocytes B et T activés, et mécanismes nécessaires au "Switch" des 
lymphocytes B conduisant à une production d'IgE dirigées contre un allergène. D’après Bacharier et al. 2000. 

 

Il existe deux types de récepteurs aux IgE : les récepteurs de forte affinité (FcεRI, KD ≈ 1 nM) et le 

récepteur de faible affinité (FcεRII ou CD23, KD ≈ 0,1-1 mM ). FcεR1 est exprimé à la surface des 

mastocytes, des basophiles et des macrophages sous la forme de tétramère (αβγ2). L'expression de 

la chaine β augmente l'expression à la surface de la cellule. Les récepteurs FcεRI non occupés par des 

IgE ont une demi-vie de 24 heures à la surface des mastocytes alors que les récepteurs liés aux IgE 

semblent exprimés durant toute la vie de la cellule. La liaison aux IgE entraîne le recrutement de la 

kinase SyK qui active plusieurs cascades de signalisation intracellulaire conduisant à l'activation du 

mastocyte ou du basophile. 
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Le récepteur de faible affinité FcεRII (CD23) est exprimé par les lymphocytes B, les lymphocytes T, les 

macrophages, les monocytes, les éosinophiles et les plaquettes. Son expression est augmentée sous 

l'influence des IgE et de l'IL-4. L'activation du récepteur par les IgE supprime la production d'IgE par 

les lymphocytes B,  active la phagocytose et entraine la production de NO et la libération de 

cytokines pro-inflammatoires par les macrophages (Zhang et al. 2007). Le récepteur FcεRII est 

également associé au le MHC de classe II à la surface des cellules présentatrices d'antigènes et 

potentialise la présentation de l'antigène (Rosenwasser etal. 2005). 

Le récepteur FcεRII peut aussi être libéré sous l'action de  protéases telles que ADAM10 mais aussi 

par l'allergène d'acarien Der p1 provenant de l'acarien Dermatophagoides pterronysinus. Le 

récepteur soluble FcεRII est impliqué dans la régulation de la production des IgE par les lymphocytes 

B. Il se lie aux IgE puis au récepteur CD21 présent sur les lymphocytes B et entraine une inhibition de 

la production des IgE lorsqu'il est sous la forme monomérique ou la stimule lorsqu'il est sous la forme 

d'un trimère, par ailleurs plus affine que la première, avec une constante d'affinité comprise entre 

10-100 mM  (Acharya et al. 2010). 

 

L'inhalation d'un allergène chez un patient allergique provoque une activation des cellules portant les 

IgE spécifiques de l'allergène, particulièrement les mastocytes et les basophiles présents dans les 

voies aériennes. Ces cellules sécrètent alors des médiateurs comme l'histamine, les enzymes 

protéolytiques et glycolytiques, des glycosaminoglycannes, de la PGD2 et du LTC4 qui vont stimuler la 

contraction du muscle lisse bronchique, stimuler les nerfs afférents, stimuler la sécrétion de mucus et 

induire une vasodilatation avec parfois formation d'un œdème. Dans un deuxième temps, les cellules 

activées libèrent des cytokines et des chimiokines dans la circulation qui vont stimuler le recrutement 

de cellules inflammatoires comme les éosinophiles (Broide et al. 2011). 

 

I.2.2. Les cellules inflammatoires 

I.2.2.1. Les mastocytes 

C'est en 1877 que l'allemand Paul Ehrlich découvrit des cellules aux granules très denses présentes 

dans le tissu conjonctif. Il les nomma "Mastzellen" ou mastocytes en français en 1878, et observa que 

leur nombre augmentait fortement chez les patients atteints de maladies inflammatoires chroniques. 

Les mastocytes sont situés dans la muqueuse bronchique en plus grand nombre chez les patients 

asthmatiques que chez les sujets sains (bradding et al. 1994) et sont situés dans la couche du muscle 

lisse bronchique et dans l'épithélium bronchique, près des vaisseaux et des terminaisons nerveuses 

sensitives (bradding et al. 1994, Ammit et al. 1997). Ils sont impliqués dans l'établissement, dans le 

maintien de l'inflamation allergique, dans la réponse aigue à l'allergène, ainsi que dans 
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hyperréactivité bronchique induite par l'allergène. Les mastocytes sont des cellules qui répondent à 

des "signaux de danger" et participent à l'immunité innée et acquise avec une libération immédiate 

ou retardée de médiateurs pré- ou néoformés impliqués dans la bronchoconstriction et 

l'inflammation.  

Les mastocytes présentent un cytoplasme dense, envahi de granules contenant des médiateurs 

préformés dont des protéases comme des tryptases, des chymases et la carboxypeptidase A, ainsi 

que du TNF-α ou encore de l'histamine qui est connue pour la promotion de la bronchoconstriction 

et une vasodilatation. Les mastocytes sont souvent classés en fonction de leur emplacement et / ou 

du contenu des granules. Chez la souris, les mastocytes ont été classés antérieurement en deux sous-

populations: les mastocytes de type muqueux et les mastocytes séreux (Tableau 2).  

 

Sous population de 

Mastocytes  
Tryptases Chymases 

Carboxypeptidase 

A 

Mastocytes de type 

muqueux  (MMC)  

 mMCP-1 

mMCP-2 

 

Mastocytes séreux 

(CTMCs)  

mMCP-6 

mMCP-7 

mMCP-4 

mMCP-5 

   mMCP-9* 

MC-CPA 

 

Tableau 2: Répartition des protéases dans les sous-populations de mastocytes chez la souris. Mucosal Mast 
Cell (MMC), Connective Tissue Mast Cell (CTMC), protéase des mastocytes de souris ou mouse mast cell 
protease (mMCP), carboxypeptidase A (CPA). *préférentiellement exprimé dans les mastocytes de la paroi 
uterine. D'après Pejler et al. 2010. 

 

Ces deux sous populations de mastocytes peuvent être identifiées à l'aide d'une coloration bleu 

alcian-safranine (McMenamin et al. 1996). Les granules des mastocytes de type muqueux sont riches 

en amines biogènes telles que l'histamine (bleu alcian +), alors que celles des mastocytes séreux sont 

riches en héparine (safranine +). La distribution et la population des mastocytes présents dans les 

voies respiratoires varient selon les espèces. Chez l'homme, les deux types de mastocytes sont 

présents en grand nombre dans les voies respiratoires inferieures, majoritairement autour de la 

trachée et le long des 6 premiers niveaux de l'arbre bronchique (Heard et al. 1990). En revanche, 

chez la souris, seuls des mastocytes de type muqueux sont présents, autour de la trachée et de la 

bronche primaire.  

Les mastocytes sont issus des cellules progénitrices de la moelle osseuse exprimant CD34 et le 

récepteur c-Kit du SCF (stem cell factor). Ces progéniteurs entrent dans la circulation, se lient à 
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l'endothélium via la protéine d'adhérence cellulaire VCAM-1 (Vascular cell adhesion protein 1) et les 

récepteurs d'adhésion cellulaire, les intégrines α4 et β7, puis migrent vers les tissus où ils deviennent 

matures (Hallgren et al. 2007). Les acteurs du recrutement des progéniteurs des mastocytes vers les 

tissus semblent être multiples. Les études in vitro, ont mis en évidence que de très nombreuses 

chimiokines (CCL1, CCL2, CCL3, CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, CXCL6, CXCL8, CXCL9, CXCL10, 

CXCL11, CXCL12, CXC3CL1...), facteurs de croissance (SCF, NGF, TGF-β, TNF-α) et dérivés de l'acide 

arachidonique (PGE2, PGD2, LTB4) sont capables d'induire un chimiotactisme des progéniteurs des 

mastocytes (Hallgren et al. 2011, Halova et al. 2012) et sont autant d'acteurs potentiels pour le 

recrutement des progéniteurs des mastocytes dans les tissus. Compte tenu du nombre d'acteurs 

potentiels et des mécanismes compensatoires pouvant être mis en place, il s'avère difficile 

d'attribuer un rôle spécifique pour ses agents chimioattractants dans le trafic des mastocytes in vivo. 

Il apparait cependant que les facteurs de croissance tels que le SCF et le NGF, ainsi que les 

chimiokines CXCL8, CXCL9, CXCL10 et CCL2, et le leukotriene B4 (LTB4) se démarquent et ont un rôle 

important dans le recrutement des progéniteurs des mastocytes (Collington et al. 2011).  

D'autre part, les cytokines de type Th1 et Th2, ainsi que les IgE ne semblent pas avoir d'effet sur le 

recrutement des progéniteurs des mastocytes vers les tissus (Hallgren et al. 2011). En revanche, les 

cytokines IL-3 et IL-4 sont décrites pour induire une hyperplasie des mastocytes dans les intestins, et 

plus récemment les IgE comme facteur anti-apoptotique favorisant la survie des mastocytes dans les 

poumons (Mathias et al. 2009). La cytokine IL-9 est impliquée dans la différentiation et la maturation 

des matocytes et pourrait être impliquée dans leur recrutement vers les tissus (Collington et al. 2011, 

Eller et al. 2011). 

Lorsqu'ils sont activés, les mastocytes produisent de nombreux médiateurs lipidiques, dérivés de 

l'acide arachidonique, et des cytokines (Prussin et al. 2003). L'acide arachidonique est libéré de la 

membrane péri-nucléaire du réticulum endoplasmique et transformé en plusieurs eicosanoïdes tels 

que la prostaglandine D2 (PGD2), la prostaglandine E2 (PGE2) et les leukotrienes LTB4 et cystéinyl-

leukoctriennes LTC4, D4 et E4. Le LTC4 semble être impliqué dans la réponse inflammatoire 

allergique et la prolifération des mastocytes. La PGD2 est le principal prostanoïde produit par les 

mastocytes et induit une vasodilatation et augmentation de la perméabilité des vaisseaux lorsqu'elle 

est libérée. La PGD2 peut également se lier au récepteur des prostanoïdes D (DP) présent sur les 

lymphocytes T, les CPA, les basophiles, éosinophiles, les mastocytes, les cellules épithéliales et les 

fibroblastes, et semble alors potentialiser la réponse inflammatoire et le développement de l'asthme 

(Arima et al. 2011).  

Dans l'asthme, les mastocytes sont une source importe de cytokines et chimiokines pro-

inflammatoires (Stone et al. 2010). Ils produisent des cytokines de type Th2 incluant l'IL-4, l'IL-5 et 

l'IL-13, ainsi que des chimiokines comme CXCL8 (IL-8), un agent chimioattractant des neutrophiles, 
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impliqué dans l'angiogenèse, et CCL5 (Rantes) qui est un agent chimioatractant des éosinophiles et 

des lymphocytes T. 

Le mastocyte est aussi une source importante de TNF-α qui promeut le recrutement de neutrophiles, 

la migration des cellules dendritiques et joue un rôle dans l'hyperréactivité des voies aériennes, 

l'inflammation bronchique et de la production de cytokines Th2 dans l'asthme (Nakae et al. 2007). 

Les mastocytes peuvent être activés par de nombreuses voies : la voie du complément (C3a/ C5a), le 

NGF (Nerve Growth Factor) via le récepteur TrkA, les ligands des TLR (Toll like Receptor), le SCF (Stem 

Cell Factor) via le récepteur KIT (CD117) et les IgE via le récepteur FcεR1. Dans l'asthme, la voie 

d'activation des mastocytes par le récepteur FcεR1 est de première importance. L'activation de FcεR1 

par liaison de l'allergène aux IgE initie la libération immédiate du contenu des granules et entraîne 

des éternuements et une rhinorrhée dans le tractus respiratoire supérieur ; toux, bronchospasme, 

œdème et sécrétion de mucus dans le tractus respiratoire inférieur. Une seconde phase, plus tardive, 

participe à l'inflammation par la libération de médiateurs lipidiques, de cytokines et de chimiokines 

(Marone et al. 2005, Amin K. 2012) (Figure 6). 

 

Figure 6: Mécanismes par lesquels le mastocyte contribue à l'établissement et au  
maintien de l'inflammation allergique. 
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I.2.2.2. Les cellules présentatrices d'antigène 

Lorsque l'allergène pénètre dans les voies aériennes, il interagit en premier lieu avec les cellules 

présentatrices d'antigène. Les cellules dendritiques (dendritic cells, DC) sont considérées comme des 

cellules immunitaires spécialisées dans la présentation de l'antigène aux lymphocytes T naïfs, au 

contraire des macrophages, relayés au second plan. Il est cependant intéressant de noter que leur 

lignée, leur voie de différentiation ainsi que leur efficacité lors de la présentation de l'antigène 

semblent indissociables (Hume. 2008). Il apparait aujourd'hui que les cellules dendritiques font partie 

du système phagocytaire mononucléaire ou MPS (mononuclear phagocyte system) et dérivent d'un 

précurseur commun avec les macrophages, présent dans la moelle osseuse, appelé progéniteur 

hématopoïétique spécifique des macrophages/DC ou MDP (macrophage-DC progenitor) (Auffray et 

al. 2009). Les cellules dendritiques et les macrophages répondent aux mêmes facteurs de croissance 

tels que le CSF-1 (Macrophage colony-stimulating factor), le GM-CSF (granulocyte-macrophage 

colony stimulating factor), l'IL-4, l'IFN-γ et le Flt3L. In vivo, aucun facteur de croissance ne semble 

soutenir plus spécifiquement la différenciation des DC, ni ne les sépare des MPS.  

De plus, les cellules dendritiques sont définies par l'expression d'un marqueur membranaire, le 

CD11c, et de nombreuses études ont montré que ce marqueur est présent à la surface des 

macrophages et est aujourd'hui couramment utilisé pour identifier les macrophages par cytométrie 

en flux (Kugathasan et al. 2008, Bedoret et al. 2011, Denning et al. 2011, Poole et al. 2012, Smith et 

al. 2012, Daubeuf et al. 2013). Un fait d'autant plus marquant que la plupart des études portant sur 

les cellules dendritiques utilisent ce marqueur pour les différentier des autres leucocytes. Enfin, les 

cellules dendritiques ne sont pas mieux adaptées que les macrophages pour la présentation des 

antigènes (Toujas et al. 1997, Pozzi et al. 2005). Pour ces raisons, les cellules dendritiques ne 

semblent pas être un type cellulaire à part entière et différent des macrophages, mais un état 

d'activation des macrophages, les macrophages étant alors des cellules dendritiques immatures. Les 

cellules présentatrices d'antigène ou CPA sont donc des cellules capables de présenter les antigènes 

aux lymphocytes T et de réguler la réponse inflammatoire (Figure 7).  

Les cellules du système phagocytaire mononucléaire sont soumises à un processus complexe de 

maturation, une "métamorphose" en CPA, débutant lors de la capture d'un antigène (Ueno et al. 

2007). Ce processus comprend des modifications morphologiques, comme la perte des structures 

adhésives, une réorganisation du cytosquelette, l'acquisition d'une importante motilité cellulaire et 

la cellule perd également  ses récepteurs d'endocytose / phagocytose (Trombetta et al. 2005). La 

cellule exprime alors des molécules de co-stimulation telles que CD40, CD80 et CD86 (Pasquier et al. 

2004), ainsi que la molécule du MHC de classe II, à la surface de la cellule (Pierre et al. 1997). La CPA 

libère ensuite des chimiokines afin d'initier une réponse adaptée à l'antigène phagocyté, telles que 

CXCL1, CXCL2 et CXCL3 pour les Lymphocytes NK (Natural Killer) immature, CXCL8 pour les 
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neutrophiles ou CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9, CXCL10 et CXCL11 pour les lymphocytes T mémoires, 

CXCL13 pour les lymphocytes B et T spécialisés dans les réponses humorales, CXCL19 et CXCL21 pour 

les  lymphocytes T naïfs, et CXCL22 pour les T régulateurs ou Treg (Ueno et al. 2007, Panzer et al. 

2010).  Les MPS sont activées par de nombreux antigènes provenant des agents infectieux (bactéries, 

virus, levures, champignons et parasites), des débris cellulaires ou encore des polluants et des 

allergènes.  

 

Figure 7: Interactions entre les cellules présentatrices d'antigène (CPA) et l'épithélium bronchique dans la 
pathogénèse de l'asthme allergique. Schéma simplifié illustrant les médiateurs impliqués dans la diaphonie 
entre les cellules épithéliales et les CPA et qui contribuent à l'inflammation allergique. Lipopolysaccharides des 
bactéries gram négatif (LPS),  Toll-like receptor 4(TLR4), Protease activated receptors (PARs), House dust mite 
(HDM), protéase de Dermatophagoides pteronyssinus, groupe 1(Derp1). Adapté de Gill et al. 2010. 

 

Normalement, les cellules du MPS présentes à la surface de l'épithélium bronchique, capturent les 

antigènes inoffensifs présents dans l'environnement, tels que les pollens et les acariens, puis 

maturent en CPA et interagissent avec les lymphocytes Treg et T naïfs. La production importante d'IL-

10 par les lymphocytes Treg empêche alors la différentiation des T naïfs en Th2.  Dans l'asthme 

allergique, cette tolérance est biaisée par la libération de cytokines par les mastocytes et les 

macrophages, notamment du TNFα, ainsi que la libération de TSLP (Thymic stromal lymphopoietin), 
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et d'IL-1β par les cellules épithéliales, en réponse à l'allergène (Zhang et al. 2009, Wang. 2013). TSLP 

induit l'expression de la protéine OX40L (un ligand membre de la famille du TNF) par les CPA, et 

interagit avec le récepteur OX40 (ou CD134, membre de la famille des récepteurs du TNF) présent sur 

les lymphocytes T naïfs et conduit à leur différentiation en lymphocytes de type Th2, en initiant les 

événements de signalisation qui conduisent à la transcription de GATA-3 et la production d'IL-4, d'IL-

5 et d'IL-13 (So et al. 2006). L'IL-1β stimule la production et la libération de TSLP par l'épithélium, et 

le TNFα peut interagir directement avec les CPA et est connu pour son rôle perturbateur dans les 

mécanismes de tolérance face aux allergènes (Eisenbarth et al. 2002, Zhang et al. 2009).  

 

Dans l'asthme, le nombre de CPA dans les voies aériennes est augmenté en réponse à un allergène. 

Cette augmentation est d'autant plus importante lorsque l'allergène est accompagné par des débris 

bactériens tels que du LPS (Lipopolysaccharides des bactéries gram négatif) qui stimulent les TLR4 

(Toll-like receptor 4) et des protéases qui stimulent les PARs (protease activated receptors) présents à 

la surface des cellules des voies aériennes et entrainent la libération de chimiokine CCL2 et CCL20 

impliquées dans le recrutement des CPA et des cytokines pro-inflammatoires comme l'IL-25, l'IL-33 et 

TSLP, ainsi que du GM-CSF, qui activent ensuite les CPA pour devenir pleinement compétentes dans 

la capture de l'antigène et induire leur migration vers les ganglions lymphatiques les plus proches 

(Gill. 2012). La migration des CPA est facilitée par la libération de la métalloprotéinase matricielle 

MMP-9 (Matrix metallopeptidase-9) par les leucocytes, tels que les éosinophiles, les neutrophiles et 

les macrophages alvéolaires, qui dégradent le collagène de type IV, le constituant majeur de la 

membrane basale (Vermaelen et al. 2003).  

Les CPA ont également un rôle important dans la réponse antivirale car elles représentent la source 

la plus importante d'IFN-α et IFN-β, deux cytokines qui activent différents types de cellules du 

système immunitaire telles que les neutrophiles, les macrophages, les CPA, les lymphocytes NK 

(Natural Killer), B et T CD8+, afin de promouvoir la clairance virale et induire l'apoptose des cellules 

infectées pour empêcher la réplication virale (Wang et al. 2012). Les virus stimulent les TLRs présents 

à la surface des CPA, notamment les TLR7 et TLR9, et entrainent la libération d'IFN-α par les CPA. 

L'IFN-α est connu pour inhiber la différentiation des lymphocytes Th2 et Th17 et bloquer 

l'inflammation allergique. Chez les patients asthmatiques, la liaison de l'allergène aux IgE liés aux 

récepteurs FCεRI, présents sur les CPA, inhibe la production d'IFN-α par les CPA lors de l'exposition 

aux virus des voies respiratoires tels que la grippe ou le rhinovirus (Gill et al. 2010). Ce mécanisme 

semble être impliqué dans les phénomènes d'exacerbations induites par les infections virales des 

voies aériennes (Figure 8). 
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Figure 8: Relations entre les virus, l'IFN-α, les IgE et les cellules présentatrices d'antigène (CPA) dans 
l'asthme. Chez le patient asthmatique, l'activation des voies médiées par les IgE sur les CPA, empêche la 
production d'IFN-α induite par les virus. En cas d'infections virales, l'absence de production d'IFN-α pourrait 
promouvoir la différentiation des lymphocytes en Th2 et Th17 et contribuer aux exacerbations de l'asthme 
induites par les virus respiratoires. Récepteur de haute affinité pour les IgE (FCεRI), Toll-like receptor (TLRs). 
Adapté de Gill et al. 2010. 
 
 
 

I.2.2.3. Les lymphocytes 

Le rôle du lymphocyte B  a été établi de longue date par la mise en évidence de la synthèse d'IgE 

spécifiques d'allergènes dans l'asthme allergique (Ishizaka et al. 1966). En revanche, l'implication des 

lymphocytes T dans la réaction inflammatoire est de connaissance plus récente (Figure 9) 

(Romagnani et al. 1990). L'analyse de biopsies de patients asthmatiques, met en évidence la 

présence de nombreux lymphocytes infiltrés dans la lamina propria et dans l'épithélium. Ce sont 

majoritairement des lymphocytes T-helper de type CD4+ alors que les lymphocytes B sont rares. La 

population des lymphocytes T-helper est constituée de nombreuses sous-populations (Figure 10), 

classées en fonction de leurs profils de sécrétion de cytokines (Romagnani. 2001, Holgate. 2012).  

 



26 
 

 

Figure 9: Mécanismes et contrôle de la réponse immunologique par les lymphocytes Th2 dans l'inflammation 
allergique. Les lymphocytes Th2 stimulent la synthèse des IgE par la libération d'IL-4 et d'IL-13. Les IgE 
sensibilisent les mastocytes et les basophiles en se fixant sur le récepteur de haute affinité des IgE (FcɛRI). La 
libération d'IL-9 et d'IL-4, par les Th2, stimule le recrutement des mastocytes, tandis que l'IL-3 stimule la 
croissance et augmente le nombre de basophiles circulant. La prolifération, la différentiation et la libération 
des éosinophiles sont potentialisées par l'IL-3, le GM-CSF et l'IL-5. Lors de la rencontre avec un allergène, les 
mastocytes et les basophiles dégranulent, libérant des médiateurs préformés et nouvellement synthétisés, 
comme l'histamine, des leucotriènes et des cytokines qui favorisent la perméabilité vasculaire, la contraction 
du muscle lisse bronchique, la production de mucus, le recrutement des éosinophiles et des lymphocytes Th2. 
Ces mécanismes sont impliqués dans l'hyperréactivité et l'obstruction bronchique. 

 

Les lymphocytes Th1 sont impliqués dans la sensibilisation allergique et peuvent contribuer au 

dévelopement de l'asthme allergique et/ou exarcerber ses manifestations (Rowe et al. 2004, van 

Oosterhout et al. 2005). Ils sont caractérisés par une production prédominante d'IFN-γ. Le nombre de 

ces cellules de profil Th1 augmente lorsque les patients sont sous corticothérapie (Krouwels et al. 

1996).  

Les lymphocytes Th2 renforcent la production d'IgE par la production d'IL-4 et d'IL-13 et entrainent la 

différentiation, le recrutement et l'activation des éosinophiles via la production d'IL-3, d'IL-5 et de 

GM-CSF (Colony-Stimulating Factor). L'IL-4 favorise également l'expression de VCAM-1 sur les cellules 

endothéliales, une protéine d'adhérence cellulaire indispensable au recrutement des mastocytes et 
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potentialise la libération de β-hexosaminidase, de LTC4 et d'IL-8 par les mastocytes matures activés 

par voie IgE-dépendante (Feuser etal. 2011).  

 

Figure 10: La différenciation des lymphocytes T helper CD4+ naïfs ou Th0. La différenciation des lymphocytes 
Th0 en cellules effectrices Th1, Th2, Th17, Treg ou Th9 dépend des cytokines présentes dans l'environnement 
cellulaire (ou signaux de co-stimulation) lors de la stimulation de la cellule Th0 par une cellule présentatrice de 
l'antigène. La différentiation des lymphocytes peut avoir lieu dans la médullaire du thymus ou dans les 
ganglions lymphatiques périphériques. Les cytokines libérées par les cellules Th1 peuvent inhiber la 
différentiation et la fonction des cellules Th2, et réciproquement. Les cytokines des lymphocytes Treg inhibent 
la différentiation des Th0 en Th1 et Th2 et contribuent à la génération des lymphocytes Th17 et Treg. Il a 
récemment été mis en évidence que l'association entre l'IL-4 et le TGF-β entraine une différentiation des Th0 
en Th9 et est aussi en mesure de "reprogrammer" les Th2 en Th9.   

 
Les Lymphocytes Th17 sont caractérisées par la production prédominante d'IL-17A, IL-17F, IL-6, TNF-

α, et IL-22. La libération d'IL-17A et d'IL-17F par les Th17 augmente à son tour la libération d'IL-6, IL-

1β, de GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) et chimiokines CXCL1, CXCL2, et 

CXCL8 par les cellules épithéliales, endothéliales et les fibroblastes, ces facteurs favorisant 

l'expansion des neutrophiles dans la moelle osseuse, leur survie et leur recrutement dans les voies 

aériennes. Dans l'asthme, l'équilibre entre éosinophilie et neutrophilie semble être déterminé par un 

équilibre entre l'IL-4 et IL-17, l'IL-4 ayant été décrit comme un puissant inhibiteur de l'IL-17.  
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L'IL-17 est aussi impliquée dans le remodelage bronchique par l'induction de l'expression de deux 

gènes codant pour les mucines MUC5AC et MUC5B dans les cellules épithéliales, ainsi que de 

plusieurs cytokines pro-fibrosantes comme l'IL-6 et l'IL-11, et favorise, avec l'IL-22, la migration des 

cellules musculaires lisses des voies aériennes (Halwani et al. 2013). 

Une sous-population de lymphocytes T CD4+ et CD25+ également appelée lymphocyte T régulateur 

ou T reg est capable d'induire des phénomènes de tolérance. Ces Treg représentent environ 10 % des 

cellules T CD4+ et produisent les cytokines immuno-régulatrices TGF-β (Transforming Growth Factor) 

et IL-10 (Wu et al. 2007, Palomares et al. 2010). Lorsqu'ils sont activés, les Treg peuvent réguler 

l'activité des CPA. L'IL-10 inhibe la libération des molécules co-stimulatrices et réduit l'expression du 

MHC de classe II par les CPA, entrainant une diminution de sa capacité à présenter les antigènes à 

des lymphocytes T classiques. Les Treg, producteurs d'IL-10, régulent la prolifération et la production 

d’IL-5 des lymphocytes T, et sont impliqués dans les phénomènes de tolérance observés avec les 

immunothérapies spécifiques aux pollens de bouleau et aux acariens (Akdis et al. 2011). L'IL-10 

produite par les Treg réduit la production d'IgE à la fois totaux et spécifiques de l'allergène,  tout en 

augmentant simultanément la production des IgG4 (Meiler et al. 2008). Les Treg peuvent également 

avoir une action directe sur les mastocytes en empêchant leur dégranulation (Gri et al. 2008), et sur 

les éosinophiles en réduisant leur survie dans le poumon (Luttmann et al. 1998). 

La libération de TGF-β par les Treg réduit la prolifération des lymphocytes T et B et permet donc de 

moduler la réponse inflammatoire et la production d'IgE, mais joue aussi un rôle dans la pathogenèse 

de l'asthme. Le TGF-β diminue la production d'enzymes qui dégradent la matrice extracellulaire 

(collagénases), augmente la production de protéines qui inhibent la production des enzymes 

dégradant la matrice extracellulaire (inhibiteur tissulaire de la métalloprotéase ou TIMP), et 

augmente la production de protéines de la matrice extracellulaire par les fibroblastes, ces activités 

favorisant un remodelage tissulaire (Akdis et al. 2009). 

Le TGF-β contribue à la génération des lymphocytes Th17 et Treg. TGF-β dirige la conversion des 

cellules T effectrices en Treg et en présence d'IL-6, le TGF-β favorise la génération de lymphocytes 

Th17 à partir des cellules T naïves. Il a récemment été mis en évidence que l'IL-4 bloque la 

différentiation des lymphocytes naïfs en Treg sous l'influence du TGF-β et entraine alors la 

différentiation en lymphocytes Th9 (Dardalhon et al. 2008). L'association Il-4 et TGF-β semble 

également pouvoir "reprogrammer" les lymphocytes Th2 en Th9 (Veldhoen et al. 2008). Ces 

lymphocytes Th9 perdent leurs caractéristiques précédentes, notamment  leur "signature 

cytokinique" (production d'IL-4, d' IL-5 et d'IL-13) et produisent alors majoritairement de l'IL-9, mais 

aussi de l'IL-10.  
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La fonction physiologique de l'IL-9 semble être en quelque sorte proche de la réponse Th2. Dans 

l'asthme, l'IL-9 contribue à la maladie en favorisant la production des IgE induite par l'Il-4, 

l'expression de la chaine α du récepteur à l'IL-5 sur les éosinophiles, ainsi qu'en induisant la 

production de mucus et de chimiokine, telle que CCL11, par les cellules épithéliales, et en favorisant 

la prolifération des mastocytes et la production de plusieurs cytokines, notamment de l'IL-5 et de l'IL-

13 par les mastocytes qui en retour contribuent à l'inflammation et l'hyperréactivité des voies 

aériennes (Stassen et al. 2012, Tete et al. 2012). 

 

I.2.2.4. Les Eosinophiles 

Il semble exister une corrélation entre le nombre d'éosinophiles et la sévérité de l'asthme allergique, 

ainsi qu'avec l'hyperréactivité bronchique, mais elle est controversée (Anderson. 2008). En clinique, 

des études mettent en évidence que le nombre d'éosinophiles dans les voies aériennes peut être 

corrélé à la sévérité de l'asthme allergique (Fujitaka et al. 2011) et avec l'hyperréactivité bronchique 

chez les patients asymptomatiques (Schwartz et al. 2012). Des résultats controversés par d'autres 

études qui montrent une faible corrélation entre la sévérité de l'inflammation des voies aériennes et 

les marqueurs de la sévérité de l'asthme, tel que le volume d'air exhalé durant la première seconde 

de l'expiration forcé ou FEV1 (Leckie et al. 2000, Green et al. 2002). Il apparait cependant que les 

éosinophiles permettent un suivi régulier de la maladie, d'apréhender la sensibilité à l'exacerbation 

et les réponses aux traitements, et réprésentent donc un biomarqueur utile pour guider le 

traitement de l'asthme allergique. 

Les éosinophiles sont des leucocytes normalement destinés à l'élimination des parasites de 

l'organisme, en se fixant à leur surface pour déverser le contenu de leurs granules, des enzymes 

destinées à les détruire. Dans l'asthme, cette capacité destructrice de l'éosinophile se traduit par une 

altération importante de l'épithélium bronchique, laquelle influence la survenue et la pérennisation 

de l'hyperréactivité bronchique. Les éosinophiles activés libèrent de multiples médiateurs stockés 

dans les granules ou résultant d'une néo-activation membranaire. Les protéines contenues dans les 

granules de l'éosinophile sont majoritairement la MBP (Major Binding Protein) ou PRG2 

(proteoglycan 2), une protéine fortement cationique, ainsi que l'EPO (eosinophil peroxidase), l'ECP 

(eosinophil cationic protein) et l'EDN (eosinophil-derived neurotoxin). Ces peroxydases et 

ribonucléases perforent les membranes et augmentent localement le stress oxydant, causant la mort 

cellulaire par apoptose et nécrose, et sont responsables d'atteintes du tissus nerveux. La MBP peut 

induire la dégranulation des mastocytes et des basophiles, et est impliquée dans le remodelage du 

système nerveux périphérique pulmonaire (Giembycz  et al. 1999, Melo et al. 2009).   

Les éosinophiles sont une source importante de médiateurs lipidiques, particulièrement le LTB4, le 

LTC4 et le PAF (Platelet Activating Factor) qui interviennent dans les phénomènes de 
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bronchoconstriction et dans l'augmentation de la perméabilité vasculaire (Figure 11). Ils sécrètent 

également des cytokines telles que IL-3, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-13, IL-16 et IL-18, des chimiokines 

CCL5 et CCL11, ainsi que des facteurs de croissance : TNF-α, Gm-CSF et TGF-β (Transforming Growth 

Factor) (Rothenberg  et al. 2006, Stone et al. 2010, Shamri et al. 2011). Les éosinophiles sont une 

source importante de TGF-β et sont impliqués dans la génération des lymphocytes Th9 et le 

remodelage bronchique (Akdis et al. 2009). 

 

Figure 11: Recrutement et rôles des éosinophiles dans l'inflammation allergique. Représentation des 
principaux médiateurs impliqués dans la différentiation et la prolifération des éosinophiles, ainsi que dans la 
migration et le recrutement des éosinophiles vers les bronches. Les éosinophiles activés libèrent des enzymes 
(EPO, MBP, ECP) qui endommagent l'épithélium bronchique, mais également des médiateurs lipidiques (LTC4 et 
PAF) impliqués dans la bronchoconstriction et la vasodilatation, des cytokines (IL-3, IL-5) et chimiokines (CCL5 
et CCL11). 

 
La prolifération et la différentiation des cellules précurseur des éosinophiles dans la moelle osseuse 

est potentialisée par l'IL-3, le GM-CSF et l'IL-5 qui sont des facteurs de croissance de l'éosinophile 

(Gleich 2000). La libération des éosinophiles dans la circulation sanguine est stimulée par l'IL-5. Une 

fois libérés de la moelle osseuse, les éosinophiles circulent dans le sang en direction des tissus. Il est 

à noter qu'une fois libérés dans la circulation sanguine, la demi-vie des éosinophiles dans le sang est 

courte (de 3 à 18h), comparativement à leur demi-vie observée dans les tissus qui est d'au moins 6 
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jours, ce qui suggère que les éosinophiles présents dans le sang sont rapidement recrutés vers les 

tissus (Wen et al. 2013). Les éosinophiles sont recrutés dans les bronches par l'IL-5 et les chimiokines 

CCL3, CCL5 et CCL11, libérées par l'épithélium, les macrophages, les lymphocytes et les éosinophiles 

eux-mêmes (Broide et al. 2011). 

 

I.2.2.5. Les neutrophiles 

 

De nombreux types de cellules sont impliqués dans la physiopathologie de l'asthme. La contribution 

des mastocytes, lymphocytes, et éosinophiles a été bien établie. Néanmoins, seulement 50% des cas 

d'asthme sont associés à une inflammation à éosinophiles, et dans la plupart des autres cas, l'asthme 

a été accompagné par une augmentation de neutrophiles dans les voies aériennes liée à une 

augmentation de CXCL8 (Il-8), et semble être corrélée avec la sévérité de l'asthme (Figure 12). Le 

nombre de neutrophiles dans les expectorations est similaire entre les patients présentant un 

asthme léger à modéré et les sujets sains, mais est augmenté chez les patients atteints d'asthme 

sévère (Fahy et al. 1995, Jatakanon et al. 1999, Porsbjerg et al. 2013) .  

Dans l'asthme, les neutrophiles sont recrutés par CXCL8, le LTB4, et le PAF (Platelet Activating Factor) 

libéré par les mastocytes. CXCL8 est également libérée par les cellules épithéliales et les neutrophiles 

eux-mêmes (Eckmann et al. 1993, Gainet et al. 1998). La libération de CXCL8 par les neutrophiles 

conduit à une boucle d'amplification de l'activation des polynucléaires neutrophiles et semble sous 

l'influence des IgE chez les patients asthmatiques. La libération de CXCL8 est spécifique de l'allergène 

et inhibée par un anti-IgE (Monteseirín et al. 2004) et est due à l'expression des récepteurs FCεRI et 

FCεRII à la surface des neutrophiles, expression qui semble être augmentée lors des périodes 

d'exacerbation, probablement sous l'influence des cytokines IL-4 et IL-9 (Alphonse et al. 2008). CXCL8 

est également un facteur chimiotactique pour les lymphocytes T (Mukaida. 2003) et les éosinophiles 

activés par l'IL-5 (Schweizer et al. 1994). Ainsi, la libération de CXCL8 par les neutrophiles impliquant 

les IgE pourrait contribuer aux manifestations inflammatoires caractéristiques de l'asthme sévère. La 

libération de CXCL8 pourrait prolonger l'activation des neutrophiles, et ainsi accroitre la libération 

d'élastase, et d'autres médiateurs qui pourraient exacerber le remodelage bronchique (Mukaida. 

2003, Monteseirín. 2009). 
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Figure 12: Rôle des neutrophiles dans l'inflammation allergique. Représentation des principaux médiateurs 
libérés par le neutrophile et leurs rôles dans l'asthme.  Bronchoconstriction (BC). 
 

L'élastase détruit les cellules épithéliales, augmente la perméabilité vasculaire, mais aussi stimule 

l'hypersécrétion de mucus et la métaplasie des cellules à mucus, et est impliquée dans la 

bronchoconstriction, et l'hyperréactivité bronchique (Kawabata et al. 2002). L'élastase des 

neutrophiles est capable de digérer la plupart  des protéines de la matrice extracellulaire, dont 

plusieurs types de collagène, la fibronectine, les protéoglycannes, l'héparine, la fibrine, mais aussi le 

surfactant pulmonaire. Les rôles biologiques de l'élastase proviennent de son activité protéasique. La 

dégradation de la surface apicale des cellules épithéliales réduit l'inhibition des récepteurs TLR4, 

conférés par la matrice extracellulaire, ce qui potentialise l'activation des récepteurs TLR4 par les 

lipopolysacharrides (LPS) présents dans l'environnement, et engendre l'expression de chimiokine 

CXCL8 par les cellules épithéliales (Devaney et al. 2003, Brunn et al. 2005). La libération de CXCL8 est 

aussi stimulée par le clivage du récepteur CXCR1 (un récepteur de CXCL8), qui  libère un fragment 

soluble capable d'activer le TLR2 qui augmente la transcription de CXCL8 (Hartl et al. 2007). La 

libération de CXCL8 sous l'action de l'élastase attire à son tour les neutrophiles. 

CXCL8 entraine également la libération de la métalloprotéinase (MMP)-9 par les neutrophiles, ce qui 

favoriserait la circulation des éosinophiles et des CPA vers la lumière bronchique en leur permettant 

de migrer plus facilement à travers la membrane basale et l'épithélium (Cataldo et al. 2002, 

Vermaelen et al. 2003).  
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L'élastase du neutrophile soutient son activité protéolytique par la dégradation de l'alpha1-

antitrypsine (A1AT), un inhibiteur des sérines protéases, mais aussi celle de la MMP-9 en activant la 

pro-MMP-9 et en dégradant son inhibiteur naturel,  l'inhibiteur tissulaire de la métalloprotéase-1 

(TIMP-1) (Cantin et al. 1989, Gaggaret al. 2007).  

L'élastase altère la clairance mucociliaire en inhibant la motilité ciliaire et augmente l'expression des 

gènes codant pour les mucines, et la sécrétion des mucines. L'élastase stimule les  PARs (protease 

activated receptors) et entraine la translocation de PKCδ (Protein kinase C) vers la membrane 

plasmique conduisant à la libération d'EGF et de TNF-α puis à l'activation subséquente de l'EGFR  

(Epithelial growth factor receptor) qui ralentit la motilité ciliaire et stimule la production et 

l'excrétion de mucus (Hamilton et al. 2001). Sous l'effet de l'élastase, les cellules épithéliales 

surexpriment une oxydoréductase cytoplasmique, la NADPH quinone oxydoréductase 1, qui est 

impliquée dans la surexpression de l'ARNm codant pour MUC5AC. En plus d'augmenter la production 

de mucines, l'élastase stimule la sécrétion de mucus, notamment des mucines respiratoires MUC5AC 

et MUC5B, de par l'activation de la PKCδ, dont la translocation du cytoplasme vers la membrane 

plasmique est associée à l'activation transitoire de MARCKS (myristoylated alanine-rich C-kinase 

substrate), une protéine qui chaperonne l'exocytose (Voynow et al . 2009).  

L'élastase régule aussi plusieurs aspects du remodelage bronchique. Elle peut notamment engendrer 

un arrêt du cycle cellulaire des cellules épithéliales, un phénomène associé à une expression accrue 

de p27kip1, un inhibiteur des kinases dépendantes des cyclines. De plus, l'élastase diminue 

l'expression de ErbB2, un récepteur du facteur de croissance épidermique, EGF, à la surface des 

cellules de l'épithélium bronchique et entraine une diminution de la prolifération épithéliale (Fischer 

et al. 2005). L'élastase contribue également aux processus destructeurs et fibrotiques des voies 

aériennes et du parenchyme. La dégradation de la matrice extracellulaire libère du VEGF (Vascular 

endothelial growth factor), du PDGF-AA (Platelet-derived growth factor AA), du PDGF-BB et du TGF-

β1 piégés dans la matrice (Hyytiäinen et al. 2004, Wada et al. 2007). Ainsi, la dégradation de la 

matrice extracellulaire libère des facteurs de croissance importants pour la réparation épithéliale et 

qui peuvent induire une fibrose sous-épithéliale (Chua et al. 2006).  

L'élastase peut aussi induire une bronchoconstriction et une hyperréactivité bronchique. Le clivage 

de l'acide hyaluronique, un glycosaminoglycanne, par l'élastase libère de la kallicréine tissulaire, une 

protéine clivant le kininogène en bradykinine, un puissant agent broncho-constricteur, et 

vasodilatateur (Forteza  et al. 1999, Scuri et al. 2000). 

Les neutrophiles libèrent également des ROS (Reactive Oxygene species), du TXA2 (thromboxane A2), 

des cytokines dont l'IL-1β, le TNF-α, l'IL-6 et CXCL8, et du LTC4 (Monteseirín. 2009). Le LTC4 stimule la 

contraction du muscle lisse bronchique. En l'absence d'agents chimioattractants des éosinophiles, les 

neutrophiles activés par CXCL8 augmentent également la migration des éosinophiles par la libération 
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d'anions superoxydes, de MMP-9, de LTB4 et de PAF. Les neutrophiles activés par CXCL8 pourraient 

ainsi conduire à une accumulation des éosinophiles dans les voies aériennes des patients 

asthmatiques (Nakagome et al. 2012). 

 
 

I.2.2.6. Les macrophages 

Les macrophages sont des phagocytes provenant de la différenciation des monocytes sanguins et 

font partie du système phagocytaire mononucléaire ou MPS (mononuclear phagocyte system). Une 

fois localisés dans les tissus, les macrophages acquièrent des fonctions spécialisées, dépendantes des 

exigences du tissu. Dans les poumons, les macrophages alvéolaires acquièrent la capacité de libérer 

de grandes quantités d'oxydants cytotoxiques (ROS), pour détruire les agents pathogènes et les 

xénobiotiques inhalés (Brehm et al. 1996, Tasat et al. 2003). Les macrophages sont les cellules 

immunitaires les plus abondantes dans les tissus pulmonaires normaux et jouent un rôle critique 

dans les réponses immunitaires innées et spécifiques, comme dans le développement des maladies 

inflammatoires pulmonaires. Les macrophages pulmonaires résident à l'interface entre l'hôte et 

l'environnement et participent au maintien de la fonction et de la structure normale du poumon par 

leurs diverses fonctions : phagocytose, reconnaissance des stimuli de l'environnement, production et 

libération d'une grande variété de médiateurs. Les macrophages ont un rôle fondamental dans 

l'immunité spécifique par leurs interactions avec les lymphocytes. Les macrophages infiltrent la 

muqueuse bronchique et sont activés dans l'asthme (Figure 13). Les macrophages sont capables de 

sécréter des dérivés de l'acide arachidonique tels que la PGE2, le thromboxane (TX)-B2, le LTBA, le 

LTC4, le LTD4, le LTE4, les acides 5- et 15-hydroxyéicosatétraénoïques (5-HETE et 15-HETE) et les 

lipoxines (LXs). Ils synthétisent également un grand nombre de cytokines pro-inflammatoires comme 

le TNF-α, l'IL-5, l'IL-6 et l'IL-1β, ou des cytokines anti-inflammatoires comme l'IL-10 et des chimiokines 

telles que CXCL8 et CCL5 (Smith et al. 2009). Les macrophages jouent un rôle important dans la 

réparation des tissus, par la sécrétion de facteurs de croissance comme le PDGF (Platelet Derived 

Growth Factor), le FGF-β (Fibroblast Growth Factor-β) et le TGF-β (Murray et al. 2011).  

Dans l'asthme allergique, les macrophages ont un rôle important dans la réponse à l'allergène. La 

présence des récepteurs FcεRI et FcεRII (CD23) à la surface des macrophages permet la fixation des 

IgE et participe à la reconnaissance de l'allergène (Ying et al. 1998, Katoh et al. 1999). La 

reconnaissance de l'allergène entraine la production de cytokines pro-inflammatoires  telles que du 

TNF-α, IL-1β, IL-6, CXCL8, CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1α) et CCL5 (Rantes) et dans une moindre 

mesure, une cytokine anti-inflammatoire: l'IL-10 (Gosset et al. 1999, Qian et al. 2011). 
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Figure 13: Rôles multiples des macrophages dans l'immunité et l'homéostasie. 

 

La liaison de l'allergène aux IgE fixés sur les récepteurs FcεRI, serait responsable de la maturation des 

macrophages en CPA (Pozzi et al. 2005), une capacité soutenue par l'expression des clusters de 

différentiation CD80 et CD86 par les macrophages, deux récepteurs impliqués dans la présentation 

de l'antigène aux lymphocytes T (Balbo et al. 2001, Lim et al. 2012). La stimulation des récepteurs 

FcεRI peut aussi entrainer une surexpression du récepteur de l'histamine H1 et une biosynthèse 

accrue d'histamine (Toujas et al. 1997, Novak et al. 2013). De par la libération d'histamine, le 

macrophage participe à la bronchoconstriction, la vasodilatation et l'œdème observé chez les 

patients asthmatiques. 

Les dernières avancées suggèrent que la diversité des activités biologiques des macrophages est 

médiée par des sous-populations phénotypiquement distinctes de cellules qui se développent en 

réponse aux médiateurs inflammatoires qu'ils rencontrent dans leur microenvironnement (Laskin et 

al. 2011, Van Loon et al. 2013). Les macrophages peuvent être différenciés en macrophages de type 

M1 ou M2 (Figure 14). Les macrophages sont différenciés en M1 sous l'influence des cytokines de 

type 1 comme  l'IFN-y et le TNF, ou après la reconnaissance de motifs moléculaires associés à des 

pathogènes ou PAMPS (par exemple, le lipopolysaccharide (LPS), des lipoprotéines, l'ARN double 

brin, ou l'acide lipoteichoïque) et de signaux de "danger" endogène tels que les protéines de choc 

thermique ou les protéines cytoplasmiques HMGB1 (protéines du groupe de haute mobilité 1), 

libérées dans l'espace extracellulaire lors de l'apoptose (Bell et al. 2006) . Les macrophages M1 

présentent une activité microbicide et anti-tumorale puissante, libèrent des interleukines IL -12 et IL-
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23, et promeut une réponse immunitaire pro-inflammatoire de type Th1. En outre, ils exercent des 

activités antiprolifératives et cytotoxiques, qui résultent de la libération de ROS (les espèces réactives 

de l'oxygène) et de RNS (les espèces réactives de l'azote) et des cytokines pro-inflammatoires telles 

que de l'IL-1β, l'IL-6 et le TNF-α (Biswas  et al. 2010, Balhara et al. 2011).  

Au contraire, la présence d'Il-4 et d'Il-13, deux cytokines Th2 impliquées dans le développement de 

l'asthme, stimule la différenciation en macrophage M2. Ces macrophages de type M2 sont souvent 

considérés comme assumant des fonctions anti-inflammatoires car ils inhibent la production d'un 

grand nombre de médiateurs pro-inflammatoires, notamment par la libération d'IL-10. Les 

macrophages M2 contribuent également à la résolution de l'inflammation par l'élimination des 

neutrophiles apoptotiques (par phagocytose) et la synthèse des médiateurs importants dans la 

réparation tissulaire et l'angiogenèse, comme le TGF-β, le VEGF et l'EGF (Wang et al. 2007, Barrientos 

et al. 2008), des facteurs qui peuvent contribuer au remodelage bronchique observé dans l'asthme 

(Yum et al. 2011, Song et al. 2012).  

Les macrophages M2 produisent également des cytokines de type Th2 telles que l'IL-4, l'IL-10 et l'IL-

13 et jouent un rôle clé dans la régulation de la fonction des lymphocytes T. Leur fonction dans 

l'allergie et l'asthme reste controversée, certaines études suggérant que les macrophages M2 

favorisent l'inflammation allergique, notamment par la production d'IL-4 et d'IL-13 (Byers et al. 

2011). Cependant, l'activation des macrophages est un processus dynamique, les mêmes cellules 

peuvent initialement prendre part à des réactions pro-inflammatoires ou cytotoxiques et participer 

ensuite à la résolution de l'inflammation (Martinez et al. 2008, Porcheray et al. 2007, Mosser et al. 

2008). 

In vivo, la distinction entre les macrophages de type M1 et M2 est rendue possible par des profils 

d'expression différents (Sica et al. 2006, Martinez et al. 2008, Clària et al. 2011, Korns et al. 2011, 

Krausgruber et al. 2011). Chez la souris, les macrophages M1 sont associés à des marqueurs  tels que 

la présence du facteur de transcription IRF5 (Interferon regulatory factor 5), de iNOS (Nitric oxide 

synthase) dans le cytoplasme, ou encore de marqueurs membranaires tels que le récepteur CCR7 

(CD197), les clusters de différentiation CD25 (chaine alpha du récepteur de l'IL-2), CD86, CD127 

(chaine alpha du récepteur de l'IL-7), CD215 (chaine alpha du récepteur de l'IL-15) ou encore une 

forte expression du MHCII. Les macrophages M2 sont eux associés à des marqueurs  tels que Ym1 et 

Ym2 (2 petites protéines de 45kd de la famille des chitinases, des enzymes capables de dégrader la 

chitine, un constituant de la paroi des champignons tel que Aspergillus fumigatus), les clusters de 

différentiation CD163 (un récepteur "decoy" pour le complexe hémoglobine-haptoglobine), CD206 

(récepteur du Mannose), CD209 (ou DC-SIGN pour Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion 

molecule-3-Grabbing Non-integrin) ou encore le récepteur dectin-1 (le principal récepteur au β-

glycannes, un constituant des parois cellulaires des levures et de certains champignons et bactéries). 
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Figure 14: Polarisation des macrophages M1 et M2. Représentation des principaux médiateurs impliqués dans 
la polarisation et l'activation des macrophages M1 et M2 Lorsque les tissus sont endommagés, les médiateurs 
inflammatoires sont libérés, entrainant la mobilisation des lymphocytes et l'activation des macrophages. La 
présence de lipopolysaccharides (LPS de la paroi bactérienne) et  la libération d'interféron-γ (IFN-γ) par les 
lymphocytes Th1 stimulent l'activation des macrophages qui présentent alors un phénotype M1 Cette 
activation conduit à la production de monoxyde d’azote (NO), d'espèces réactives de l'oxygène (ROS), 
d'interleukine-1 et 6 (IL-1 et IL-6) et de TNF-α, qui sont importants dans l'arsenal antimicrobien. La production 
d'IL-4 et IL-13 par les lymphocytes Th2 stimule l'activation de macrophages de type M2. Ces macrophages 
produisent des facteurs de croissance tels que le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), le TGF-β1 
et le facteur de croissance des fibroblastes (FGF-β) qui favorisent la cicatrisation et la fibrose et participent au 
remodelage tissulaire. Ces macrophages produisent également de l'IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, qui 
permet de réguler la production des médiateurs pro-inflammatoires. 

 

 

I.2.3. L'Epithélium bronchique dans l'asthme 

L'épithélium bronchique forme une barrière continue le long de l'appareil respiratoire et sa 

principale fonction est de séparer l'hôte de l'environnement extérieur en jouant le rôle de barrière 

mécanique avec une activité mucociliaire et de barrière physiologique régulant la perméabilité 

transépithéliale.  Les fonctions structurales et de barrière de cette couche dépendent d'un ensemble 

de mécanismes d'adhésion intrinsèque entre les cellules épithéliales et avec la lame basale (ex: 

jonctions serrées, jonctions d’ancrage, desmosomes). L'épithélium bronchique est continu, de type 

cilié et d'épaisseur variable. Pseudostratifié au niveau de la trachée et des bronches, l'épithélium 

apparait ensuite unistratifié au niveau des bronchioles. L'épithélium des bronches proximales est 

composé de 3 types cellulaires principaux: les cellules basales, les cellules ciliées et les cellules 

sécrétrices (Knight et al. 2003).  



38 
 

Les cellules sécrétrices composent 15 à 20% de l'épithélium bronchique, stockent et libèrent le 

mucus qui permet de capturer les débris inhalés, les virus et les bactéries. Le mucus est produit par 

les cellules caliciformes et est constitué de glycoprotéines de haut poids moléculaire, les mucines 

telles que MUC5AC et MUC5B, ainsi que d'acide sialique, responsable de sa viscoélasticité. Une 

viscoélasticité qui garantit l’épuration mucociliaire grâce au battement actif des cils présents au pôle 

apical des cellules ciliées. La sécrétion de mucus est accrue en cas d'agression, et les cellules 

sécrétrices prolifèrent en cas d'agression chronique (Rogers 2003). Un type particulier de cellules 

sécrétrices, les cellules "Club" (Club cells, anciennement dénommées cellules de Clara) produisent et 

libèrent des collectines (SP-A, SP-D), des lectines hydrophiles couplées à des polysaccharides ou à 

une partie de type collagène, qui assurent une fonction antimicrobienne et sont capables de moduler 

l’inflammation des voies aériennes (Lesur et al. 1996, Kasper et al. 2002). Cette dernière fonction est 

également assurée par la protéine CC10, produite par les cellules "Club" (Singh et al. 1997, Chen et 

al. 2001).  

Dans le but de maintenir son rôle de barrière physique, l'épithélium bronchique est doté d'une 

importante capacité de régénération. Les cellules épithéliales sécrètent l'HB-EGF du côté basolatéral, 

où il est séquestré, tandis que les récepteurs EGFR sont situés sur le côté apical de la cellule 

épithéliale. L'HB-EGF est séquestré du coté basal, notamment en se liant aux héparanes sulfates 

présents à la surface des cellules (Higashiyama et al. 1993), mais aussi grâce aux jonctions 

adhérentes et aux jonctions serrées entre les cellules épithéliales intactes, qui forment une barrière 

imperméable (Puddicombe et al. 2000). L'altération de l'épithélium entraine une fuite de l'EGF qui 

peut alors activer l'EGFR et promouvoir la réparation de l'épithélium (Davies et al. 2009). Les cellules 

épithéliales les plus proches de la zone altérée migrent puis prolifèrent jusqu'a leur confluence puis 

se différencient en cellules caliciformes et libèrent du mucus afin d'éliminer les substances 

étrangères via la clairance mucociliaire. Les cellules à mucus disparaissent ensuite progressivement 

(métaplasie) et la structure épithéliale retourne à la normale (Burgel et al. 2004). Dans l'asthme, une 

atteinte chronique de l'épithélium entraine une desquamation et une perte de l'intégrité 

(perturbations des jonctions serrées et d'ancrages) des cellules épithéliales et conduit à une 

stimulation répétée des mécanismes de réparation, notamment ceux liés à l'EGF. Ces mécanismes, 

liés à une libération accrue, par les cellules épithéliales, de TGF-β, et d'HB-EGF (heparin-binding EGF), 

stimulée par l'IL-13 (Allahverdian et al. 2008), conduisent à un remodelage tissulaire caractérisé par 

un épaississement progressif de la paroi bronchique accompagné d'une hypertrophie et une 

hyperplasie du muscle lisse bronchique, ainsi qu'une hyperplasie des cellules glandulaires associée à 

une hypersécrétion de mucus (Lambrecht et al. 2012). Un épaississement de la membrane basale et 

une fibrose sous-épithéliale sont également décrits (Holgate et al. 2000,  Holgate. 2008).  
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L'épithélium respiratoire joue aussi le rôle de barrière immunitaire par la modulation des réponses 

immunitaires et inflammatoires en libérant des médiateurs pro-ou anti-inflammatoires. Des 

anomalies morphologiques ou fonctionnelles de cet épithélium bronchique contribuent à l'initiation 

ou la progression du processus inflammatoire et à la pathogenèse de l'asthme (Figure 15). 

Les cellules épithéliales bronchiques produisent un grand nombre de médiateurs pro- ou anti-

inflammatoires. Elles peuvent initier et prolonger la réaction inflammatoire en recrutant et en 

modulant l'activité des cellules inflammatoires (Lambrecht et al. 2012, Nagarkar et al. 2012). Elles 

libèrent spontanément ou après stimulation des agents chimioattractants, incluant des métabolites 

de l'acide arachidonique et des chimiokines telles que CCL2 (MCP-1), CCL5 (rantes), CCL13 (BCA-1), 

CCL11 (éotaxine), CXCL8 (IL-8) et CXCL1 (GRO-1). Les chimiokines CCL2, CCL5 et CCL11 sont 

impliquées dans le recrutement des éosinophiles.  

 

Figure 15: Représentation schématique du rôle de l'épithélium bronchique dans l'asthme. Dans l'asthme, les 
cellules épithéliales sont altérées et stimulées de manière chronique sous l'effet des allergènes, des polluants, 
et les produits oxydants et protéolytiques des cellules inflammatoires. En réponse, l'épithélium bronchique 
produit des facteurs de croissance pour promouvoir sa reconstruction. La production continue de ses facteurs 
de croissance est impliquée dans le remodelage des tissus, notamment dans la prolifération du muscle lisse et 
l'angiogenèse. Les cellules épithéliales produisent aussi des médiateurs pro-inflammatoires et chimio-
attractants impliqués dans la réponse inflammatoire. Adapté de Lemanske et al. 2010. 

 

L'épithélium bronchique peut libérer de nombreuses cytokines pro-inflammatoires comme le GM-

CSF, l'IL-1α et β, le TNF-α, l'IL-3, l'IL-6 et l'IL-13, mais aussi des facteurs de croissance comme le TGF-

α, le TGF-β, l'EGF (Epidermal Growth Factor), l'IGF (Insulin-like Factor), le VEGF et le PDGF qui 

modulent l'activité des cellules inflammatoires. Les cellules épithéliales des sujets asthmatiques 
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produisent également de grande quantité de périostine, une protéine de la matrice extracellulaire, 

qui stimule la production du TGF-β  et modifie  la synthèse de collagène par les myofibroblastes des 

voies aériennes (Sidhu et al. 2010, Sehra et al. 2011).  

L'IL-13 semble avoir un rôle important dans la pathologie de l'asthme, mis en évidence chez les souris 

transgénique surexprmant IL-13 dans les Club cells (Zhu et al. 1999). Ces souris transgéniques 

présentent une inflammation éosinophilique des voies aériennes accompagnée d'une forte 

production de CCL11 (éotaxine), d'une métaplasie des cellules à mucus, une fibrose bronchique, une 

obstruction des voies aériennes, et une hyperréactivité à la métacholine. Ainsi, l'Il-13 stimule les 

cellules épithéliales et induit la production CCL11 impliquée dans le recrutement des éosinophiles 

(Matsukura et al. 2001), mais peut aussi augmenter la production de mucus, induire des lésions 

épithéliales et une hyperréactivité bronchique, et favorise la fibrose bronchique (Kuperman et al. 

2002). L'IL-13 induit aussi une augmentation du nombre de cellules à mucus, diminue le nombre de 

cellules ciliées et diminue la fréquence des battements ciliaires (Figure 16) (Wadsworth et al. 2012). 

 

 

Figure 16: Remodelage des voies aériennes dépendant de l'épithélium bronchique dans l'asthme. L'altération 
chronique de l'épithélium entraine la production de cytokines et de facteurs de croissance comme le TGF-β et 
le VEGF impliqués dans la prolifération du muscle lisse bronchique, l'angiogenèse et la lymphangiogenèse. Les 
jonctions épithéliales sont altérées par les enzymes protéolytiques, permettant la fuite de l'EGF vers la lumière 
bronchique et l'activation des récepteurs EGFR, stimulant la prolifération des cellules endothéliales et la 
réparation de l'épithélium, mais aussi leur différenciation en cellules caliciforme. Ces cellules libèrent 
également de la périostine qui augmente la production de TGF-β et conduit à la prolifération des 
myofibroblastes et la synthèse de collagène. Les éosinophiles sont aussi une source de TGF-β qui peut 
influencer la production d'IL-5 par les lymphocytes Th2. Un processus de transition épithélio-mésenchymateuse 
(Epithelial–mesenchymal transition, EMT) peut éventuellement se mettre en place. Adapté de Lambrecht et al. 
2012. 
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Les cellules épithéliales libèrent aussi des médiateurs anti-inflammatoires comme la PGE2, l'IL-10, le 

15(S)-HETE et le TGF-β. La PGE2 diminue la production de chimioattractants et l'IL-10 réduit la 

production de TNF-α et d'IL-1β par les macrophages tandis qu'ils inhibent la prolifération des 

lymphocytes et sont impliqués dans les phénomènes de tolérance (Akdis et al. 2011, Sastre et al. 

2012). Les cellules épithéliales libèrent d'importantes quantités de 15(S)-HETE qui inhibent la 

production de leucotriènes par les neutrophiles, le chimiotactisme des neutrophiles induit par le 

LTB4 et la production d'anion superoxyde. Le TGF-β inhibe la libération de cytokines par les 

macrophages et inhibe la libération d'IL-8 (CXCL8) par les cellules épithéliales bronchiques 

(Lambrecht et al. 2012). 

 

Ainsi, l'asthme allergique est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes, impliquant 

de nombreux facteurs environnementaux, et dont les processus physiologiques et immunologiques 

sous-jacents sont complexes et nécessitent encore d'être explorés. Pour cela, de nombreux modèles 

animaux sont développés et utilisés pour élucider la pathophysiologie de l'asthme, ainsi que pour 

identifier et évaluer de nouvelles cibles thérapeutiques. 
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II. Modèles d'asthme allergique 

De nombreux modèles animaux d'asthme allergique ont été développés afin de permettre l'étude de 

la pathogenèse de la maladie et de développer de nouvelles thérapies. Ces modèles sont basés sur la 

modélisation du comportement clinique de l'asthme allergique, et ont conduit à mieux comprendre 

la physiopathologie pulmonaire. Parmi les animaux utilisés, la souris est aujourd'hui l'espèce 

majoritaire. Les souris ne sont pas naturellement sujettes à l'asthme, ce qui implique qu'une réaction 

artificielle, semblable à l'asthme, doit être induite dans les voies respiratoires. Les modèles d'asthme 

chez la souris reproduisent rarement toutes les caractéristiques de la maladie humaine, mais elles 

développent des symptômes qui modélisent l'asthme allergique et sont caractérisés par une 

inflammation des voies aériennes avec une hyperéosinophilie, une hyperréactivité bronchique (HRB), 

une élévation des IgE, et un remodelage des voies aériennes avec hyperproduction de mucus et 

dépôt de collagène.  

Il existe néanmoins des différences entre l’asthme induit chez la souris et la pathophysiologie 

humaine. L'HRB à la métacholine mesurée chez la souris est transitoire et consécutive aux 

provocations allergéniques alors que chez l'homme, elle est présente en permanence chez les 

patients asthmatiques, même en l'absence de symptômes. Les modèles d'asthme allergique chez la 

souris ne sont pas des répliques exactes de la maladie humaine, mais les observations effectuées 

dans ces modèles murins soutiennent la plupart des paradigmes existants.  

II.1. Animaux 

Il existe de nombreuses espèces animales utilisées pour modéliser l'asthme allergique. Souris, rats, 

cochons d'Inde, furets, chiens, moutons, singes et chevaux ont été utilisés pour étudier les processus 

inflammatoires et les altérations de la fonction des voies aériennes. Chaque animal possède des 

avantages et des inconvénients et reproduit plus ou moins fidèlement l'asthme allergique 

(Tableau 3). L'animal le plus utilisé est sans conteste la souris. La souris présente l'avantage de 

produire préférentiellement des IgE en réponse à un allergène et offre la possibilité d'explorer des 

mécanismes détaillés des réactions allergiques en raison de la disponibilité de nombreux "réactifs 

immunologiques" tels que cytokines recombinantes et anticorps. De plus, les souches de souris 

consanguines permettent le transfert de cellules entre des animaux de même souche pour 

l'évaluation de la fonction des facteurs et cellules spécifiques. En plus de ces dernières, la souris 

présente une gamme importante d'outils génétiques puisqu'il est possible de générer des souris 

génétiquement modifiées. Cet arsenal est complété par une reproduction facile et une courte 
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période de gestation. L'utilisation de la souris a donc permis de nombreux progrès dans la 

compréhension des mécanismes impliqués dans l'asthme allergique et dans le développement des 

médicaments. Cependant, en raison de différences physiologiques considérables, entre la souris et 

l'homme, l'extrapolation des résultats à l'homme doit être judicieuse. Parmi les différences 

observées, la souris ne présente pas d'HRB spontanée et l'hyperplasie du muscle lisse bronchique est 

plus difficile à démontrer, de même que l'implication du système nerveux dans l'asthme. De plus, les 

modèles d'asthme allergique chez la souris pourraient présenter, pour la plupart, une résolution 

spontanée des différents symptômes après l'arrêt des provocations allergéniques et dans certains 

cas, un phénomène de tolérance ou de désensibilisation à l'allergène pouvant résulter de 

l'administration de dose trop élevée et/ou répétée d'allergène. Ces phénomènes pourraient 

dépendre de la souche de souris, des conditions d'élevages, des allergènes employés et de leur 

qualité (présence de contaminants), et être en partie attribués à l'absence de cofacteurs 

environnementaux comme la pollution et les infections pulmonaires (Eisenbarth et al. 2002, Swirski 

et al. 2002, Jaspers et al. 2009, Maes et al. 2010). L'analyse de ces données est d'autant plus difficile, 

que les conditions d'élevages sont souvent mal définies (état sanitaire, filtration, saison) et que 

seulement quelques modèles publiés ont fait l'objet d'une étude approfondie de l'évolution et de la 

persistance des symptômes mesurés tels que l'inflammation, le remodelage bronchique ou l'HRB.  

Parmi les autres animaux utilisés durant ces 2 dernières décennies, le cochon d'Inde ou cobaye a 

permis l'étude du bronchospasme en réponse à l’allergène et de l'HRB, notamment l'hyperréactivité 

aux agonistes cholinergiques (aussi histamine, PGs, TxA2, autres), et la production d'anticorps de 

type IgG1 et IgE.  Le cochon d'Inde a l'avantage de présenter une réponse immédiate à l’allergène, 

caractérisée par un bronchospasme consécutif à la provocation allergénique, suivie d’une phase 

retardée de bronchoconstriction (6 à 24h après l’administration de l’allergène) accompagnée d’un 

infiltrat leucocytaire, puis d’un remodelage bronchique et une HRB (Zhou et al. 1999, Che, et al. 

2001, Smith et al. 2005, Jung et al. 2010, Evans et al. 2012). La réponse inflammatoire chez le cochon 

d'Inde est conforme à l'asthme observé chez l'homme, composée d'éosinophiles et de neutrophiles, 

et a permis d'identifier l'importance de l'inflammation des voies aériennes dans l'altération de la 

fonction respiratoire. Il existe cependant de nombreuses limites à ce modèle telles que l'absence de 

souches consanguines, le nombre limité de "réactifs biologiques" disponibles et de séquençage du 

génome ou encore la prédominance des IgG1 plutôt que des IgE (Canning et al. 2008). 

Le rat a également été utilisé par de nombreux chercheurs. La réponse anaphylactique à un allergène 

implique majoritairement les IgE, ce qui permet l'étude du contrôle de la synthèse des IgE spécifiques 

de l'allergène. Autre avantage, le rat est susceptible de produire une HRB persistant durant plusieurs 

jours (7 jours) et l'on peut différencier la réponse immédiate et la phase tardive suite à la 

provocation (Xu et al. 2002). Cependant, la plupart des modèles développés et disponibles à ce jour 
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requièrent une étape de sensibilisation par injection de l'allergène, en combinaison avec des 

adjuvants comme l'hydroxyde d'aluminium (alum, Al(OH)3), l’adjuvant de Freund ou Bordetella 

pertussis (Kucharewicz et al. 2008), plutôt qu'une sensibilisation par inhalation comme elle est 

utilisée chez le cochon d'Inde et est développée chez la souris durant ces dernières années. Comme 

pour le cochon d'Inde, les "réactifs immunologiques" spécifiques du rat ne sont pas aussi abondants 

que ceux disponibles pour la souris. Ce sont des limitations importantes à l'étude des réponses 

allergiques des voies respiratoires. 

Les plus gros animaux comme le lapin, le singe, le mouton et le cheval ont été utilisés mais ils sont 

difficiles à manipuler et trop coûteux (Ali et al. 1994, Iwashita et al. 2008, Kier et al. 2011). Le cheval 

est le seul animal qui développe naturellement des troubles respiratoires caractérisés par une 

obstruction aiguë des voies respiratoires lorsqu'il est exposé à des poussières (Liccardi et al. 2012). 

La souris est donc l'animal le plus utilisé, mais il convient de prendre en considération plusieurs 

éléments distincts dont les interactions sont exceptionnellement complexes, comme le fond 

génétique de la souris, l'allergène utilisé, le protocole expérimental et les paramètres mesurés.  

Animal Avantages Inconvénients 

Souris 

Production d'IgE en réponse à 
l'allergène 
Réactifs immunologiques très 
nombreux 
Nombreuses souches consanguines 
Elevage facile et relativement peu 
couteux 
Période de gestation courte 

Ne présente pas d'HRB spontanée 
Musculature limitée des bronches 
Différences anatomiques du poumon 
Ne répond pas à l'histamine 

Rat 

Production d'IgE en réponse à 
l'allergène 
Produit une HRB durable (7 jours) 
Réponse immédiate et tardive  

Les modèles disponibles requiert une sensibilisation 
par voie systémique et l'utilisation d'adjuvant 
Réactifs immunologiques moins abondants 

Cochon 
d'inde 

Le poumon est la cible de l'anaphylaxie 
Réponse immédiate et tardive  
 

IgG1 majoritaire 
Absence d'animaux consanguins 
Réactifs immunologiques spécifiques peu abondants 

Lapin 

Réponse immédiate et phase tardive  
Le poumon est la cible de l'anaphylaxie 
Production d'IgE en réponse à 
l'allergène 

Immunisation néonatale requise pour une phase 
tardive 
Réactifs immunologiques peu abondants 

Grands 
Animaux 

Le cheval développe naturellement de 
l'asthme 
Le singe est sensible aux Ascaris et à 
l'HDM (house dust mite : acariens) 

Difficile à manipuler 
Coûteux 

Tableau 3: Avantages et inconvénients des espèces animales utilisées dans les modèles d'asthme. Chaque 
espèce animale possède des avantages et des inconvénients et reproduit plus ou moins fidèlement l'asthme 
allergique humain (Ali et al. 1994, Iwashita et al. 2008, Shin et al. 2009, Kier et al. 2011).  
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II.2. Souches de souris 

La réponse des souris de différentes souches à un protocole expérimental de sensibilisation est très 

variable dans les modèles d'asthme allergique. Certaines souches répondent fortement alors que 

d'autres paraissent résistantes (Morokata et al. 1999, Ewart et al. 2000). Les souches A/J et AKR/J 

présentent une HRB importante à la métacholine alors que les souris FVB/NJ, C3H/HeJ et DBA/2 sont 

relativement résistantes et présentent une faible réaction inflammatoire ainsi qu'une réponse à la 

métacholine modérée dans les conditions de sensibilisation utilisant un mélange d'OVA (400µg/kg) et 

d'alum (80mg/kg) au jour 0 et 14, suivi d'une provocation à l'OVA par aérosol (1%, 1 heure) au jour 

21, l'inflammation et l'HRB à la métacholine ayant été mesurées 24h, 48h et 72h après la provocation 

allergénique (Whitehead et al. 2003). 

Parmi les souches de souris, les BALB/c et les C57BL/6 sont les plus fréquemment employées en 

raison de leurs réponses immunologiques bien caractérisées. Les souris BALB/c développent une 

réponse immunitaire préférentiellement de type Th2, avec production d'IgE spécifiques de 

l'allergène, une HRB et une robuste inflammation éosinophilique des voies aériennes localisée 

principalement autour des vaisseaux (veines et artères pulmonaires) et des bronches, primaires et 

secondaires. Inversement, les souris C57BL/6 présentent des réactions immunitaires à dominance 

Th1, et des réactions allergiques limitées par rapport aux souris BALB/c, en particulier une faible 

production d'IgE et une plus faible HRB à la métacholine. Etonnamment, les souris C57BL/6 

présentent une inflammation robuste avec une infiltration importante d'éosinophiles dans les tissus 

(Morokata et al. 1999, Shinagawa et al. 2003). 

La disponibilité d'animaux génétiquement modifiés permet d'étudier l'influence des gènes dans la 

sensibilisation et le développement de l'inflammation allergique des voies respiratoires. Le 

séquençage complet du génome des souris C57BL/6, terminé en 2005, en a fait une souche 

privilégiée pour la génération de souris génétiquement modifiées (IL-4, IFN-γ, IL-6, Nlrc4, Casp1, 

Naip5, cPLA-2, T-bet, c-maf, GATA-3, Foxp3, TGF-β3, RORγT, TSLP, Rag2,...) (Kuperman et al. 2005, 

Hausding et al. 2008, Lightfield et al. 2008, Martínez-Sanz et al. 2008, Nurieva et al. 2008, Takatori et 

al. 2008, Capitini  et al. 2009, Hener et al. 2011). Quelques souris génétiquement modifiées utilisées 

pour étudier l’asthme allergique ont été générées sur souche Balb/c (STAT6,  STAT4, TLR-4, TLR-9, IL-

13, ...). L’utilisation de souris génétiquement modifiées, souris knock-out, avec délétion partielle ou 

totale, permanente ou conditionnelle, ou souris transgéniques par surexpression d'un gène, permet 

d’étudier la contribution d'une protéine et d'identifier les voies impliquées dans la physiopathologie 

de l’asthme. Ces études nécessitent un examen minutieux des effets observés, et de prendre en 

compte la possibilité d'un contournement des mécanismes de régulation ou de contrôle, perturber 

l'expression d'autres gènes ou encore être compensées par des voies inconnues.  
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II.3. Allergènes 

Un certain nombre d'allergènes ont été utilisés dans des modèles animaux d'asthme allergique. Le 

principal allergène utilisé est l'ovalbumine de poulet (OVA). L'OVA est relativement peu coûteuse, 

elle peut être hautement purifiée. Les épitopes immuno-dominants ont été bien caractérisés, et des 

peptides recombinants ont été produits. L'OVA purifiée peut être préparée sans protéase ou 

endotoxine, des produits qui peuvent interférer avec le processus de sensibilisation et sont 

abondants dans d'autres allergènes. (Fuchs et al. 2008). 

Pour la sensibilisation, l'OVA a été classiquement associée à un adjuvant et injectée pour induire la 

production d'anticorps et obtenir une réponse inflammatoire (Conrad et al. 2009), mais peut aussi 

être effective sans adjuvant, après administration intraperitonéale (Reber et al. 2013), locale 

(Eisenbarth et al. 2002, Yu et al. 2006) ou épicutanée (Spergel et al. 1998). Suite à la sensibilisation, 

une série de provocations par voie intranasale ou par inhalation permet d’obtenir une réponse 

inflammatoire dans les voies aériennes.  

Dans la plupart des souches de souris, l'inhalation de dose trop élevée et/ou répétée d'OVA conduit 

au développement d'un phénomène de tolérance ou de désensibilisation à l'allergène plutôt qu'une 

exacerbation des symptômes allergiques. De nombreux modèles montrent une réduction de 

l’inflammation, du remodelage et de l’HRB après 2 à 6 semaines de provocation allergénique, une 

tolérance qui semble apparaître d’autant plus vite que les provocations allergéniques sont 

nombreuses (généralement composées d'une exposition de 30 à 60 min/jour à un aérosol d'une 

solution de 1 à 2,5% d'OVA). Dans ces modèles, ceux comportant plus de 3 provocations 

allergéniques par semaine entraînent le développement d’une tolérance dès 3 semaines (Swirski et 

al. 2002), alors que les modèles comportant 3 provocations allergéniques par semaine développent 

généralement une tolérance à partir de la 6ème semaine (Sakai  et al. 2001, Van Hove et al. 2007). De 

plus, la tolérance persiste après l’arrêt des provocations allergéniques (Yiamouyiannis et al. 1999, 

Schramm et al. 2004). 

Bien que l’allergène soit un composant important dans l'induction de l'asthme allergique, d'autres 

facteurs, comme les lipopolysaccharides (LPS, endotoxines de la paroi bactérienne) peuvent y 

contribuer car ils sont omniprésents dans l'environnement et plus encore dans les animaleries 

(Lieutier-Colas et al. 2001). Les lipopolysaccharides semblent essentiels pour la sensibilisation à l'OVA 

chez la souris, comme cela est montré dans un modèle de sensibilisation à l'OVA par voie intranasale, 

où la présence de LPS est indispensable au développement d’une hyperéosinophilie, d’une HRB et 

pour augmenter la production d’immunoglobulines consécutive aux provocations allergéniques 

(Eisenbarth et al. 2002).  
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Les extraits ou les protéines purifiées dérivées d'allergènes puissants connus chez l'homme comme 

les acariens de la poussière de maison (House Dust Mite, HDM ; Dermatophagoïdes pteronyssinus 

Der p 1), le cafard, l'ambroisie ou herbe à poux (ambrosia artemisiifolia), ou des champignons tels 

que aspergillus fumigatus sont de plus en plus utilisés comme allergènes chez la souris (Lukacs et al 

2002, Ulrich et al 2008, Gregory et al. 2011, Pakdaman et al. 2011, Wang et al. 2011). Ces allergènes 

induisent des crises d'asthme chez l'homme et certaines études démontrent leur capacité à induire 

une inflammation chronique des voies respiratoires et le remodelage bronchique chez la souris. La 

réponse est également différente en fonction des souches et des allergènes. 

II.4. Protocoles expérimentaux chez la souris 

À l'heure actuelle, il n'existe pas de protocole expérimental normalisé et chaque laboratoire a 

développé ses propres protocoles. On peut cependant les distinguer en modèles aigus et 

"chroniques".  

II.4.1. Modèles aigus 

Les modèles de réponse allergique aiguë aux allergènes inhalés ont été largement utilisés pour 

élucider les mécanismes qui sous-tendent les réponses immunologiques et inflammatoires dans 

l'asthme et l'identification et l'investigation de nouvelles cibles pour le contrôle de l'inflammation 

allergique. 

Tous les modèles sont constitués d'une première phase, dite de sensibilisation, suivie d'une seconde 

phase, dite de provocation allergénique. La phase de sensibilisation est composée d'une ou plusieurs 

administrations systémiques ou locales d'allergène, avec ou sans adjuvant. Les adjuvants comme 

l'hydroxyde d'aluminium sont connus pour favoriser le développement des réponses de type Th2 

(Brewer et al 1999, McKee et al 2009). La phase de provocation intervient généralement 2 à 4 

semaines après la sensibilisation. Les allergènes sont alors administrés par aérosol ou par voie 

intranasale ou intratrachéale.  

Ces modèles sont de courte durée, présentent une grande reproductibilité et comprennent des 

niveaux élevés d'IgE spécifiques de l'allergène, un influx important d'éosinophiles dans les voies 

respiratoires et une HRB. Cependant, le remodelage des voies aériennes est généralement faible et la 

plupart des autres paramètres (HRB, inflammation à éosinophiles) sont transitoires (Hogan et al. 

2003). Les modèles aigus (Tableau 4) ont été beaucoup utilisés en première intention dans le 

développement de nouvelles thérapeutiques (Nials et al. 2008). 
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Souche Sexe Allergène Sensibilisation Exposition Provocation  Réponses aux 
provocations 

Références 

Balb/c Femelle OVA 
 

Aérosol 
10 min/jour 

pendant 10 jours 

Jour 11: 
Augmentation 

réponse muscle 
lisse ex vivo 

Larsen et 
al. 1992 

C57BL6 Mâle OVA 
OVA+Alum (i.p.) 

Jour 0 
Aérosol 

30 min/jour jours 
7 à 14 

Jour 15: 
éosinophiles 

Brusselle 
et al. 1994 

B6D2F1/J Mâle OVA 
OVA+Alum (i.p.) 

Jour 0 et 5 
Aérosol 

2x60 min/ jour 
jour 12 

Jour 13: IgE, 
éosinophiles 

Kung et al. 
1994 

C57BL6 Mâle OVA 
OVA+Alum (i.p.) 

Jour 0 et 12 
Aérosol 

2x30 min/jour 
jour 24, puis 
30 min/jour, 

J26,28,30 et 32 

Jour 33:  HRB, 
éosinophiles, 

oedeme 

Hogan et 
al. 1997 

Balb/c Mâle OVA 
OVA (i.p.) Jour 0, 
2, 4, 6, 8, 10, 12 

Intratrachéale 
20µg, jours 18, 

21, 24 
Jour 25: 

éosinophiles 
Blyth et al. 

1996 

Balb/c Mâle OVA 
OVA+Alum (i.p.) 

Jour 0 et 7 
Intranasale 75µg, jour 18 

Jour 21: HRB, 
éosinophiles 

Hessel et 
al. 1997 

Balb/c Femelle HDM 
 

Intranasale 
25µg, 

5 jours/semaine, 
3 semaines 

HRB, 
éosinophiles, 

mucus, IgE 

Fredriksson 
et al. 2012 

Balb/c 
Mâle &  
femelle 

OVA 
OVA+Alum (i.p.) 

Jour 0 et 14 
Inhalation 

20min/jour jours 
28 à 30 et 32 

Jour 33: HRB, 
éosinophiles 

Kuperman 
et al. 1998 

Balb/c Mâle OVA 
OVA+Alum (i.p.) 

Jour 0 et 7 
Intranasale 

10µg, jours 17 à 
20 

Jour 21: HRB, 
éosinophiles, 

mucus 

Hachet-
Haas et al. 

2008 

C57BL6 Mâle OVA 
OVA+Alum (i.p.) 
Jour 0, 7 et 14 

Intranasale 
100µg, jours 20 à 

22 
Jour 23: HRB, 
éosinophiles 

Caceres et 
al. 2009 

Balb/c Femelle OVA 
OVA+Alum (i.p.) 

Jour 0 et 12 
Inhalation jours 18 à 23 

Jour 24: HRB, 
éosinophiles 

McMillian 
et al. 2005 

Balb/c Femelle OVA 
OVA+Alum (i.p.) 

Jour 0 et 14 
inhalation jour 28 à 30 

Jour 31: HRB, 
éosinophiles 

Tomkinson 
et al. 2001 

C57BL6 Mâle OVA 
OVA+Alum (i.p.) 
Jour 0, 7 et 14 

Intranasale 
100µg, jours 19 à 

23 
Jour 25: HRB, 
éosinophiles 

Marion et 
al. 2011 

A/J et 
C3H/HEJ 

Mâle HDM 
100µg (i.n.), jour 

0 et 14 
Intranasale jour 21 

Jour 24: HRB, 
éosinophiles 

Lewkowich 
et al. 2005 

C57BL6 Mâle HDM 
HDM+alum (i.p.) 

jour 0 
inhalation jour 14 à 21 

Jour 22: HRB, 
éosinophiles 

Tournoy et 
al. 2000 

Balb/c 
Mâle & 
femelle 

HDM 
100µg (i.n.), jour 

0, 7 et 14 
Intranasale 100µg, Jour 21 

Jour 24: 
éosinophiles 

Draijer et 
al. 2013 

Balb/c 
Mâle & 
femelle 

HDM 
100µg (i.n.), jour 

0 
Intranasale 

5x10µg, jours 7 à 
11 

Jour 14: 
éosinophiles 

Draijer et 
al. 2013 

Balb/c 
Mâle & 
femelle 

HDM 
25µg (i.n.), jour 
0,2,4, 7, 9, 11 

Intranasale 
25µg, jour 14, 

16, 18 
Jour 21: 

éosinophiles 
Draijer et 
al. 2013 

Tableau 4: Modèles d'asthme allergique aigu chez la souris. (Liste non-exhaustive)  

II.4.2. Modèles à provocation allergénique répétée 

L'HRB, l'inflammation à éosinophiles et la métaplasie des cellules à mucus peuvent être induites par 

les premières expositions à un allergène chez la souris sensibilisée et sont décrites dans les modèles 

aigus, ce qui contraste avec la pathologie humaine où l'exposition à l'allergène est répétée et 

chronique. Par conséquent, des modèles à provocation allergénique répétée ont été développés 
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pour étudier la réponse inflammatoire allergique. Dans ces modèles, les animaux sont exposés à 

l'allergène 2 à 6 semaines après une première provocation allergénique, quand l'éosinophilie des 

voies aériennes et l'HRB sont résolues et retournées aux niveaux de base. Cette seconde phase de 

provocation entraîne une nouvelle hyperéosinophilie des voies aériennes, souvent une neutrophilie, 

une accumulation de lymphocytes et une fonction respiratoire altérée. L'avantage de ce protocole 

est de pouvoir contrôler la cinétique des paramètres inflammatoires induite par une administration 

unique d'allergène (Kanehiro et al. 2001, Koga et al. 2013). 

II.4.3. Modèles chroniques 

L'asthme est défini comme une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes liée à des 

modifications structurales comme une fibrose sous-épithéliale, une métaplasie des cellules à mucus, 

un épaississement du muscle lisse bronchique et une angiogenèse. Bien que les modèles aigus et 

répétés permettent d'étudier de nombreux aspects de la pathologie humaine, plusieurs laboratoires 

ont étudié l'administration chronique de l'allergène chez la souris, dans le but de simuler plus 

étroitement la maladie humaine. Différents modèles ont été développés en augmentant le nombre 

d'expositions aux allergènes sur plusieurs semaines. L'OVA ainsi que d'autres allergènes tels que 

l'extrait d’acariens de la poussière de maison, HDM, et les pollens de graminées ont été utilisés.  

Quelques articles montrent que l'utilisation d'OVA pour l'élaboration de modèle chronique conduit à 

l'élaboration d'une tolérance et une diminution progressive de l'HRB et de l'éosinophilie des voies 

aériennes (Jungsuwadee et al. 2004, Kumar et al. 2008). Un phenomène lié à l'inhalation de dose 

trop élevée ou répétée d'OVA, et qui dépend également de la souche de souris utilisée. Les souris A/J 

ne semblent pas présenter ce phénomène de tolérance alors que chez les Balb/c et les C57BL6, la 

tolérance peut apparaitre très rapidement (Shinagawa et al. 2003, McMillan et al. 2004).  

Au contraire, il semblerait que l'utilisation d'allergènes plus relevants, tels que l'HDM ou les pollens 

de graminées, entraine moins de phénomènes de tolérance (Johnson et al. 2004, Moreira et al. 

2011). Cet état de fait nécessite cependant d'être nuancé, car il semble important de noter que très 

peu des modèles publiés ont fait l'objet d'une étude cinétique, la plupart faisant état d'un phénotype 

mesuré à un point terminal. Dans ces modèles d'exposition chronique à l'allergène, il semble que 

quelques caractéristiques persistent après l'arrêt des provocations allergéniques. Quelques 

publications montrent un remodelage persistant, notamment les dépôts de collagène autour des 

bronches et la production de mucus, mais la persistance de l'HRB et de l'inflammation varie en 

fonction des protocoles (Johnson et al. 2004, McMillan et al. 2004, Kumar et al. 2004, Lloyd. 2007, 

Goplen et al. 2009). Ces modèles chroniques (Tableau 5) sont le plus souvent utilisés pour étudier la 

physiopathologie de l'asthme, mais sont peu utilisés pour l'évaluation des nouveaux agents 

thérapeutiques (Kumar et al. 2008, Nials et al. 2008, Wegmann. 2008).  
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Souche Sexe Allergène Sensibilisation Exposition Provocation 
Réponses aux 
provocations 

Références 

Balb/c femelle OVA 
OVA+Alum 

(i.p.) Jour 0 et 
14 

Aérosol 

2,5%, Jour 21, 
30min/jour,  

3jours/semaine, 
6/8 semaines 

HRB, Infiltration 
epithélium par 
éosinophiles, 
remodelage 

Temelkowski 
et al. 1998 

C57BL6 mâle OVA 
OVA+Alum 

(i.p.) Jour 0, 7 
et 14 

Aérosol 
1% 60min/jour, 
5jours/semaine, 

6 semaines 

HRB, éosinophiles, 
remodelage après 
3 semaines, tous 
diminués après 6 

semaines 

Yiamouyiannis 
et al. 1999 

Balb/c mâle OVA 
OVA+Alum 

(i.p.) Jour 0, 7 
et 14 

Aérosol 
1%, 60min/jour, 
2jours/semaine, 

4 semaines 

HRB, éosinophiles, 
epaissisement 

épithélium 

Braun et al. 
1999 

Balb/c femelle OVA 
OVA+Alum 

(i.p.) Jour 0 et 
14 

Intranasale 
500µg, Jours 

14, 27, 28, 47, 
61, 73, 74, 75 

HRB, éosinophiles, 
mucus, collagène 

Henderson et 
al. 2002 

Balb/c femelle HDM 
 

Intranasale 
25µg/jour, 

5jours/semaine, 
7 semaines 

HRB, éosinophiles, 
mucus, IgE 

Johnson et al. 
2004 

Balb/c mâle OVA 
OVA+Alum 

(i.p.) Jour 0et 
5 

Aérosol 

2%, Jour 17, 
30min/jour,  

3jours/semaine, 
6 semaines 

HRB, éosinophiles, 
réponse aigue et 

tardive 

Fernandez-
Rodriguez  et 

al. 2008 

Balb/c femelle 

DRA mix 
(acariens, 

pollen, 
Aspergillus 

et OVA)  

Imject® alum 
+ DRA mix  

(s.c.) Jour 0, 4, 
7 et 11 

Intranasale 

DRA mix, 
(5/50/5/60μg)  

2x/semaine 
semaines 3 à 10 

(Semaine 14) 
HRB, éosinophiles, 
mucus, collagène 
Mastocyte dans 

l'épithélium 

Goplen et al. 
2009 

C57BL6 
mâle et 
femelle 

HDM 
 

Intranasale 
0,05AU/ml, 

5jours/semaine, 
10 semaines 

HRB, éosinophiles, 
mucus 

Allen et al. 
2012 

C57BL7 Femelle HDM 
 

Intranasale 
10µg, 

5jours/semaine, 
6 semaines 

HRB, éosinophiles, 
mucus, IgE 

Moreira et al. 
2011 

C57BL8 
mâle et 
femelle 

HDM 
 

Intranasale 
50µg, 

3jours/semaine, 
6 semaines 

HRB, éosinophiles, 
mucus, IgE 

Le Cras et al. 
2011 

Balb/c femelle HDM 
 

Intranasale 
25µg/jour, 

5jours/semaine, 
5 semaines 

HRB, éosinophiles, 
mucus 

Botelho et al. 
2011 

Balb/c mâle HDM 
 

Intranasale 
25µg/jour, 

4jours/semaine, 
5 semaines 

HRB, éosinophiles, 
mucus, collagène 

Tomlinson et 
al. 2011 

Balb/c 
mâle et 
femelle 

HDM 
 

Intranasale 
40µg/jour, 

4jours/semaine, 
5 semaines 

HRB, éosinophiles 
Simeone-

Penney et al. 
2007 

Balb/c mâle HDM 
 

Intranasale 
25µg/jour, 

2jours/semaine, 
5 semaines 

HRB, éosinophiles, 
mucus, E-

cadherin, IgE 

Post et al. 
2012 

Tableau 5: Modèles d'asthme allergique chronique chez la souris. (Liste non-exhaustive) 
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II.5. Mesure de l'hyperréactivité bronchique 

La principale caractéristique clinique de l'asthme est une obstruction réversible des voies aériennes, 

accompagnée d'une hyperréactivité bronchique aux agents broncho-constricteurs et à des stimuli 

non spécifiques. Chez l'homme, l'inhalation d'un allergène peut induire une réponse immédiate et / 

ou une réponse tardive, mais la plupart des mesures de la réactivité bronchique le sont en réponse à 

l’inhalation d’agonistes cholinergiques tels que la métacholine ou l'acétylcholine, quelques heures 

après la provocation allergénique. L'exposition des souris à un allergène se traduit par une hausse 

significative de la réactivité bronchique à ces agonistes par rapport aux contrôles non exposés (Figure 

22). 

II.5.1. Mesure non invasive 

Les approches non invasives sont utilisées pour évaluer la fonction respiratoire chez les animaux non 

anesthésiés, placés dans une chambre plethysmographique (EMKA technologies, Tableau 6). La 

réactivité des voies aériennes à la métacholine est mesurée et comparée à la réponse au solvant 

(solution saline ou tampon phosphate). Les différents paramètres mesurés à l’aide du 

pléthysmographe en réponse à l’administration d’un agent broncho-constricteur, dont les temps 

d’expiration et d’inspiration, permettent de calculer les valeurs de Penh (enhanced Pause), 

correspondant à l’allongement du temps de pause expiratoire observé chez les individus présentant 

une réduction du calibre bronchique (Hamelmann et al. 1997, Lomask 2006). Les mesures non 

invasives ont de nombreux avantages par rapport aux méthodes invasives : elles sont techniquement 

moins exigeantes et peuvent être utilisées pour suivre l'HRB dans le temps chez un même animal. Il 

apparait généralement que les résultats obtenus par des manipulateurs expérimentés à l’aide 

d’approches non invasives sont corrélés à ceux obtenus par des méthodes invasives. Bien plus rapide 

et plus facile que la mesure invasive de la fonction respiratoire, cette approche nécessite néanmoins 

un calibrage attentif et est mieux adaptée aux souches présentant une forte HRB, telles que les souris 

A/J, AKR/J, BALB/c ou 129/Sv (Whitehead et al. 2003). Les résultats sont dépendants de la qualité du 

flux d'air dans la chambre, de la bonne maintenance du matériel, mais aussi du protocole. Pour ce 

dernier, la multiplication des nébulisations humidifie les filtres et les pneumotachographes, et 

impacte la qualité du flux d'air et la mesure. La validité de cette méthode a été remise en question et 

a engendré de nombreux débats car il est difficile d'exclure l'influence des voies aériennes 

supérieures et le Penh est un indice calculé et non une valeur physiologique (Adler et al. 2004, 

Hoymann et al. 2007). Aujourd'hui, la mesure de la réactivité bronchique est le plus souvent réalisée 

de manière non invasive puis confirmée par des méthodes invasives (Vanoirbeek et al. 2010). 
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Méthodes Non-invasive Invasive 

Avantages 

Permet des mesures répétées chez le 

même animal 

Mesure sur une période prolongée 

Mesure de la respiration normale, sans 

anesthésie ni trachéotomie ou 

instrumentation  

Rapide et facile 

Précision 

Contourne les modifications des voies 

aériennes supérieures 

Basée sur des principes physiologiques 

 

Inconvénients 

Interférence des voies aériennes 

supérieures 

Sujet aux artefacts (mouvements) 

Pas de mesure directe de la mécanique 

pulmonaire 

Le Penh est un paramètre calculé 

Nécessite une maintenance intensive 

Nécessite une anesthésie: 

modifications des réponses aux agents 

bronchoconstricteurs 

Nécessite une trachéotomie 

Nécessite une ventilation mécanique 

Long 

Mesure terminale 

Nécessite une expertise 

Exemple de 

Matériel 

disponible 

Pléthysmographe corps entier, animal 

non contraint, EMKA technologies 

 

Flexivent®, SCIREQ 

 

 

Tableau 6: Avantages et inconvénients des mesures invasives et non-invasives de la fonction respiratoire. 
Adapté de Glaab et al. 2007. 

II.5.1. Mesure invasive de la fonction respiratoire  

Les méthodes invasives validées, utilisent la méthode des oscillations forcées (Flexivent®, SCIREQ, 

Figure 22). Elles permettent de mesurer directement la mécanique pulmonaire chez la souris et 

peuvent être présentées comme le standard actuel pour la mesure de la physiologie des voies 

aériennes. L'HRB peut être évaluée directement par la mesure de la résistance des voies aériennes en  

réponse à la métacholine ou l'acétylcholine (inhalation ou injection intraveineuse) ou tout agent 
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broncho-contracturant. Couramment, la résistance mesurée est la somme des résistances des voies 

aériennes et du tissu, mais ces dernières peuvent être différenciées à l'aide d'un protocole adapté. 

Les mesures invasives sont plus précises et permettent de mesurer des changements transitoires par 

évaluation au temps donné. L'insertion d'une canule trachéale permet de ne mesurer que les 

paramètres pulmonaires en esquivant les voies aériennes supérieures. Cependant, la mise en place 

de la canule oblige la réalisation d'une trachéotomie, ce qui exclut la possibilité de réaliser des 

mesures répétées ou un suivi prolongé, nécessite l'utilisation d'anesthésiques, d'une ventilation 

mécanique, et exige une certaine expertise (Irvin et al. 2003, Bates et al. 2003, Glaab et al. 2007).  

La mesure invasive de la fonction respiratoire nécessite que la ventilation de l'animal soit prise en 

charge par le ventilateur mécanique, en l'absence de réaction de la part de l'animal. Pour cela, cette 

méthode implique l'utilisation de doses importantes d'anesthésique et requiert l'utilisation d'agent 

myorelaxant tel que la xylasine, et dans certains cas de curarisant tels que le pancuronium (Shalaby 

et al. 2010, McGovern et al. 2013). L'utilisation d'anesthésique peut perturber la mesure de la 

résistance des voies aériennes en l'absence d'agent broncho-constricteur et ne permet pas de 

mesurer le bronchospasme en réponse aux allergènes et aux endotoxines (LPS).  

 

 

L'utilisation des modèles animaux a permis et permet de mieux comprendre les mécanismes, les 

interactions, et les liens entre les facteurs et les cellules. Parmi les liens mis en évidence, les 

chimiokines ont une place importante et sont impliquées dans un grand nombre de processus 

physiologiques, les réponses immunitaires et les processus physiopathologiques. 
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III. les chimiokines et leurs récepteurs 

Les chimiokines sont des cytokines de faible poids moléculaire caractérisées par leur propriété à 

induire la migration des leucocytes (Baggiolini, 1998). Quarante-six chimiokines et 21 récepteurs de 

chimiokines de type récepteur couplé aux protéines G ou RCPG ont été décrits (Bendall et al. 2005, 

Zlotnik et al. 2012). Les chimiokines sont sécrétées dans les sites inflammatoires ; elles forment des 

gradients qui permettent de produire des signaux directionnels pour le chimiotactisme des 

leucocytes (Sallusto et al. 2008) et sont des médiateurs des réponses immunitaires et 

inflammatoires. Les chimiokines participent également à un grand nombre de processus 

physiologiques impliqués dans l’homéostasie, la maturation de précurseurs hématopoïétiques, le 

développement des organes lymphoïdes et l’angiogénèse. 

III.1. Nomenclature et classification  

Les premières chimiokines ont été caractérisées dans les années 70 avec la découverte du PF4 

(plateled factor 4), qui est aujourd'hui classé dans la famille des chimiokines de type CXC et nommé 

CXCL4 (Levine et al. 1976, pour revue: Bendall et al. 2005). Les autres molécules apparentées ont été 

découvertes quelques années plus tard et regroupées sous différents noms: SIS (Small Inducible 

Secreted, Brown et al. 1989) qui regroupait des chimiokines de type CC ou bien « scy » (small 

cytokines, Beall et al. 1992) et « intercrine » (Mukaida et al. 1991), qui regroupaient des chimiokines 

de type CC et CXC. Le terme définitif de chimiokines, pour « cytokines chimio-attractantes », sera 

adopté en 1992 lors du troisième congrès international sur les cytokines. Bien que la nomenclature 

officielle des chimiokines fût décidée en 1995 par le comité NC-IUPHAR, les premières dénominations 

de chaque chimiokine restent communément utilisées dans les publications scientifiques (Tableau 7). 

Les chimiokines se caractérisent par un motif commun N-terminal contenant des cystéines (Cys) qui 

permettent de les distinguer en quatre sous-familles sur la base du nombre et de l'espacement de 

ses cystéines (Figure 17): les deux principales sous-familles sont les CXC-chimiokines (groupe α) et les 

CC-chimiokines (groupe β). Les deux premiers résidus cystéines des CXC-chimiokines sont séparés par 

un seul acide aminé et ceux des CC-chimiokines sont adjacents. Une autre sous-famille, composée de 

deux membres, a été décrite. XCL1 ou lymphotactine-α, et XCL2 ou lymphotactine-β sont les deux 

seules C-chimiokines ; elles ont la particularité de ne posséder que deux cystéines (Kleiner et al. 

1994). CX3CL1 ou fractalkine est l'unique CX3C-chimiokine, dont trois acides aminés séparent les 

deux premières cystéines (Bazan et al. 1997).  
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Famille Nom Commun Récepteurs 

Famille CXC 
  CXCL1 Gro-α, Growth related oncogene-α CXCR1, CXCR2 

CXCL2 Gro-ß, Growth related oncogene-ß CXCR2 

CXCL3 Gro-γ, Growth related oncogene-γ CXCR2 
CXCL4 PF-4, Platelet derived factor-4 CXCR3 
CXCL5 ENA-78, Epithelial cell derived neutrophil activating factor-78 CXCR2 

CXCL6 GCP-2, Granulocyte chemoattractant protein-2 CXCR1 
CXCL7 NAP-2, Neutrophil activating protein-2 CXCR2 
CXCL8 IL-8, Interleukin 8 CXCR1, CXCR2 
CXCL9 MIG, Monokine CXCR3 

CXCL10 IP-10, Interferon inducible protein-10 CXCR3 
CXCL11 I-TAC, Interferon inducible T cell a chemoattractant CXCR3 
CXCL12 SDF-1, Stromal-derived factor-1 CXCR4 

CXCL13 BCA-1, B cell activating chemokine CXCR5 
CXCL14 BRAK, Breast and kidney chemokine ? 
CXCL16 Leukotactin-1 CXCR6 

Famille CC 
  CCL1 I-309 CCR8 

CCL2 MCP-1, Monocyte chemoattractant protein-1 CCR2, CCR11 
CCL3 MIP-1α, Macrophage inflammatory protein-1-α CCR1, CCR3, CCR5 
CCL4 MIP-1β, Macrophage inflammatory protein-1-β CCR1, CCR5 

CCL5 RANTES, Regulated Activation Normal T cell Expressed and Secreted CCR1, CCR3, CCR5 
CCL6 Protéine C10 CCR1 
CCL7 MCP-3, Monocyte chemoattractant protein-3 CCR1, CCR2, CCR3, CCR11 

CCL8 MCP-2, Monocyte chemoattractant protein-2 
CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, 
CCR11 

CCL9 / 
CCL10 

MIP1-γ, Macrophage inflammatory protein-1-γ CCR1 

CCL11 Eotaxin-1 CCR3 
CCL12 MCP-5, Monocyte chemoattractant protein-5 CCR2, CCR11 
CCL13 MCP-4, Monocyte chemoattractant protein-4 CCR2, CCR3, CCR5, CCR11 

CCL14 
HCC-1, Haemofiltrate CC chemokine ou MIP-1d, Macrophage inflammatory 
protein-1-d 

CCR1, CCR5 

CCL15 HCC-2, Haemofiltrate CC chemokine 2 ou Lkn-1,  leukotactin 1 CCR1, CCR3 
CCL16 HCC-4 , Haemofiltrate CC chemokine 4 ou LEC, liver expressed chemokine CCR1, CCR2, CCR8 

CCL17 TARC, Thymus and activation regulated chemokine CCR4, CCR8 
CCL18 PARC, Pulmonary and activation regulated chemokine CCR6 

CCL19 
MIP-3β, Macrophage inflammatory protein-3-β ou ELC, Epstein Barr virus 
induced receptor ligand chemokines 

CCR7, CCR10, CCR11 

CCL20 
MIP-3α, Macrophage inflammatory protein-3-α ou LARC,  liver and 
activation regulated chemokine 

CCR6, CCR10, 

CCL21 SLC, Secondary lymphoid tissue chemokine CCR7, CCR11 
CCL22 MDC, Macrophage derived chemokine CCR4 

CCL23 MPIF-1 CCR1 
CCL24 Eotaxin-2 ou MPIF-2, Myeloid progenitor inhibitory facto- 2 CCR3 
CCL25 TECK, Thymus expressed chemokine CCR9, CCR11 

CCL26 Eotaxin-3 CCR3 

CCL27 
CTACK, cutaneous T-cell attracting chemokine ou ESkine, Embryonic stem 
cell chemokine 

CCR10 

CCL28 Mec, Mucosae-Associated Epithelial Chemokine CCR3, CCR10 

Famille C   
XCL1 Lymphotactin 

 
XCR1 

XCL2 SCM1b, Single C motif-1 ou Lymphotactin-ß XCR2 

Famille CX3C   
CX3CL1 Fractakine / neurotactin CX3CR1 
 

Tableau 7 : Nomenclature des chimiokines humaines. Classification IUPHAR et nomenclature usuelle. Adapté 
de Zlotnik et al. 2000, Lean et al. 2002, Ma et al. 2004, Bendall et al. 2005, Zissel et al. 2012. 
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Les chimiokines sont de petites protéines basiques de 70 à 130 acides aminés (soit 8 à 14 kDa) 

présentant 20 à 30% d'homologie entre les 4 sous-familles, jusqu'a 70% entre les CC-chimiokines et 

jusqu'à 90% d'homologie entre les CXC-chimiokines. 

 

 

Figure 17: Les 4 sous familles de chimiokines. Les chimiokines sont divisées en 4 sous-familles sur la base du 
nombre et de l'espacement des cystéines conservées au niveau de leur région amino-terminale. 

III.2. Structures 

Les structures tridimensionnelles de plusieurs chimiokines ont été déterminées par cristallographie 

aux rayons X (CXCL12: Murphy et al. 2010) et par résonance magnétique nucléaire (RMN) (pour 

revue: Ziarek et al. 2012, CX3CR1: Park et al. 2012, CCR5: Schnur et al. 2013). La relative conservation 

de la composition en acides-aminés des CC et CXC chimiokines entraîne de fortes similarités au 

niveau de leurs structures secondaires et tertiaires. 

La formation de deux ponts disulfures entre les cystéines 1 et 3 (Cys1-Cys3) et les cystéines 2 et 4 

(Cys2-Cys4) confère une structure tertiaire commune et caractéristique des chimiokines. Cette 

structure conservée est composée d’une région amino-terminale flexible qui précède la première 

cystéine. Ce domaine est suivi d’une région en boucle appelée boucle N (N loop) suivie d’un feuillet 

constitué de trois brins β antiparallèles reliés entre eux par les boucles 30s, 40s et 50s. Ce motif 

rigide fournit une base solide sur laquelle s’ancre le domaine carboxy-terminal organisé en hélice α 

qui suit la dernière cystéine (Clore et al. 1995). La structure tridimensionnelle est stabilisée à la fois 

par les deux ponts disulfures et par des liaisons hydrophobes entre des résidus de l’hélice α carboxy-

terminale et des résidus du feuillet β (Figure 18). La portion N-terminale flexible et la boucle rigide 

sont les deux sites majeurs d'interaction des chimiokines avec leurs récepteurs (Onuffer et al. 2002) 
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Figure 18: Structure tridimensionnelle des chimiokines. Adapté de Galzi et al. 2010. 

 

C'est sous la forme de monomère que la plupart des chimiokines ont une activité biologique, mais 

elles sont capables de former des oligomères, créant de nouvelles structures pouvant avoir un rôle 

fonctionnel in vivo ; ce mécanisme serait nécessaire par exemple à l'activité chimiotactique de CCL2 

et CCL5 (Proudfoot et al. 2003).  

Les chimiokines telles que CCL2, CCL3, CCL5, CCL8, CXCL8 et CXCL12 ont tendance à l'oligomérisation 

lorsqu'elles sont fortement concentrées, notamment lorsqu'elles interagissent avec les 

glycosaminoglycannes (GAGs) de la matrice extracellulaire par des interactions ioniques et se 

trouvent concentrées à la surface des membranes cellulaires (Kuschert et al. 1999, Lau et al. 2004, 

Crown et al. 2006, Ziarek et al. 2013). A l’exception d’une forme de CCL27 qui est transloquée dans le 

noyau, les chimiokines comportent un peptide signal permettant leur sécrétion (Gortz et al. 2002).  

Cependant, les chimiokines CXC3CL1 et CXCL16 ne sont pas libérées dans le milieu extracellulaire 

sous forme soluble. Elles sont produites sous forme de protéines membranaires et sont composées 

d’un domaine chimiokine, d’un tronc mucine, d'un segment transmembranaire et d'une partie 

intracellulaire (Figure 19) (Hermand et al. 2008). Sous cette forme, elles jouent le rôle de molécule 

d’adhésion. Ces deux chimiokines peuvent être libérées après clivage par les protéases de la famille 

ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) (Ludwig et al. 2007). 
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Figure 19: Représentation schématique de la forme membranaire de CX3CL1. Sous cette forme, cette 
chimiokine est composée de 4 domaines: un domaine chimiokine, un tronc mucine (site de glycosylation), un 
segment transmembranaire et une partie intracellulaire. Adapté de Hermand et al. 2010. 

III.3. Les récepteurs des chimiokines 

Les chimiokines interagissent avec des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Une vingtaine de 

récepteurs a été caractérisée et regroupée en quatre sous-familles: CCR, CXCR, CX3CR et XCR en 

fonction de la classe des chimiokines qui les activent. De manière générale, une même chimiokine 

peut activer différents récepteurs et réciproquement, un même récepteur peut lier plusieurs 

chimiokines, toujours de la même classe (CC ou CXC) (Allen et al. 2007). A ces récepteurs classiques 

on peut ajouter D6, CCX-CKR (Chemocentryx-chemokine receptor) et DARC ou Duffy (Duffy antigen 

receptor for chemokine). Ces récepteurs lient les chimiokines mais ne semblent pas transmettre de 

signal intracellulaire et serviraient de leurre/piège. (Feng et al. 2009) 

 

Les récepteurs aux chimiokines sont des protéines de 320 à 380 acides aminés. Ils sont constitués de 

sept domaines riches en résidus hydrophobes sous forme d’hélices α transmembranaires (TM1-TM7), 

reliées entre elles par 3 boucles hydrophiles extracellulaires (ECL1-ECL3) et 3 boucles 

intracytoplasmiques (ICL1-ICL3). Ils possèdent un domaine N-terminal extracellulaire (environ 40 

acides aminés) et un domaine carboxy-terminal intracellulaire. Des ponts disulfures sont présents 

entre les boucles EC1 et EC2 ainsi qu'entre le domaine N-terminal et la boucle EC3 (Figure 20). Les 

récepteurs aux chimiokines possèdent un motif DRY (Asp-Arg-Tyr) au niveau de la boucle 

intracellulaire ICL2 qui est nécessaire à la liaison aux protéines G. Le domaine C-terminal contient des 

sites de phosphorylation sur résidus sérine et thréonine impliqués dans la signalisation et dans la 

désensibilisation du récepteur (Allen et al. 2007). 
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Figure 20: Représentation schématique d'un récepteur aux chimiokines. RCPG constitué de 7 segments 
transmembranaires (TM1-7), 3 boucles extracellulaires (ECL1-3), 3 boucles intracytoplasmiques (ICL1-3), un 
domaine N-terminal extracellulaire et un domaine carboxy-terminal intracellulaire. Des ponts disulfures sont 
présents entre les boucles ECL1 et ECL2 ainsi qu'entre le domaine N-terminal et la boucle ECL3. 

 

Les récepteurs aux chimiokines possèdent un fort degré d'homologie au niveau des régions 

transmembranaires mais de grandes variations au niveau des domaines extra-membranaires. 

Ils existent sous forme de monomères et pourraient dans certains cas former des oligomères, 

généralement des homo- ou hétéro-dimères (Thelen et al. 2010). Les récepteurs CCR2, CCR5 et 

CXCR4 forment des homodimères et pourraient former des hétéro-dimères. Les récepteurs CXCR7 et 

CXCR4 peuvent notamment former des hétérodimères lors de la fixation de CXCL12 et ainsi moduler 

l'activité de la chimiokine (Levoye et al. 2009). L'affinité des chimiokines pour leurs récepteurs varie 

en fonction du couple ligand/récepteur et du type de cellules présentant le récepteur mais reste de 

l'ordre du nanomolaire. Les chimiokines ont une activité agoniste, mais il a été montré que certaines 

chimiokines peuvent avoir également une activité « antagoniste » (Allen et al. 2007). Ces chimiokines 

peuvent se lier à un récepteur, sans l'activer et empêcher sont activation par une chimiokine 

agoniste. Un phénomène rencontré par exemple entre les chimiokines CXCL8, CXCL9 et CXCL10, 

agonistes du récepteur CXCR3, mais qui peuvent se lier au récepteur CCR3 et empêcher la fixation 

des chimiokines CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13 et CCL24 et leur activité chimiotactique (Loetscher 

et al. 2001). Le système des chimiokines et de leurs récepteurs est dit redondant car une chimiokine 

peut se lier à plusieurs récepteurs et les récepteurs ont la faculté de répondre à plusieurs 

chimiokines (Figure 21).  
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Figure 21: Les chimiokines et leurs récepteurs. Adapté de Lazennec et al. 2010.  

 

Ce n’est cependant pas le cas de toutes les chimiokines et de tous les récepteurs. Par exemple, 

CX3CL1 ne se fixe qu'au récepteur CX3CR1 et est son seul ligand. De plus, les récepteurs aux 

chimiokines sont répertoriés en fonction de la classe de leurs ligands mais il existe des exceptions. 

Les récepteurs leurres DARC et D6 sont connus pour lier à la fois des CC et des CXC chimiokines avec 

des affinités identiques (Hansel et al. 2011). Les 3 ligands agonistes de CXCR3, qui sont CXCL9, 

CXCL10 et CXCL11, sont également antagonistes du récepteur CCR3 (Xanthou et al. 2003). Cette 

redondance permettrait d’augmenter l'efficacité du recrutement cellulaire lors des processus 

inflammatoires et explique pourquoi l’absence ou la non-fonctionnalité d`une chimiokine ou d’un 

récepteur n’entraîne pas nécessairement des anomalies majeures. A ce jour, seule l’absence de 

CXCR4 et de CXCR7 ou de leur ligand CXCL12 est létale (Nagasawa et al. 1996; Tachibana et al. 1998; 

Sierro et al. 2007).  

III.4. Interaction chimiokine-récepteur 

L'interaction entre la chimiokine et le récepteur est réalisée en deux étapes: le ligand reconnait 

d'abord un site de liaison de faible affinité présent sur la partie N-terminale extracellulaire du 

récepteur qui entraîne un changement de conformation de ce dernier (Rojo et al. 1999, Szpakowska 

et al. 2012). Cette première étape rend possible la suivante: l'interaction entre la partie N-terminale 
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de la chimiokine et les boucles extracellulaires du récepteur (Figure 22). Ce second site de liaison fait 

intervenir la portion la plus variable chez toutes les chimiokines et est donc déterminant pour 

l’affinité et la spécificité de la liaison ligand-récepteur. De plus, un certain nombre d’acides aminés et 

de tyrosines sulfatées localisées au niveau du domaine N-terminal des récepteurs contribuent 

également à la haute affinité de liaison des chimiokines. 

 

 

 

Figure 22: Modèle d'interaction "chimiokine/récepteur aux chimiokines" en 2 étapes. Le ligand reconnaît 
d'abord la partie amino-terminale du récepteur, puis interagit de façon plus spécifique avec les boucles 
extracellulaires. Adapté de Szpakowska et al. 2012. 

 

 

Les résidus chargés des boucles du récepteur participent à son activation et à l'initiation de la 

transduction du signal (Allen al. 2007). Les 2 sites d’interaction des chimiokines sont courts (quelques 

acides aminés) et proches, grâce à la présence des 2 ponts disulfures hautement conservés. 

A la surface des cellules, l'interaction des chimiokines avec leurs récepteurs est modulée par la 

présence de protéoglycannes sur la membrane plasmique (Kuschert et al. 1999). Les chimiokines 

peuvent se lier avec une forte affinité par l’intermédiaire d’un motif BBXB (B=résidus basique), à ces 

glycosaminoglycannes (GAG) chargés négativement à la surface cellulaire. Cette fixation non 

spécifique augmente leur concentration locale et facilite leur fixation aux récepteurs. La liaison aux 

GAG protège les chimiokines contre la dégradation, permet leur stockage et leur présentation au 

récepteur, et favorise l’activation cellulaire in vivo (Ali et al. 2000). Les chimiokines sont connues 

pour leurs fixations aux GAGs sont CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL8, CXCL8, CXCL12  (Kuschert et al. 

1999, Lau et al. 2004, Crown et al. 2006, Ziarek et al. 2013). 
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III.5. Transduction du signal des récepteurs de chimiokines 

La liaison d'une chimiokine à son récepteur induit un changement conformationnel permettant 

l'activation de la protéine G hétérotrimérique associée au récepteur. La cascade de signalisation 

induite dépend de la nature de la protéine G et des effecteurs activés. Les protéines G sont formées 

d’une sous-unité α liée à un complexe βγ. Elles sont inactives lorsque leurs sous-unités sont liées au 

GDP et deviennent actives quand le GDP est échangé pour du GTP. Sous forme active, la protéine G 

hétérotrimérique se dissocie en une sous-unité α liée au GTP et en un dimère βγ. Les sous unités 

libres sont alors capables d’interagir avec différents effecteurs tels que des adénylate cyclase, 

phosphodiesterase, phospholipase C, canaux Ca2+ voltage-dépendant, phosphatidylinositol-kinase 

de type 3 (PI3K), responsables de la réponse physiologique (Figure 23) (Allen et al. 2007, Offermanns 

2003). Il existe plus de 20 sous-unités α regroupées en 4 familles: αs, αi, αq et α12/13, ainsi que 6 

sous-unités β et 12 γ (Maghazachi 2000). Les récepteurs des chimiokines sont principalement 

associés à des protéines Gαi sensibles à la toxine de Bordetella pertussis (PTX) ou à des membres de 

la famille Gαq.  

 

Figure 23: Représentation schématique résumant l'activation des protéines G hétérodimériques via les 
récepteurs à 7 domaines transmembranaires. Agoniste (A), toxine pertussique (PTX), protéines régulatrices de 
la signalisation des protéines G (RGS).  Adapté de Offermanns 2003. 
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L'effecteur le plus courant est la phospholipase C β (PLCβ) qui interagit avec la sous-unité βγ (Kelley 

et al. 2006). Cette interaction permet de générer de l’inositol (1,4,5 trisphosphate (IP3) et du 

diacylglycérol (DAG) à partir du phosphatidylinositol (4,5)-bis phosphate (PI). L’IP3 induit la libération 

de Ca2+ des stocks intracellulaires et permet une augmentation de la concentration cytoplasmique en 

calcium. En présence de calcium, le DAG active différentes isoformes de protéines kinases C (PKC) qui 

catalysent la phosphorylation de protéines comme les MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinases) 

(Naor et al. 2009). La fixation des chimiokines sur leurs récepteurs peut également stimuler la 

phospholipase D (PLD) et des complexes d’adhésion tels que PYK2 (proline-rich tyrosine kinase 2) 

également appelé RAFTK (adhesion focal tyrosine kinase), appartenant à la sous-famille des FAK 

(Focal Adhesion Kinase) (Yin et al. 2003). Les sous-unités βγ associées aux récepteurs de chimiokines 

peuvent également activer la  phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) qui active à son tour la protéine 

kinase B (PKB) (Figure 24) (Macoska JA. 2011, Offermanns. 2003). Cependant, la signalisation des 

récepteurs des chimiokines peut être indépendante de la protéine G et dans certains cas, comme 

pour les récepteurs CXCR4 et CCR5, conduire au recrutement et à l’activation de la voie JAK-STAT et 

accroitre la prolifération et la survie cellulaire (Ahr et al. 2005, Wong et al. 2003). Dans le cas du 

récepteur CXCR7, la liaison de la chimiokine, entraîne l'association avec la β-arrestine et permet à 

son tour d'induire des cascades signalétiques menant à l’activation des MAP Kinases (mitogen 

activated protein kinases), telles que les MAPK 42/44 ou ERK1/2, sans interagir avec  les protéines G 

hétérotrimériques (Rajagopal et al. 2010). Ces cascades de signalisation des récepteurs des 

chimiokines sont impliquées dans la régulation de différentes fonctions biologiques comme la 

migration, la survie, la différentiation, la prolifération cellulaire.  

 

Figure 24: Principales voies de signalisation induites par la liaison des chimiokines sur leurs récepteurs.  
Phospholipase C (PLC), Protéine Kinase C (PKC), Protéine Kinase B (PKB), MAPK, FAKp125, PI3K, PIK, 
DiAcylGlycérol (DAG), Inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). Adapté de Thelen 2001 et Olson et al. 2002. 
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III.6. Désensibilisation et internalisation des récepteurs 

L'activité des récepteurs des chimiokines est régulée soit par la désensibilisation du récepteur, qui 

concourt à limiter dans le temps le signal d’activation du récepteur, soit par l’internalisation de celui-

ci (Bennett et al. 2011). Ce processus est nécessaire au maintien de la capacité des cellules à réagir à 

un gradient de chimiokines. Lorsqu'une chimiokine se lie à un récepteur, ce dernier interagit avec 

une protéine G qui se dissocie en sous-unités α-GTP et βγ, capables d’activer des effecteurs 

cellulaires. Très rapidement le domaine C-terminal du récepteur est phosphorylé par les kinases des 

récepteurs couplés aux protéines G (G-protein-coupled receptor kinases ou GRK), ce qui a pour effet 

d'augmenter son affinité pour la β-arrestine. Cette première étape est appelée l’étape de 

désensibilisation ou de phosphorylation. La β-arrestine peut ensuite interagir avec la protéine 

adaptatrice AP-2 et établir un pont moléculaire entre le complexe récepteur-β-arrestine et la 

principale protéine de la membrane de la vésicule d’endocytose: la clathrine. Ce phénomène a été 

décrit pour plusieurs récepteurs tels que CXCR4 et CXCR7 (Brühl et al. 2003; Berchiche et al. 2011; 

Luker et al. 2010). Dans les vésicules d'endocytose, le pH acide et la présence de phosphatases 

permet de déphosphoryler les récepteurs internalisés qui sont alors recyclés à la membrane 

plasmique où ils peuvent à nouveau être stimulés (Figure 25). Certains récepteurs ne recyclent pas et 

sont dirigés vers le compartiment lysosomial pour y être dégradés tels que CXCR2B et CXCR3 (Cottrell 

et al. 2012). Il existe une seconde voie d'internalisation qui ne conduit pas à la formation de vésicules 

de clathrine. Cette seconde voie dépend des cavéoles: des micro-domaines membranaires très 

organisés, riches en cholestérol et composés de cavéolines, un ensemble de protéines qui forment 

des oligomères et permettent l'invagination de la membrane plasmique. Les cavéosomes fusionnent 

ensuite avec les endosomes les plus proches (Borroni et al. 2010). 

  
Figure 25: Endocytose des RCPG après une activation de courte durée: mécanisme principal et devenir des 
récepteurs internalisés. Protéine Adaptatrice (AP-2), G-protein-coupled receptor kinases (GRK). Adapté de 
Bennett et al. 2011. 
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III.7. Expression des chimiokines et de leurs récepteurs 

Les chimiokines se différencient en 3 profils d'expression (Figure 26) (Rossi et al. 2000, Zlotnik et al. 

2000 et 2006). Certaines chimiokines telles que CX3CL1, CCL17, CCL18, CCL19, CCL20, CCL21, CCL25 

ou encore CXCL12 et CXCL13 sont produites de manière constitutive et sécrétées au niveau de tissus 

ou organes. Ces chimiokines sont impliquées dans l'homéostasie et peuvent participer au 

développement (CXRCL1, CCL8, CXCL12), à l'angiogenèse (CXCL12) ou à la régulation de la production 

et de la distribution normales des leucocytes (CCL3, CCL19, CCL21, CCL25, CXCL13). Ces chimiokines 

participent notamment à la migration des lymphocytes vers les organes lymphoïdes lors de la 

surveillance immunitaire (Raman et al. 2011). 

D'autres chimiokines sont considérées comme inflammatoires telles que CCL2, CCL5, CCL11 et CXCL8, 

et ne sont produites qu’en cas d'inflammation ou d'infection. Elles peuvent être produites par le tissu 

lui-même (endothélium vasculaire, épithélium) ou par les leucocytes (macrophages, 

lymphocytes T...). Leur rôle est d’induire la migration des leucocytes vers le site inflammatoire et 

d'activer les cellules immunitaires pour la mise en place d’une réponse immunitaire. Elles peuvent 

également être impliquées dans l'angiogenèse (CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCL8, CXCL9, 

CXCL10), la lymphangiogenèse (CXCL12) et dans le développent des tumeurs (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5,  

CCL22, CXCL12) (Belperio et al. 2000, Abroun. 2008, Raman et al. 2011, Zhuo et al. 2012). 

Certaines chimiokines peuvent être à la fois constitutives et inflammatoires. CXCL12, par exemple, 

est exprimée de façon constitutive dans de nombreux tissus comme la moelle osseuse, l'intestin et le 

poumon mais peut également être surexprimée dans certaines pathologies (Berghuis et al. 2012, Lee 

et al. 2012, Sheu et al. 2012), le plus souvent en réponse à l'hypoxie (Hitchon et al. 2002, Ceradini et 

al. 2004, Miller et al. 2005, Yin et al. 2013). Cependant, la surexpression de la chimiokine CXCL12 ne 

semble pas nécessaire à son rôle majeur dans l'inflammation, notamment dans le recrutement des 

leucocytes et des cellules progénitrices impliquées dans les phénomènes de réparation et/ou de 

remodelage (Nanki et al. 2000, Wright et al. 2002, Wang et al. 2008, Karin 2010). En effet, le rôle du 

couple CXCL12/CXCR4 a été mis en évidence dans de nombreuses pathologies, notamment à l'aide 

d'antagoniste du récepteur CXCR4 ou d'agents neutralisants de CXCL12, sans qu'une surexpression 

de la chimiokine ne soit mesurée (Balabanian et al. 2002, Lukacs et al. 2002, Meiron et al. 2008, 

Hachet-Haas et al. 2008, Doyle et al. 2011). 
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Figure 26: Classification des chimiokines en fonction de leur profil d'expression. Selon cette classification, il 
existe 3 types de chimiokines: certaines sont produites de façon constitutive et sécrétées au niveau de certains 
tissus ou organes et sont impliquées dans l'homéostasie; d'autres sont considérées comme inflammatoires et 
ne sont produites qu'en cas d'inflammation ou d'infection; et enfin certaines chimiokines peuvent être à la fois 
constitutives et inflammatoires (Liste non exhaustive). 

 

Les récepteurs aux chimiokines sont principalement exprimés par les leucocytes. De manière 

générale, les CXC chimiokines exercent leur effet chimiotactique sur les neutrophiles et les 

lymphocytes alors que les CC chimiokines ont un spectre plus large et agissent aussi sur les 

monocytes, les basophiles et les éosinophiles. La C chimiokine agit principalement sur les 

lymphocytes T et CX3CL1 sur les monocytes/macrophages, les lymphocytes T et les cellules NK. 

Cependant, les récepteurs aux chimiokines sont aussi présents sur d’autres types cellulaires, 

notamment les cellules épithéliales et endothéliales mais aussi sur les cellules musculaires lisses, les 

neurones et les cellules de la microglie (Moser et al. 2004, Adler et al. 2005, Cartier et al. 2005, Ebert 

et al. 2005). 

 

L'expression des récepteurs aux chimiokines sur les leucocytes semble assez bien définie (Figure 27). 

Ainsi, CXCR1 et CXCR2 sont exprimés très majoritairement par les neutrophiles, qui sont 

principalement impliqués dans la défense antimicrobienne. Les monocytes, les éosinophiles et les 

basophiles expriment des récepteurs communs et d’autres qui leur sont propres comme CCR5 sur les 

monocytes ou CCR3 sur les éosinophiles et basophiles. Les lymphocytes sont capables d’exprimer la 

quasi-totalité du répertoire des récepteurs aux chimiokines et certains comme CCR9, CCR10 et CXCR6 

ne sont exprimés que par les lymphocytes T (Moser et al. 2001 et 2004, Abroun 2008). Le profil 

d'expression des récepteurs aux chimiokines d’un lymphocyte peut permettre de définir l’état de 

maturation et d’activation de celui-ci. Par exemple, l'expression de CCR7 par les lymphocytes T CD8+ 

mémoires (CD45RA-) différencie les cellules T mémoires centrales (CCR7+) recirculant vers les 

organes lymphoïdes secondaires, des cellules T mémoires effectrices ayant un tropisme pour les sites 

inflammatoires où elles peuvent interagir avec les cellules présentatrices d'antigène ou CPA (Unsoeld 

et al. 2002, Poholek et al. 2009). De même, les cellules présentatrices d'antigène immatures 

expriment plutôt CCR1, CCR2 et CCR5 alors que les matures expriment CCR4 et CCR7, ces derniers 

permettant la migration vers les organes lymphoïdes secondaires (Sallusto et al. 2000 et 2008).  
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Figure 27: Expression des récepteurs aux chimiokines sur les leucocytes humains. Monocytes (Mo), 
lymphocytes T (T), lymphocytes B (B), lymphocytes NK (NK), neutrophile (N), basophile (Bo), eosinophile (E). 
Adapté de Pease 2011) 

III.8. Rôles physiologiques et physiopathologiques des chimiokines et 
de leurs récepteurs  

Les chimiokines sont capables d'orchestrer la migration et l'activation des leucocytes et des cellules 

souches et interviennent dans le maintien de l'homéostasie et participent aux épisodes 

inflammatoires en permettant le recrutement des cellules immunitaires et la défence de l'organisme 

contre les agents pathogènes. Cependant, la production de chimiokines inflammatoires peut devenir 

excessive et incontrôlée. La réponse immunitaire est alors activée de manière inappropriée et 

exacerbée. Les maladies inflammatoires sont le fait de ces disfonctionnements, notamment dans les 

lésions athéromateuses, les rejets de greffe, les réactions allergiques ou encore les pathologies auto-

immunes. Il a ainsi été montré que les chimiokines et leurs récepteurs peuvent être associés à la 

sclérose en plaques, la polyarthrite rhumatoïde, l'athérosclérose, l'asthme, la fibrose, le cancer 

(Figure 28).  
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Figure 28: Relation entre pathologies et couples chimiokines/récepteurs. Les associations entre les récepteurs 
aux chimiokines, leurs ligands et les pathologies représentées sur la figure ne sont pas exhaustives mais 
montrent la complexité de ces relations. Ces rapprochements ont été obtenus par l'analyse de l'expression des 
chimiokines dans des biopsies, l'utilisation de modèles murins et des études de polymorphismes chez l'homme. 
Adapté de Sharma 2010. 

III.8.1. Migration cellulaire 

Principal rôle des chimiokines et de leurs récepteurs, la migration cellulaire et plus particulièrement 

la migration des leucocytes est impliquée dans le développement, l'homéostasie et l'inflammation. 

Les chimiokines et leurs récepteurs interviennent dès la maturation des leucocytes à partir de 

précurseurs de la moelle osseuse ou du thymus (Moser et al. 2004). Les profils d’expression des 

récepteurs aux chimiokines sur ces précurseurs hématopoïétiques varient et sont accompagnés par 

une production spécifique de chimiokines au niveau des différents microenvironnements. Ce 

système sophistiqué permet la relocalisation des précurseurs dans différents compartiments 

tissulaires pendant les phases de maturation successives. Ainsi, les chimiokines impliquées dans 

l'homéostasie permettent la migration des lymphocytes dans les organes lymphoïdes pour la 

surveillance immunitaire. D’autres chimiokines sont nécessaires pour attirer les monocytes et les 

cellules présentatrices d'antigène immatures au niveau du site d’inflammation, diriger les CPA 

matures vers les vaisseaux lymphatiques, recruter à la fois les cellules T et les CPA dans l’organe 

lymphoïde le plus proche, et enfin permettre la migration des cellules effectrices vers le site 
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inflammatoire. Les chimiokines et leurs récepteurs sont donc impliqués dans les migrations 

cellulaires nécessaires à l’initiation des réponses immunitaires. 

Certaines chimiokines, comme CCL2, promeuvent la synthèse d’intégrines par les cellules 

endothéliales et favorisent ainsi la fixation des leucocytes circulants aux cellules endothéliales des 

capillaires sanguins. La chimiokine CXCL8 quant à elle augmente la perméabilité vasculaire et stimule 

la diapédèse des polynucléaires neutrophiles activés (Semple et al. 2009). Ces deux processus 

permettent l'infiltration des leucocytes vers le site inflammatoire (Figure 29). D'autre part, la 

spécificité de certaines chimiokines vis-à-vis de leurs cibles permet d’organiser la migration des 

leucocytes. Ainsi, les lymphocytes Th1 sont attirés de manière dose-dépendante par les CC-

chimiokines CCL3 et CCL5 qui sont sans effet sur les lymphocytes Th2, au contraire des chimiokines 

comme CCL2, CCL17, CCL22 et CXCL12 qui exercent leur chimio-attractivité sur les lymphocytes Th1 

et Th2 (Siveke JT et al. 1998, Andrew  et al. 2001, Sebastiani et al. 2005). Il a été également mis en 

évidence que CXCL12 était important dans la migration des cellules souches myéloïdes durant le 

développement, permettant une migration des cellules du foie fœtal vers la moelle osseuse. Enfin, la 

chimiokine CCL11 (éotaxine) recrute les éosinophiles de manière spécifique vers les tissus où elle est 

sécrétée (Romagnani et al. 2002). 

 

Figure 29: Modèle en plusieurs étapes du recrutement leucocytaire. Les leucocytes se fixent à la surface des 
cellules endothéliales à l'aide des interactions entre les sélectines et leur ligand (ESL-1 et PSGL-1). Ensuite, les 
chimiokines présentées par les GAGs sur les cellules endothéliales permettent l'activation des récepteurs aux 
chimiokines qui entraîne l'expression des intégrines à la surface des leucocytes qui peuvent alors adhérer 
fortement aux molécules d'adhésions (ICAM-1 ou VCAM-1) présentes sur la paroi vasculaire . Les leucocytes 
subissent alors un réarrangement de leur cytosquelette leur permettant de franchir la barrière endothéliale ; 
c’est la transmigration Les leucocytes peuvent ensuite migrer dans les tissus en direction du gradient de 
chimiokine. ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule 1), VCAM-1 (Vascular cell adhesion protein 1), PSGL-1 (P-
selectin Glycoprotein Ligand), ESL-1 (E-selectin ligand), PECAM-1 (platelet/endothelial cell adhesion molecule 1). 
Adapté de van Buul et al. 2004, Rijcken et al. 2007 et Constantin et al. 2008. 
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III.8.2.  Inflammation 

La sécrétion des chimiokines a été détectée dans un grand nombre de maladies inflammatoires 

(Johnson et al. 2004). Les chimiokines sont responsables de l'activation et de l'accumulation des 

leucocytes dans les tissus enflammés. Chaque maladie inflammatoire semble posséder un profil 

leucocytaire caractéristique et spécifique des chimiokines produites. Ainsi, le recrutement des 

neutrophiles est généralement accompagné d’une augmentation significative de la concentration en 

CCL2 et CXCL8, comme dans les pneumonies aiguës d’origine bactérienne, les méningites virales ou la 

polyarthrite rhumatoïde (Szekanecz et al. 2010, Xia et al. 2011). L'accumulation de lymphocytes T 

dans les lésions granulomateuses, caractéristiques de la lèpre tuberculoïde et de la sarcoïdose, est 

accompagnée d'une forte concentration de CXCL10.  

Dans la maladie de Crohn, une maladie inflammatoire de l’intestin, le passage de la phase aiguë à la 

phase chronique, caractérisé par une raréfaction des neutrophiles remplacés par des lymphocytes et 

des macrophages, est accompagné d'une modification du panel de chimiokines produites 

(MacDermott et al. 1998). Dans le psoriasis, les lésions cutanées contiennent des neutrophiles et des 

lymphocytes T activés et présentent une forte concentration en CXCL8, CXCL10 et CCL2 (Luster, 

1998). Les chimiokines inflammatoires sont excrétées en réponse à des agents pro-inflammatoires, 

notamment les cytokines Il-1β, l'IL-4, le TNFα et l'IFNγ impliquées dans la surproduction de 

nombreuses chimiokines (Figure 30) (Teran et al. 1999, Pechkovsky et al. 2000, Terada et al. 2001, Liu 

et al. 2007, Matsumiya T et al. 2010). 

 

 

Figure 30: Chimiokines excrétées en réponse à des agents pro-inflammatoires, en particulier par les cellules 
épithéliales, les macrophages et les lymphocytes en réponse aux cytokines IL-1β, IL-4,  TNFα et IFNγ. 

III.8.3. Prolifération cellulaire et angiogenèse 

Outre les activités pro-inflammatoires, les chimiokines régulent également la prolifération de 

différents types cellulaires et sont impliquées dans l'angiogenèse et dans le développement de 

tumeurs malignes. La chimiokine CXCL1 est sécrétée par les cellules de mélanome et possède un 

effet prolifératif autocrine. Une étude in vitro a également mis en évidence que des cellules 
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primaires tumorales provenant de mélanomes intra-oculaires expriment les récepteurs CXCR1, 

CXCR2 et CXCR4, et peuvent migrer selon un gradient de chimiokine CXCL12 ou CXCL8 (Di Cesare et 

al. 2007). Une activité chimioacttractante est également mise en évidence sur des lignées cellulaires 

provenant d’ostéosarcome (Perissinotto et al. 2005). Ces auteurs ont également mis en évidence 

l’importance de l’axe CXCL12-CXCR4 dans la rétention des cellules métastatiques dans les organes 

éloignés de la tumeur primaire. Ils ont en effet montré que l’administration d’un peptide anti-CXCR4 

(T134) empêche la formation de métastases dans le poumon suite à l’administration intraveineuse 

des cellules tumorales d’ostéosarcome. D’autre part, le couple CCL21-CCR7 est lui impliqué dans la 

formation des métastases dans les ganglions lymphatiques dans de nombreux types de cancer tels 

que le cancer du sein, le cancer collorectal ou encore le cancer du poumon non à petite cellule, un 

phénomène lié à l’abondance de CCL21 dans les  ganglions lymphatiques (Raman et al. 2007).  

Les chimiokines sont également engagées dans la régulation de l'angiogenèse, en coopération avec 

d’autres facteurs tels le FGFβ (fibroblast growth factor β) et le VEGF (vascular endothelial growth 

factor). Ainsi, CXCL1, CXCL5 et CXCL12, comme la plupart des chimiokines CXC, dopent le 

chimiotactisme et la prolifération des cellules endothéliales et ainsi stimulent l'angiogenèse. De plus, 

l'hypoxie augmente l'expression de CXCR4 (via HIF1-α) sur les cellules endothéliales, ce qui amplifie 

l'action de CXCL12. A l'inverse, des chimiokines comme CXCL4 (PF4) et CXCL10 inhibent la 

prolifération des cellules endothéliales (Verbeke et al. 2010). Il a eté mis en évidence que la 

chimiokine CXCL4 peut inhiber l’activité pro-angiogénique du bFGF (basic fibroblast growth factor) et 

du VEGF, en empêchant leur liaison avec leurs recepteurs, par liaison directe avec ces facteurs de 

croissances ou par competition en empêchant leur fixation aux glycosaminoglycanes (GAG), une 

étape importante qui stabilise les intéractions entre ces facteurs de croissances et leur récépteurs. 

CXCL4 peut aussi agir comme un antagoniste des intégrines et reduire ainsi l’adhérence des cellules 

endothéliales au micro-environnement extracellulaire et leur migration (Wang et al. 2013). L’activité 

angiostatique de CXCL10 reste encore mal connue mais pourrait, à l’image de CXCL4, être due à sa 

forte affinité pour les GAGs qui empêcherait la liaison du bFGF et du VEGF aux GAGs (Campanella et 

al. 2010). 

 

En résumé, les chimiokines et leurs récepteurs sont donc impliqués dans l'homéostasie et dans la 

défense de l'organisme contre les agents pathogènes, mais également dans de nombreuses 

pathologies, et notamment dans le cancer et l'inflammation. 

Parmi ces chimiokines, il a été mis en évidence que la chimiokine CXCL12 et ses récepteurs CXCR4 et 

CXCR7 ont un rôle fondamental dans l'organogenèse et dans l'homéostasie, mais aussi dans l'asthme 

allergique. 
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IV.La chimiokine CXCL12 et ses deux récepteurs CXCR4 et CXCR7 

IV.1. La chimiokine CXCL12  

Les protéines SDF1α et SDF1β (stromal cell derived factor 1) sont les premières chimiokines identifiées 

par clonage à partir d’une lignée de cellules stromales de la moelle osseuse murine (Tashiro et al. 

1993). Ces protéines ont été clonées à partir des cellules stromales humaines (Shirozu et al. 1995) et 

ont été identifiées comme des cytokines induisant la prolifération des précurseurs des cellules B 

dépendantes des cellules stromales. Elles avaient donc aussi été appelées « facteurs stimulant la 

croissance des cellules B » (PBSF : Pre-B cell growth Stimulating Factor) (Nagasawa et al. 1994 et 

1996). Elles font aujourd'hui classées dans la famille des chimiokines au motif CXC et sont appelées 

CXCL12α et CXCL12β. La chimiokine CXCL12 existe sous forme soluble mais elle peut aussi se lier aux 

glycosaminoglycannes présents à la surface des cellules et joue alors un rôle dans l’adhésion et dans 

la transmigration des leukocytes (Janowski. 2009, Bryant et al. 2012). 

Les deux variants CXCL12α (68 acides aminés ou AA) et CXCL12β (72 acides aminés) sont codés par un 

seul gène qui subit un épissage alternatif. CXCL12β possède 4 acides-aminés supplémentaires à 

l’extrémité carboxy-terminale. Ces deux formes alternatives ont des niveaux d’expression et des 

fonctions identiques. Quatre autres variants de CXCL12 ont été identifiés, qui contiennent 

respectivement 30 AA (CXCL12γ), 31 AA (CXCL12δ), 1 AA (CXCL12ε) et 51 AA (CXCL12φ) 

supplémentaires à l’extrémité C-terminale par rapport à CXCL12α (Rueda et al 2008). 

Chez l'homme, CXCL12 est la seule chimiokine de type CXC dont le gène est localisé sur le 

chromosome 10 alors que les gènes codant pour toutes les autres chimiokines de type CXC sont 

portées par les chromosomes 4 et 5. Elle est produite de façon constitutive par de nombreuses 

cellules comme les cellules endothéliales, les cellules épithéliales et les cellules stromales. CXCL12 est 

très bien conservée entre les espèces. Seul le remplacement d'une valine par une isoleucine en 

position 18 diffère entre l'homme et la souris. Cette conservation à travers l'évolution suggère un 

rôle fondamental de CXCL12 dans l’homéostasie et le développement (Shirozu et al. 1995). La 

chimiokine CXCL12 se lie au récepteur CXCR4 ou LESTR/fusin (Oberlin et al. 1996) et au récepteur 

CXCR7 ou RDC1 (Receptor Dog ADNc) (Balabanian et al. 2005). 

Bien que présentant de nombreuses caractéristiques communes à la famille des chimiokines CXC, la 

structure de la chimiokine CXCL12 (Figure 31) possède une singularité la rapprochant de la famille 

des chimiokines CC : l’orientation des ponts disulfures est identique à celle des chimiokines de la 

famille CC. Cette différence résulte sans doute de l’existence d’une proline entre les cystéines 9 et 11 

(Gozansky et al. 2005). De plus, une récente étude phylogénétique a établi une relation plus étroite 

entre CXCL12 et les chimiokines CC qu'avec les chimiokines CXC (Murphy et al. 2010). 
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Figure 31 : Structure tridimensionnelle de CXCL12. Figure illustrant la structure 3D de la chimiokine CXCL12 et 
l'orientation des ponts disulfures (violet) comparativement à deux chimiokines CC (CCL7 et CCL11) et deux 
chimiokines CXC (CXCL8 et CXCL10). Les brins β sont représentés en rose, l’hélice α carboxy-terminale en bleu, 
les boucles 30s, 40s et 50s en blanc et la boucle N en vert foncé. Structures 3D obtenues et orientées à partir 
de la base de données PDB (Protein Data Bank). 
 

IV.2. Sites de production de CXCL12 

L’expression de CXCL12 est constitutive dans de nombreux tissus (Janowski. 2009). CXCL12 est 

produite chez le fœtus par les cellules épithéliales biliaires des plaques ductales du foie fœtal et par 

les cellules mésothéliales des cavités cœlomiques (Lewellis SW et al. 2012), et est indispensable au 

développement du fœtus. Chez l’adulte, la chimiokine CXCL12 est détectée dans les cellules 

stromales mais aussi endothéliales, épithéliales et dendritiques dans différents tissus comme le foie, 

le poumon, la glande surrénale, la moelle osseuse et dans les cellules gliales, les astrocytes et 

certains types de neurones dans le système nerveux central (Banisadr et al. 2003, Karin 2007).  

L'isoforme CXCL12-β semble être exprimé moins abondamment que l'isoforme CXCL12-α et semble 

être lié au système vasculaire. Il a été mis en évidence que les cellules endothéliales des micro-

vaisseaux cérébraux chez les souris expriment spécifiquement CXCL12-β et que cette isoforme est 

surexprimée suite à une ischémie cérébrale focale (Stumm et al. 2002). Cette surexpression est 

associée à l'infiltration de cellules exprimant CXCR4, telles que les macrophages. CXCL12-β a 

également un effet plus important que les autres variants sur l'angiogenèse des cellules 

endothéliales micro-vasculaires humaines (Manetti et al. 2009). Une estimation de la répartition de 

CXCL12-β (ARNm) chez l'homme a révélé leur présence dans les organes hautement vascularisés tels 

que le foie, la rate, la moelle osseuse et les reins, et leur absence dans le cerveau (Yu et al. 2006).  

CXCL12-γ est l'isoforme prédominante dans le cerveau de rat adulte, en remplacement de CXCL12-β 

qui est abondant durant la vie embryonnaire (Gleichmann et al. 2000). Chez l'homme et la souris, 

CXCL12-γ a principalement été mis en évidence dans le cœur (Pillarisetti et al. 2001, Yu et al. 2006), 

son expression pulmonaire basale est faible (Rueda et al 2008). Le domaine C-terminal enrichi en 
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acides aminés basiques de CXCL12-γ renforce de manière spectaculaire sa fixation aux GAGs (Rueda 

et al, PlosOne 2008). Suite à un infarctus expérimental chez la souris, la quantité de CXCL12-γ reste 

inchangée alors que l'expression de CXCL12-α est augmentée. Les rares données portant sur CXCL12-

γ indiquent que son expression est associée aux organes les plus sensibles aux infarctus tels que le 

cerveau et le cœur.  

Les variants d'épissage CXCL12-δ, CXCL12-ε et CXCL12-φ ont été décrits récemment dans les tissus 

humains et semblent abondants dans le pancréas. CXCL12-ε et CXCL12-φ ont été mis en évidence 

dans le cœur et le foie, ainsi que dans le rein chez le fœtus et l’adulte. CXCL12-δ a également été 

détecté dans la rate, le foie et le poumon chez le fœtus. Les différents variants d'épissage semblent 

présenter la même réponse cellulaire, mais être actifs dans différents tissus et conditions 

physiologiques ou pathologiques (pour revue, Janowski 2009). 

IV.3. Les récepteurs de la chimiokine CXCL12 : le récepteur CXCR4 

C'est en menant des recherches sur les récepteurs orphelins que le gène codant le récepteur CXCR4 

est identifié pour la première fois. Il est caractérisé comme un récepteur à sept domaines 

transmembranaires et tout d'abord classé dans la famille des récepteurs du neuropeptide Y comme 

récepteur NPY Y3 (Herzog et al. 1993). Les auteurs montrent également que ce récepteur présente 

une homologie avec le récepteur de l’interleukine 8.   

Dans le même temps, l'ADNc codant pour une protéine de 352 AA compatible avec la séquence d’un 

RCPG est également isolé d’une banque d'ADN de monocytes humains (Loetscher et al. 1994). Ces 

auteurs démontrent que ce RCPG, nommé LESTR (Leukocyte-derived Seven Transmembrane domain 

Receptor) est identique à 92,7% au récepteur NPY Y3 mais qu'il ne lie pas le NPY, ni la plupart des 

agents chimiotactiques connus. Ces auteurs démontrent également qu'il est présent dans les 

lymphocytes et les polynucléaires neutrophiles. En étudiant l'infection des lymphocytes CD4 par le 

VIH, Feng et ses collaborateurs mettent en évidence l'existence d'un cofacteur nécessaire à la fusion 

et l'infection des lymphocytes par le VIH. Ils l’identifient à un récepteur appartenant à la famille des 

RCPG et le nomment "Fusin" (Feng et al. 1996). 

En parallèle, le récepteur murin "pre-B-cell-derived chemokine receptor" (PB-CKR/CXCR4) est identifié 

comme récepteur fonctionnel de la chimiokine CXCL12 (Nagasawa al. 1996) et le rôle protecteur de 

CXCL12 dans l'infection des lymphocytes par le VIH est également mis en évidence. Ce récepteur 

murin est cloné et sa séquence protéique présente, respectivement, 86% et 96% d'identité avec les 

formes bovines et humaines (Heesen et al. 1996, Nagasawa al. 1996). Récement, il a été mis en 

évidence que le récepteur CXCR4 peut également lier l'ubiquitine extracellulaire, une proteine aux 

propriétés anti-inflammatoires (Majetschak et al. 2003), dans de nombreuses lignées cellulaires de 
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monocytes/macrophages murins et humains (Saini et al. 2010) et induire une réponse calcique et 

une baisse de l'AMPc (IC50 = 104 nM contre 49nM pour CXCL12) pouvant être inhibées par un 

antagoniste de CXCR4, l'AMD3100. L'ubiquitine possède aussi une activité chimiotactique sur les 

THP1, mais présente un index chimiotactique deux fois plus faible que CXCL12, et contrairement à 

CXCL12, l'ubiquitine ne se lie pas à la partie amino-terminale du récepteur, mais interagit 

uniquement avec les boucles extracellulaires du récepteur CXCR4 et ne bloque pas l'infection des  

cellules P4.R5 MAGI par le VIH (Saini et al. 2011). 

 Le récepteur CXCR4 présente un poids moléculaire de 40kDa et appartient à la famille des 

récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines Gαi. La protéine CXCR4 

murine diverge de la forme humaine, principalement au niveau de la seconde boucle extracellulaire 

qui présente une insertion de 7 AA (Q181-G187). De plus, elle présente 1 site de glycosylation à 

l'extrémité N-terminale, alors que 2 sont présents chez l'homme. Au contraire, le motif de liaison aux 

protéines Gαi dans la troisième boucle cytoplasmique et le motif riche en sérine à l'extrémité C-

terminale sont très conservés et préservent la liaison aux protéines Gαi et le domaine de 

signalisation de ces récepteurs (Heesen et al. 1996, Bussillo et al. 2007).  

 

IV.3.1. Site de production du récepteur CXCR4 

Le récepteur CXCR4 est exprimé sur les cellules hématopoïétiques (Sharma M et al. 2011) et par les 

leucocytes circulants, incluant les neutrophiles, les monocytes, les lymphocytes B et T, les 

macrophages et les cellules dendritiques. Il est également exprimé dans le poumon, le cœur et le 

cerveau, notamment par les cellules endothéliales du système vasculaire, par les cellules épithéliales, 

et dans les neurones du système périphérique ou central, dans la microglie et les astrocytes.  Une 

concentration importante de cellules exprimant CXCR4 a été identifiée dans les muqueuses génitales 

et digestives, ainsi que dans les glandes salivaires et le placenta.  De plus, l'expression récepteur 

CXCR4 a été détectée dans 23 types de cancer (Balkwill F. 2004) où il est impliqué dans la migration 

et la survie des cellules cancéreuses (Furusato B et al. 2010, Hattermann K et al. 2012). 

 

IV.3.2. Signalisation induite par CXCR4 

Le récepteur CXCR4 appartient à la famille des récepteurs à sept domaines transmembranaires 

couplés aux protéines Gαi sensibles à la toxine pertussis (PTX). Le prétraitement avec la PTX,  catalyse 

l’ADP-ribosylation au niveau d’une cystéine située près de la partie C-terminale du récepteur, et 

prévient l’activation de la protéine G nécessaire à la phosphorylation des sérines en partie C-

terminale du récepteur (Busillo JM et al. 2010).  
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La liaison de la chimiokine CXCL12 sur le récepteur CXCR4 active des voies de signalisations 

dépendantes de l'activation de la protéine Gαi. La protéine Gαi est capable d'inhiber l’adénylate 

cyclase et d'activer des kinases apparentées à la famille Src, tandis que Gßy est libérée et active la 

phospholipase C-β (PLC-β) et la PI3K (phosphatidylinositol 3 kinase), conduisant à la régulation des 

processus tels que la transcription des gènes, la migration cellulaire et l'adhérence cellulaire (Figure 

32) (Offermanns S. 2003, Roland J et al. 2003).  

L'activation de PLC-β, entraîne le clivage du PIP2 (phosphatidyl-inositol-diphosphate) en IP3 (Inositol 

trisphosphate) et DAG (diacylglycerol). L'IP3 est une molécule soluble, capable de diffuser à travers le 

cytoplasme, en direction du réticulum endoplasmique, où il est capable de se lier à un récepteur 

Ins3PR (inositol-3-phosphate receptor) présent sur un canal calcique. La liaison de l'IP3 à InsP3R 

déclenche l'ouverture du canal Ca2+ et la libération de Ca2+ dans le cytoplasme et conduit à 

l'activation de protéines kinases telles que PKC (protein kinase-C), les MAPK (Mitogen-activated 

protein kinase) (Fernandis et al. 2003). La libération de calcium intracellulaire en réponse à 

l'activation du récepteur CXCR4 par CXCL12 peut être utilisée pour le criblage d'agents 

pharmacologiques dans le but d'identifier des inhibiteurs de l'interaction CXCR4/CXCL12 (Hachet-

Haas et al. 2008) 

L'activation de la PI3K, entraine ensuite la phosphorylation d'effecteurs tels que Pyk-2(proline-rich 

tyrosine kinase 2), la FAK (Focal adhesion kinase), la paxilline, NCK (non-catalytic region of tyrosine 

kinase adaptor protein 1), ainsi qu'un adaptateur protéique (Crk), et promeut le chimiotactisme. La 

PI3K peut également activer la kinase AKT ou "protéine kinase B" qui peut conduire à l'activation de 

la voie NF-κB, impliquée dans la transcription de nombreux gènes, mais peut aussi phosphoryler la 

protéine pro-apoptotique BAD (Bcl-2-associated death) et la dissocie du complexe Bcl-2/Bcl-X, 

perdant ainsi sa fonction pro-apoptotique (Suzuki et al. 2001).  

 

Il a également été mis en évidence que la sous unité Gαi peut inhiber l'adénylate cyclase  (Dwinell et 

al. 2003) et entrainer une baisse de l'AMPc qui peut à son tour affecter la régulation homéostatique 

du transport des électrolytes par les canaux ioniques, comme cela a été mis en évidence in vitro sur 

une lignée cellulaire de carcinome du côlon, mais peut aussi affecter l'activation de la PKA (protéine 

kinase A) (Takahashi et al. 2002). En condition basale, la PKA est associée à NF-κB et AKIP1 (A kinase 

interacting protein 1), dans le cytoplasme, et son domaine catalytique est masqué par IκB (King et al. 

2011). Une augmentation d'APMc (en réponse au TNFα...) entraine la dissociation de la PKA, la 

phosphorilation de la proteine P65 du complexe NF-κB par la PKA, la translocation de NF-κB jusqu'au 

noyau et l'activation de la transcription des gènes cibles.  
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Ainsi, l'inhibition de l'adénylate cyclase permettrait de réguler l'activité de  NF-κB. L'activation de 

CXCR4 peut également influencer le cytosquelette via les petites GTPases représentées par Rho, Rac 

et Cdc 42 et promouvoir le chimiotactisme (Teicher et al. 2010). 

 

 

Figure 32: Principales voies de signalisation intracellulaire du couple CXCR4/CXCL12. La stimulation de CXCR4 

par la chimiokine CXCL12 induit l’activation de différentes voies de signalisation qui peuvent entraîner le 

chimiotactisme, la survie cellulaire et / ou la prolifération, la régulation de la transcription des gènes. D'après 

Teicher et al. 2010. 

 

La présence de 15 sérines et 3 thréonines sur la boucle C-terminale intracellulaire du récepteur 

CXCR4 (308-KFKTSAQHALTSVSRGSSLKILSKGKRGGHSSVSTESESSSFHSS-352) permet des interactions 

indépendantes de la protéine G. La liaison de CXCL12 à CXCR4 induit l'interaction de CXCR4 avec 

différentes GRK (G-proteincoupled receptor kinase) soit GRK2, GRK3, GRK5 et GRK6 (Figure 33). 

L'interaction de CXCR4 avec GRK2, GRK3 et GRK6 entraîne une phosphorylation du récepteur au 

niveau C-terminal et conduit au recrutement de la β-arrestine (Busillo et al. 2010).  

Ce mécanisme résulte en un phénomène de désensibilisation et permet ainsi de réguler l'activité du 

récepteur CXCR4 comme cela a été mis en évidence in vitro sur des fibroblastes de peau provenant 

de patients atteints du syndrome WHIM (Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections, and 

Myelokathexis syndrome) (Balabanian et al. 2008). Ces cellules présentent une diminution 

importante de la production de GRK3 qui conduit à une diminution du recrutement de la β-arrestine 

lors de l'activation du récepteur CXCR4 par CXCL12 entraînant une diminution de l'internalisation et 

de la désensibilisation du récepteur concomitante à une augmentation du chimiotactisme.  
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Une autre équipe a montré que la perte de GRK6 conduit également à une suractivité du récepteur 

CXCR4 (Vroon et al. 2004). Les auteurs montrent que le chimiotactisme des neutrophiles GRK6 -/- est 

augmenté, que les récepteurs CXCR4 ne se désensibilisent pas et que l'administration sous-cutanée 

de G-CSF à des souris déficientes en GRK6 mobilise trois fois moins de neutrophiles dans le sang, une 

diminution de la mobilisation des neutrophiles pouvant être expliquée par une retention plus 

importante des cellules dans la moelle osseuse due à la suractivité du récepteur CXCR4. 

Étonnamment, contrairement aux neutrophiles, le chimiotactisme des lymphocytes B et T pour 

CXCL12 est inhibé en l'absence de GRK6 (Fong et al. 2002). Cette différence d'activité chimiotactique 

entre les lymphocytes et les neutrophiles pourrait être expliquée par l'activation de voies de 

signalisation distinctes entre ces cellules en réponse à CXCR4. 

 

In vitro, sur des cellules HEK-293T, la phosphorylation des sérines 324/5, 330 et 339 par GRK6 permet 

le recrutement de la β-arrestine et inhibe le flux calcique, tandis que la phosphorylation des résidus 

entre les sérines 346 et 352 par GRK3 peut agir de concert avec GRK6 et participer à l'activation de 

ERK1/2 en altérant la conformation de la β-arrestine (Busillo et al. 2010). Les auteurs montrent 

également que les  β-arrestines 2 et 3 n'ont pas les mêmes effets sur la voie de signalisation de 

CXCR4 et montrent que la β-arrestine 3 est impliquée dans la désensibilisation du récepteur tandis 

que la β-arrestine 2 peut activer ERK1/2 et nécessite la phosphorylation du récepteur CXCR4 par 

GRK6 et GRK3. Des résultats en accord avec une étude précedente qui montre aussi une activation 

de ERK1/2 via la β-arrestine 2 pour le récepteur de l'angiotensine II (Ahn et al. 2004). Il est 

intérressant de noter que ces résultats ont été obtenus sur la même lignée cellulaire, les HEK-293T, 

et qu'ils n'ont pour le moment pas été confirmés sur une autre lignée cellulaire ou sur des cultures 

primaires, et pourraient être spécifiques de la lignée utilisée. 

 

D'autre part, la phosphorylation des résidus entre les sérines 346 et 352 par GRK2 inhibe l'activation 

des flux calciques et l'activation de ERK1/2 en réponse à l'activation de CXCR4 par CXCL12 (Busillo et 

al. 2010). La surexpression de GRK2  augmente l'internalisation du récepteur CXCR4 suite à 

l'activation par CXCL12 et accroît le phénomène de désensibilisation (Orsini et al. 1999). Des résultats 

qui laissent à penser que la phosphorylation des résidus par GRK2 promeut la liaison à la β-arrestine 

3. GRK2 pourrait aussi interagir directement avec MEK et contrôler l'activation de ERK1/2 induite par 

la liaison de la chimiokine à son récepteur (Jiménez-Sainz et al. 2006). 
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Figure 33: Régulation de l'activité du récepteur CXCR4. (a) Suite à la liaison de CXCL12, le récepteur CXCR4 
active plusieurs cascades de signalisation induisant une libération des stocks de calcium intracellulaire et la 
phosphorylation de ERK1/2. (b) La phosphorylation de CXCR4 par GRK6 (Sérines 324/5, 330 et 339) et GRK2 
(résidus entre les sérines 346 et 352) induit le recrutement de l'arrestine3, ce qui atténue l'activation de la 
protéine Gαi et la libération de calcium. Phospholipase C-β (PLCβ), Phosphatidylinositol diphosphate (PIP2), 
inositol triphosphate (IP3). (c) La phosphorylation de CXCR4 par GRK6 et GRK3 (résidus entre les sérines 346 et 
352) conduit au recrutement de l'arrestine 2 et permet une activation complète de ERK1/2. GRK2 pourrait 
intéragir avec MEK et réguler l'activation de ERK1/2. (D'après Busillo et al. 2010) 

 

IV.4. Les récepteurs de la chimiokine CXCL12 : le récepteur CXCR7 

Le récepteur CXCR7 est connu depuis 1989 sous le nom de RDC1 « Receptor Dog ADNc » lors de sa 

mise en évidence dans une banque d'ADNc de chien (Libert et al. 1989). Il est aussi connu sous 

d'autres noms tels que les GPR159, GPRN1, CMKOR1 (chemiokine orphan receptor 1), AW541270 et 

chemocentrix-chemokine receptor 2 (CCX-CKR2). Orphelin durant de nombreuses années, le premier 

ligand de CXCR7 a été identifié en 2005: CXCL12 (Balabanian et al. 2005). Il a été montré que CXCL12 

possède une affinité environ 10 fois supérieure pour CXCR7 (Kd ≈ 0.2–0.4 nM) que pour CXCR4 

(Kd ≈ 2–4 nM) (Naumann et al. 2010). Depuis, il a également été mis en évidence que CXCR7 lie la 

chimiokine CXCL11/ ITAC (interferon-inducible T cell αchemoattractant) avec une forte affinité. Ce 
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second ligand peut perturber l’interaction CXCL12/CXCR7 (Burns et al. 2006). En outre, CXCL11 peut 

également se lier à un autre récepteur de chimiokine : CXCR3 (Cole et al. 1998).  Bien que CXCR7 soit 

hautement conservé chez les mammifères, la position du gène varie : ainsi chez la souris, le gène 

CXCR7 se situe sur le chromosome 1 alors que le gène CXCR7 humain se situe sur le chromosome 2 

(où les gènes codant pour CXCR1, CXCR2, et CXCR4 sont également situés).  Comme tous les 

récepteurs des chimiokines, le récepteur CXCR7 est un récepteur à 7 domaines transmembranaires 

(Zlotnik et al. 2000), mais il n'est cependant pas couplé aux protéines G. Cette caractéristique peut 

être liée à des modifications dans la séquence DRYLAIV nécessaires à la liaison aux protéines G 

hétérotrimériques et situées au niveau de la boucle ICL2 (Figure 34) (Thelen et al. 2008). 

CX3C1 T V I S I D R Y L A  I V L A A N S M N N  R T 
XCR1 T I M T I H R Y L S  V V S P L S T L R V  P T 

CCR1 I L L T I D R Y L A  I V H A V F A L R A  R T 

CCR2 I L L T I D R Y L A  I V H A V F A L K A  R T 

CCR3 I L L S I D R Y L A  I V H A V F A L R A  R T 

CCR4 M L M S I D R Y L A  I V H A V F S L R A  R T 

CCR5 I L L T I D R Y L A  V V H A V F A L K A  R T 

CCR6 T C I S M D R Y I A  I V Q A T K S F R L  R S 

CCR7 L C I S I D R Y V A  I V Q A V S A H R H  R A 

CCR8 T L M S V D R Y L A  V V H A V Y A L K V  R T 

CCR9 M C I S V D R Y I A  I A Q A M R A H T W  R E 

CCR10 A C I S A D R Y V A  I A R A L P A G P R  P S 

CCRL1 A C I S I D R Y V A  V T K V P S Q S G V  G P 

CXCR1 A C I S V D R Y L A  I V H A T R T L T Q  K R 

CXCR2 A C I S V D R Y L A  I V H A T R T L T Q  K R 

CXCR3 A C I S F D R Y L N  I V H A T Q L Y R R  G P 

CXCR4 A F I S L D R Y L A  I V H A T N S Q P R  K L 

CXCR5 A C I A V D R Y L A  I V H A V H A Y R H  R R 

CXCR6 T C I T V D R F I V  V V K A T K A Y N Q  Q A 

CXCR7 T C M S V D R Y L S  I T Y F T N T P S S  R K 

CCBP2 S C M S L D K Y L E  I V H A Q P Y H R L  R T 
DUFY G C H A S L G H R L  G A G Q V P G L T L  G L 

Figure 34 : Alignement de séquences des récepteurs des chimiokines. La région encadrée représente la 
séquence N-terminale de la seconde boucle intracellulaire ICL2 comprenant le motif DRYLAIV. D'après Thelen 
et al. 2008. 

 

IV.4.1. Expression du récepteur CXCR7 

Chez l'homme et la souris, l'expression de CXCR7 est plus élevée dans les tissus embryonnaires que 

chez l'adulte (Thelen et al. 2008). CXCR7 est exprimé par les lymphocytes B et T, les monocytes et les 

neutrophiles (Balabanian et al. 2005, Sánchez-Martín et al. 2013). L’expression du récepteur CXCR7 

est corrélée à la capacité des lymphocytes B à se différencier en plasmocytes après activation, ce qui 

suggère que CXCR7 est un marqueur des cellules B mémoires compétentes pour devenir des cellules 

sécrétrices d'anticorps (Sierro et al. 2007). Il a également été mis en évidence que l'expression de 

CXCR7 par les cellules B mémoires augmente la survie de ces cellules (Infantino et al. 2006).  
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De plus, CXCR7 est exprimé dans les cellules neuronales, dans les cellules vasculaires et gliales et par 

de nombreuses lignées cellulaires tumorales (comme dans certains types de cancer du sein, du 

poumon et du cerveau), par les cellules du foie fœtal et par le placenta (Tableau 8) (Sánchez-Martín 

et al. 2013). 

Type cellulaire  Expression ARNm  Expression à la membrane  Expression intracellulaire  

Lymphocytes T  Population CD4+ 

Faible expression dans les 

lymphocytes T purifiés 

Moelle osseuse 

CD4+ 

Lymphocytes sanguins 

Oui 

Lymphocytes B  Faible expression dans les 

lymphocytes B purifiés 

Oui n.d. 

Monocytes  Faible expression dans les 

monocytes purifiés 

Monocytes sanguins Oui 

Macrophages  n.d. n.d. Associés aux tumeurs 

Cellules dendritiques  n.d. Augmentation de 

l'expression en présence de 

LPS, TNF-α 

n.d. 

Cellules NK  n.d. Oui n.d. 

Granulocytes  n.d. Moelle osseuse n.d. 

Plaquettes  n.d. Oui n.d. 

Neurones  Migration corticale 

Cellules gliales  n.d. Présence en hypoxie n.d. 

CSM Oui Oui Oui 

Cellules progénitrices 

rénales  

Présence en hypoxie n.d. 

Endothéliales  Augmentation de l'expression en présence de TNF-α ou en hypoxie 

Cellules cancéreuses  Augmentation de l'expression en présence d’IL-8 et VEGF 

Augmentation ou diminution en cas d’hypoxie (dépendante de la lignée cellulaire) 

Tableau 8: Principaux sites d'expression de CXCR7 et régulation. Cellules souches mésenchymateuses (CSM). 
D'après Sánchez-Martín et al. 2013. 

 

IV.4.2. Signalisation du récepteur CXCR7 

Contrairement au récepteur CXCR4, plusieurs études ont montré que l'activation du récepteur CXCR7 

n’induit pas l'association de protéines G hétérotrimériques, ni de libération de calcium intracellulaire  

(Burns et al. 2006; Sánchez-Martín et al. 2013). Cependant, d'autres études mettent en évidence que 

CXCR7 peut se lier à la sous-unité Gαi. Une première équipe a mis en évidence sur une lignée 

cellulaire provenant d'un rhabdomyosarcome qui exprime CXCR7 et CXCR4 (RH30) que le 
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chiomiotactisme de ces cellules pour CXCL12 et CXCL11 (Transwell®) peut être inhibé par la toxine 

pertussique (PTX) connue pour prévenir l’interaction de la sous-unité protéique Gαi avec les RCPG 

(Grymula et al. 2010). Les auteurs montrent que l'inhibition du chimiotactisme des cellules RH30 

pour CXCL11 est corrélée avec l'inhibition de la phosphorylation de la MAPK et de AKT induite par 

CXCL11. Cette étude ne montre cependant pas de lien direct entre CXCR7 et Gαi, et ne tient pas 

compte de l'existence possible d'hétérodimères CXCR7/CXCR4 qui pourraient expliquer l'activation 

de la sous-unité protéique Gαi en réponse à CXCL11. 

 Dans les cellules Jurkat (une lignée de lymphocytes T immortalisée) exprimant CXCR7 et CXCR4, 

CXCL12 active les voies ERK1/2 et AKT, même en présence d'un anticorps bloquant dirigé contre 

CXCR4 (12G5, R&D system), indiquant que l'activation de CXCR7 est impliquée dans le 

chimiotactisme, et promeut la survie des cellules. Cependant, la liaison de CXCL12 à CXCR7 n'entraine 

pas de flux calcique, et l'activation de voies ERK1/2 et AKT est insensible à la PTX, indiquant que leur 

activation ne nécessite pas la liaison du récepteur CXCR7 avec la sous unité Gαi (Kumar et al. 2012). 

Par ailleurs, il a été démontré par BRET sur des cellules HEK293 surexprimant Gαi-Rluc (renilla 

luciferase) et CXCR7-YFP, que CXCR7 était associé à la protéine Gαi inactive de manière constitutive 

et que Gαi n'est pas activée lors de l'ajout de CXCL12 (Levoye et al. 2009).  

 

D'autre part, la stimulation de CXCR7 par la chimiokine CXCL12 induit le recrutement de la β-

arrestine indépendamment de l’interaction du récepteur avec la protéine G hétérotrimérique  dans 

les cellules HEK293 (Rajagopal et al. 2010). De plus, l'interaction du récepteur CXCR7 avec la β-

arrestine dépend de l'activité de la GRK2 (G protein-coupled receptor kinases 2), qui permet la 

phosphorylation de CXCR7 et la fixation de la β-arrestine (Lipfert et al. 2013). Contrairement au 

récepteur CXCR4, la liaison de CXCL12 (ou CXCL11) au récepteur CXCR7 stabilise l'association avec la 

β-arrestine et permet l'activation des cascades de signalisation menant à l’activation des MAP 

Kinases, en particulier ERK1/2, sans interagir avec  les protéines G hétérotrimériques (Lipfert et al. 

2013).  

Aussi, CXCR7 peut former des hétérodimères avec le récepteur CXCR4 et, ainsi, affaiblir la 

signalisation des protéines G médiées par CXCR4 (Levoye et al. 2009). CXCR7 peut ainsi moduler les 

diverses fonctions du récepteur CXCR4. Cette action est couplée à son rôle de récepteur leurre 

(«decoy») où CXCR7 permet de piéger la chimiokine CXCL12 et ainsi de réduire la stimulation du 

récepteur CXCR4 (Figure 35) (Memi et al. 2013, Sánchez-Martín et al. 2013). Certaines études 

montrent que CXCR7 se retrouve dans des vésicules d’endosomes précoces situées sous la 

membrane plasmique et qu’il existe un recyclage permanent de CXCR7 entre cette membrane et les 

vésicules endosomales. Ce mécanisme assurerait une réserve cytoplasmique de CXCR7 dans le but 

d'accroître rapidement le piégeage de CXCL12 (Mahabaleshwar et al. 2012). 
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Figure 35: Signalisation du récepteur CXCR7. (a) Modèle représentant les différentes interactions entre les 
homodimères de CXCR7 ou les hétérodimères CXCR4/CXCR7 et la β-arrestine ou la protéine G hétérotrimérique 
suite à la liaison de CXCL12. En absence de la chimiokine, CXCR7 et CXCR4 sont constitutivement associés aux 
protéines Gαi. Pour les hétérodimères, la chimiokine CXCL12 (et CXCL11 pour CXCR7) se lie au récepteur 
approprié, active la proteine Gαi liée à CXCR4 et entraîne le recrutement de la β-arrestine par CXCR7 sous 
l'action de GRK. Il peut en résulter un signal faussé et conduit par la β-arrestine. (b) Voies de signalisation 

décrites (ligne pleine) ou suggérées (lignes pointillées) pour CXCR7. Ce récepteur transmet le signal via la β-
arrestine et inhibe le signal induit par Gαi. Récepteur du facteur de croissance épithéliale (EGFR), adenylate 
cyclase (AC), Phospholipase C (PLC), Kinases couplées aux protéines G (GRK), protéine kinase C (PKC), protéine 
kinase activant la mitogénèse (MAPK), Facteur de transcription Runt (Runt-related transcription factor 3, 
RUNX3), Adénosine monophosphate cyclique (AMPc). (D'après Sánchez-Martín et al. 2013) 

IV.5. Effet de l’invalidation des gènes codant pour CXCL12 ou ses 
récepteurs CXCR4 et CXCR7 

Les rôles importants de CXCL12, CXCR4 et CXCR7 dans l’embryogenèse et dans le développement ont 

été mis en évidence chez l'animal après invalidation de ces gènes. Les souris invalidées pour le gène 

codant CXCL12 (CXCL12-/-) ou CXCR4 (CXCR4-/-) ne sont pas viables. Elles présentent d’importantes 

anomalies de l’hématopoïèse caractérisées par une diminution sévère de la lymphopoïèse B dans le 

foie fœtal et la moelle osseuse, une diminution de la myélopoïèse dans le foie fœtal et une absence 

de myélopoïèse dans la moelle. De plus, ces souris présentent des anomalies du système vasculaire 

et gastro-intestinal et des malformations du tissu cérébelleux. L'examen histologique révèle une 
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architecture déformée dans les tissus du cervelet, avec une couche de cellules granulaires externes 

atténuée et une ectopie des cellules de Purkinje (Nagasawa et al. 1996; Ma et al. 1998; Tachibana et 

al. 1998; Zou et al. 1998). En revanche, deux études ont montré que les souris invalidées pour le gène 

CXCR7 (CXCR7-/-) ont un développement normal du système hématopoïétique et nerveux et 

développent uniquement des anomalies du système cardio-vasculaire ou des malformations des 

valves cardiaques (Sierro et al. 2007, Biben et al. 2007; Gerrits, van Ingen Schenau et al. 2008), ce qui 

se traduit par la mort de 70% des souris CXCR7-/- dans la première semaine après la naissance. 

IV.6. Rôle du couple CXCL12/CXCR4 dans l'hématopoïèse 

La chimiokine CXCL12 est impliquée dans la mobilisation et la prolifération des cellules souches de la 

moelle osseuse.  Il a été mis en évidence qu'elle permet une entrée rapide et efficace des cellules 

progénitrices CD34+ dans la moelle osseuse lors d'une transplantation de moelle osseuse. En effet, 

l'administration préventive ou subséquente de G-CSF lors de la perfusion des cellules de moelle 

osseuse, diminue le niveau de CXCL12 dans la moelle osseuse. CXCL12 est libérée suite à la 

dégradation des glycosaminoglycanes (GAGs) par les enzymes protéolytiques, notamment MMP-9, 

elles-mêmes libérées par les neutrophiles stimulés par le G-CSF. La libération de CXCL12 par la moelle 

osseuse augmente ainsi le chimiotactisme des cellules progénitrices CD34+/CXCR4+ du sang vers la 

moelle osseuse (Roberts et al. 2005, Bogunia-Kubik et al. 2009). La chimiokine CXCL2 augmente 

également l'adhésion des cellules à VCAM-1 à la surface des cellules endothéliales et facilite ainsi la 

transmigration des cellules progénitrices du sang vers la moelle osseuse (Broxmeyer HE. 2008). Il a 

été mis en évidence par co-immunoprécipitation, sur une lignée cellulaire tumorale provenant d'un 

patient atteint d'une macroglobulinémie de Waldenström (un cancer hématologique), que le 

récépteur CXCR4 stimulé par CXCL12 peut interagir directement avec l'integrine VLA-4 (Very Late 

Antigen-4) (Ngo et al. 2008). La stimulation du recepteur CXCR4 par CXCL12 active VLA-4 et 

augmente l'interaction entre VLA-4 et VCAM-1 promouvant ainsi l'adhesion des cellules immatures 

CD34+/CXCR4+ du sang ombilical in vitro (Peled et al. 2000). Un phénomène également mis en 

évidence et impliqué dans la transmigration des lymphocytes T activés CXCR4+ in vitro (Bryant et al. 

2012) et in vivo, en regulant la transmigration des neutrophiles, préalablement isolés de la moelle 

osseuse et injectés par voie intraveineuse à des souris, du sang vers la moelle osseuse et leur 

rentention dans la moelle osseuse (Petty et al. 2009). 

D'autre part, la chimiokine CXCL12 et son récepteur CXCR4 sont impliqués dans la rétention des 

cellules hématopoïétiques dans la moelle osseuse. La chimiokine CXCL12 est produite de manière 

constitutive par les cellules stromales, se lie aux GAGs à la surface de ces cellules lorsqu'elle est 

libérée et permet de retenir les cellules souches hématopoïétiques et les cellules progénitrices 



85 
 

hématopoïétiques exprimant CXCR4. Cette particularité est utilisée pour le recrutement des cellules 

hématopoïétiques dans le sang en utilisant l'AMD3100, un antagoniste du récepteur CXCR4, qui 

entre en compétition CXCL12 et entraîne une fuite des cellules hématopoïétiques dans la circulation 

sanguine. L'administration de l'AMD3100 permet ainsi de collecter les cellules hématopoïétiques 

pour les transplantations. Le couple CXCL12/CXCR4 promeut également la survie des cellules souches 

hématopoïétiques, l'adhésion de ces cellules à la surface des cellules de la moelle osseuse, stromales 

et endothéliales, leur migration transendothéliale et leur chimiotactisme selon le gradient de CXCL12 

de la moelle osseuse. Le couple CXCL12/CXCR4 joue donc un rôle important dans la rétention et la 

greffe des cellules hématopoïétiques. (Laurence 2006, Broxmeyer 2008, Sharma et al. 2011).  

IV.7. Principales pathologies impliquant les couples CXCL12/CXCR4 et 
CXCL12/CXCR7  

Il a été suggéré que le couple CXCL12/CXCR4 joue un rôle dans diverses pathologies inflammatoires 

comme l’allergie (Gonzalo et al. 2000, Lukacs et al. 2002, Hachet-Haas et al. 2008), la polyarthrite 

rhumatoïde (Chung et al. 2010, Bryant et al. 2012), les maladies inflammatoires de l'intestin (Werner 

et al. 2013), le lupus (Wang et al. 2010), le syndrome WHIM (warts, hypogammaglobulinemia, 

infections, and myelokathexis) (Balabanian et al. 2008 et 2012, Beaussant et al. 2012, Liu et al. 2012), 

ainsi que dans l'hypertension artérielle pulmonaire (Young et al. 2009, Montani et al. 2011, 

Gambaryan et al. 2011, Yu et al. 2011, Costello et al. 2012). Les récepteurs CXCR4 et CXCR7 sont des 

corécepteurs d’entrée de certaines souches du VIH (Kuritzkes. 2009). De plus, plusieurs études ont 

montré le rôle pro-tumoral des couples CXCL12/CXCR4 et CXCL12/CXCR7 dans différents types de 

cancers (Furusato et al. 2010, Lazennec et al. 2010, Hattermann et al. 2013, Wald et al. 2013). 

IV.7.1. La chimiokine CXCL12 et ses récepteurs CXCR4 et CXCR7 dans la biologie des 
tumeurs 

Plusieurs études ont montré des rôles importants du couple CXCL12/CXCR4 ainsi que du couple 

CXCL12/CXCR7 dans la métastase, la prolifération et l’angiogenèse des différentes variétés de 

cancers comme le cancer de la prostate, le cancer du poumon, le cancer pancréatique (pour revue, 

Hattermann et al. 2012) (Figure 36).  

L'expression du récepteur CXCR4 par les cellules tumorales est également un marqueur du potentiel 

invasif/métastatique dans certains cancer du poumon, de l'œsophage, du colon ou encore des os 

(Perissinotto et al. 2005, Parker et al. 2012, Lu et al. 2013, Zhang et al. 2013) et peut être augmentée 

en réponse à CXCL12 (Sánchez-Martín et al. 2013). In vitro, la stimulation des cellules A10 et PC-3 par 

CXCL12 durant 24h accroît l'expression des ARNm codant pour CXCR4 et accentue l'expression du 
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récepteur CXCR4 à la surface des cellules (Kukreja et al. 2005, Pan et al. 2012, Chen et al. 2012). Ces 

études montrent que la stimulation de CXCR4 par CXCL12 entraine la phosphorylation des effecteurs 

MEK1/2 et ERK 1/2, ainsi que l'activation de NF-κB, mesurée par chimiluminescence (NF-kB luciferase 

reporter assay) (Pan et al. 2012). Dans les cellules PC-3, la surexpression de NF-κB amplifie 

l'expression de CXCR4 en réponse à CXCL12, tandis que l'inhibition de la voie NF-κB (vecteur 

adenoviral codant pour un mutant de NF-κB trans-dominant négatif) réduit l'expression du récepteur 

CXCR4 (Kukreja et al. 2005).  La surexpression du récepteur CXCR4 en réponse à CXCL12 augmente la 

viabilité cellulaire (MTT), la transmigration (Transwell®) et l'adhésion de ces cellules aux cellules 

endothéliales (in vitro, HUVECs). La chimiokine CXCL12 peut être produite au sein de la tumeur par 

les myofibroblastes, et favorise la croissance des tumeurs par l’activation de la prolifération, la survie 

et l'angiogenèse des cellules cancéreuses (Orimo et al. 2005, Peng et al. 2013).  

 

L'activation du récepteur CXCR4 par CXCL12 entraîne une augmentation d’expression des facteurs 

proangiogéniques tels que le VEGF et CXCL8 (Wang et al. 2011). Chez la souris, la surexpression de 

CXCL12 diminue l’expression de l'enzyme glycolytique PGK1 (phosphoglycérate kinase 1), un 

régulateur négatif de l’expression du VEGF et de CXCL8,  ce qui intensifie l'expression du VEGF et de 

CXCL8 et promeut l’angiogenèse (Dai et al. 2007).  

Ce phénomène pourrait également être amplifié ou être suppléé, dans le cas d'une faible expression 

de CXCR4, par la  surexpression de CXCR7 par certaines cellules tumorales (Shiozawa et al. 2008). Les 

auteurs ont mis en évidence que la surexpression de CXCR7 dans la lignée cellulaire PC-3 augmente la 

production du VEGF et CXCL8 et stimule l'angiogenèse et la croissance tumorale in vitro et in vivo 

chez les souris SCID. L'inhibition de l'expression de CXCR7 (siRNA) dans ces mêmes cellules réduit la 

libération du VEGF et de CXCL8 et diminue l'angiogenèse et la croissance tumorale. L'implication du 

récepteur CXCR7 dans l'angiogenèse a été confirmée in vivo dans un modèle de métastases du 

cancer du sein, chez des souris SCID, dans lequel la surexpression de CXCR7 (transfection du gène 

CXCR7 dans les cellules MTLn3) intensifie l'angiogenèse et la croissance tumorale (Hernandez et al. 

2011) 

Les récepteurs CXCR7 et CXCR4 seraient aussi impliqués dans les phénomènes de résistance aux 

thérapies anti-cancéreuses telles que le témozomolide, la camptothécine ou la gemcitabine 

(Hattermann et al. 2010, Arora et al. 2013). La co-stimulation in vitro de lignées cellulaires tumorales 

(A764 et U334) par CXCL12 inhibe l'induction de l'apoptose induite par le témozomolide ou le 

camptothécine, une inhibition levée par l'ajout d'un antagoniste de CXCR7, le composé CCX733 

(Hattermann et al. 2010). La résistance à la gemcitabine est le résultat d'une surexpression du 

récepteur CXCR4, mise en évidence sur deux lignées de cellules du cancer du pancréas (MiaPaCa et 

Colo357) et est dépendante de la génération de ROS (reactive oxygen species) induite par le 
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traitement des cellules par la gemcitabine comme le démontre l'inhibition de la surexpression du 

récepteur CXCR4 en présence de N-acetyl-Lcysteine, un puissant anti-oxydant (Arora et al. 2013).  

La génération de ROS entraine l'activation de HIF-α (hypoxia inducible factor-1) qui conduit à la 

surexpression de CXCR4, un effet probablement médié par l'enzyme PHD2 (protein prolyl 

hydroxylase 2) (Niecknig et al. 2012) et pouvant être lié à une oxydation et une perte de fonction de 

la PHD2 induite par les ROS, ou à la baisse du taux d'oxygène intracellulaire consécutif à la formation 

excessive de ROS. 

Indépendamment des dérivés réactifs de l'oxygène, l'hypoxie tumorale conduit à une inhibition des 

enzymes prolyl-hydroxylases telles que PHD2 (protein prolyl hydroxylase 2), qui utilisent l'oxygène 

comme co-substrat, ce qui inhibe l'hydroxylation de la sous-unité alpha de HIF-α (hypoxia inducible 

factor-1) puis sa liaison aux protéines pVHL et son ubiquitination, et stoppe sa dégradation (Semenza 

et al. 2004). La protéine HIF-α non-hydroxylée est stable et est alors transportée dans le noyau, se lie 

à des cofacteurs comme le p300/CBP et induit la transcription de nombreux gènes codant pour des 

facteurs de croissance angiogéniques et de survie, des enzymes glycolytiques, des transporteurs de 

glucose (Sharp et al. 2001). Une étude menée sur des HEK-293 montre que le gène codant pour 

CXCR4 est une cible de HIF-1α et que son promoteur présente 4 potentiels HREs (hypoxia-response 

elements) localisés 2.6Kb en amont du site de départ de la transcription du gène CXCR4 (Staller et al. 

2003).  

Il existe une corrélation entre la surexpression de CXCR4 et de CXCR7 et l'activation de HIF-1α dans 

les adénocarcinomes pancréatiques, et la forte expression de ses récepteurs dans les tumeurs 

diminue fortement la survie des patients (Maréchal et al. 2009). In vitro, la mise en culture de cellules 

souches mésenchymateuses en condition hypoxique durant 24h (3% O2, 5% CO2 et 92% N2) entraine 

aussi une forte surexpression des récepteurs CXCR4 et CXCR7 qui peut être inhibée par l'ajout de 

ARNi spécifique de HIF-1α (Liu et al. 2010).  

Comme cela est montré avec la gencitabine, la surexpression de CXCR4 en réponse à l'activation de 

HIF-1α augmente le chimiotactisme des cellules pour CXCL12 (Transwell®) et la capacité de ces 

cellules à envahir une matrice (Matrigel®), un pouvoir invasif médié par l'expression de 

métalloproteinases et de sérine-protéases et mis en évidence par l'utilisation d'inhibiteurs des 

métalloproteinases et de sérine-protéases (Arora et al. 2013).  

La stimulation du récepteur CXCR4 par CXCL12 entraine notamment la libération de MMP-9 et MMP-

12, sous la dépendance de PI3K et AKT (Chinni et al. 2009). La libération de MMP-9 par les cellules 

tumorales permet de dégrader la matrice extracellulaire et favorise la migration des cellules 

tumorales, l'invasion des tissus et les métastases (Wang et al. 2011). Une invasion amplifiée par 

l'activation des intégrines VLA-4 par le couple CXCL12/CXCR4 qui accroît l’adhésion des cellules 

tumorales à VCAM-1 et favorise la transmigration des cellules (Ngo et al. 2008).  
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Enfin, inhiber les récepteurs CXCR4 ou CXCR7 permet de diminuer la prolifération tumorale et les 

métastases : la neutralisation de CXCR4 par des anticorps spécifiques (Muller, Homey et al. 2001) ou 

l’inhibition de son expression par des siRNA (Liang, Yoon et al. 2005) diminue la métastasie des 

cellules du cancer du sein. De plus, l’inhibition du récepteur CXCR4 par l’antagoniste T140 diminue 

l’adhésion cellulaire dans le cancer pulmonaire à petites cellules (Hartmann, Burger et al. 2005). 

L’utilisation de l’antagoniste de CXCR4 (AMD3100) réduit la métastase des cellules du cancer de 

l’ovaire (Kajiyama, Shibata et al. 2008). Enfin, l’inhibition de CXCR7 par des siRNA ou par des 

antagonistes (CCX754) dans les cellules LLC (Lewis lung carcinoma cells) aboutit à une diminution de 

la croissance tumorale in vitro et de la taille des tumeurs et augmente la survie des souris in vivo 

(Burns et al. 2006).  

 

Figure 36: Régulation et effet de CXCL12 et CXCR4/CXCR7 dans la biologie des tumeurs. CXCL12 est produit 
par les tissus environnant la tumeur. CXCR4 est exprimé de manière prédominante par les cellules à la 
périphérie de la tumeur et promeut l'angiogenèse et l'infiltration des tissus environnants. Dans le cas des 
gliomes, les cellules différenciées expriment préférentiellement CXCR7. La co-expression des 2 récepteurs est le 
plus souvent mise en évidence sur les cellules en cours de différenciation. L'expression de CXCL12 et ses 
récepteurs peut être induite par des facteurs endogènes (cytokines, facteurs de croissance) associés à 
l'inflammation, le temozolomide et les agents alkylants utilisés dans les thérapies, et l'hypoxie provoquée par 
une expansion tumorale rapide ou la radiothérapie. Facteur de nécrose tumorale (TNF), facteur de croissance 
des hépatocytes (HGF/SF), facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF). (D'après Hattermann et al. 
2012).  
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IV.7.2. La chimiokine CXCL12 et ses récepteurs CXCR4 et CXCR7 dans l'asthme 

Les rôles de la chimiokine CXCL12 et de ses récepteurs CXCR4 et CXCR7 dans l'asthme allergique sont 

encore inconnus, mais leur implication dans la maladie est avérée depuis plusieurs années 

(Figure 37). 

Dans un modèle d'asthme allergique aigu à l'ovalbumine chez la souris, l'utilisation d'anticorps 

neutralisant CXCR4 ou CXCL12 a permis de réduire l'éosinophilie et l'hyperréactivité des voies 

aériennes, alors que la surexpression des récepteurs CXCR4 par les leucocytes (grâce à l'utilisation de 

rétrovirus) augmente l'inflammation pulmonaire (Gonzalo et al. 2000). L'administration systémique 

d'un antagoniste du récepteur CXCR4, l'AMD3100, diminue l'inflammation et la résistance des voies 

aériennes et réduit les taux d'IL-4 et d'IL-5 bronchiques, deux cytokines produites par les 

lymphocytes Th2 dans un modèle murin d'asthme aigu aux allergènes de cafard (Lukacs et al. 2002). 

L'utilisation de l'AMD3100 a également permis de mettre en évidence l'implication de CXCR4 dans un 

modèle murin d'asthme fongique à Aspergillus fumigatus (Hogaboam et al. 2005).  

D'autre part, une augmentation du nombre de cellules CXCL12+ dans les tissus pulmonaires a été 

mise en évidence chez les patients asthmatiques par rapport aux sujets sains (Hoshino et al. 2003). La 

concentration de la chimiokine CXCL12 dans le lavage bronchoalvéolaire est augmentée chez les 

patients asthmatiques et le nombre de leucocytes dans le lavage bronchoalvéolaire est augmenté 

proportionnellement à la concentration de CXCL12 (Negrete-García et al. 2010). Une augmentation 

de la concentration plasmatique de CXCL12 a aussi été mesurée chez un groupe d'enfants 

asthmatiques (Hung et al. 2007). En outre, cette étude clinique a montré que la prise de 

Montelukast, un antagoniste des récepteurs des leucotriènes, réduit la concentration plasmatique de 

CXCL12 et permet de réduire la chimioattractivité de CXCL12 sur les monocytes THP-1 in vitro. Cette 

action pourrait provenir de l'activité inhibitrice du Montelukast sur la voie NF-κB (Maeba et al. 2005), 

ce qui conduirait à une diminution de l'expression de CXCR4 à la surface des cellules. En effet, l'étude 

par retard sur gel ou EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) de NF-κB, a révelé que le facteur de 

transcription NF-κB peut se lier au promoteur de CXCR4 et induire sa transcription (Helbig et al. 

2003). La surexpression de NF-κB est connue pour accroître l'expression de CXCR4 et l'inhibition de la 

voie NF-κB pour réduire l'expression du récepteur CXCR4 (Kukreja et al. 2005). L'inhibition de la voie 

NF-κB serait également susceptible de réduire la production de la chimiokine CXCL12, comme cela a 

été montré, sur des cellules MTEC1 (mouse thymic medullary-type epithelial cell 1) transféctées 

surexprimant mEET (mouse estrogen enhanced transcript), en réponse à l'œstrogène (Jin et al. 2003). 

L'œstrogène réduit la translocation NF-κB dans ces cellules et inhibe l'expression de CXCL12. De plus, 

l'absence de p52NF-κB, dans des fibroblastes embryonnaires de souris déficients pour la sous-unité 

p52 de NF-κB (knock out), inhibe la production de CXCL12 et confirme que la voie NF-κB est 

impliquée dans la production de CXCL12 (Kew et al. 2012).  
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Chez l'homme, l'exposition à un allergène diminue l'expression de CXCR4 par les cellules de la moelle 

osseuse CD34+, ainsi que le taux de CXCL12 dans la moelle osseuse, ce qui pourrait réduire la 

rétention des cellules progénitrices dans la moelle osseuse et ainsi promouvoir la fuite des cellules 

(Dorman et al. 2005). Ce phénomène pourrait favoriser le recrutement des cellules progénitrices 

épithéliales nécessaire à la ré-épithélialisation de l'épithélium et dépendant de CXCL12 (Gomperts et 

al. 2006), mais aussi le recrutement des fibrocytes CXCR4+ et promouvoir le remodelage bronchique 

(Gomperts et al. 2007, Garibaldi et al. 2013). De plus, les récepteur CXCR4 et CXCR7 sont exprimés 

par les lymphocytes T et sont impliqués dans le recrutement des lymphocytes T par CXCL12 

(Balabanian et al. 2005, Chung et al. 2010). L'utilisation d'un anticorps dirigé contre CXCR7 inhibe le 

chimiotactisme des splénocytes et des neutrophiles en réponse à CXCL12 (Zhang et al. 2009). Les 

deux récepteurs, CXCR4 et CXCR7, sont aussi impliqués dans la migration trans-endothéliale des 

cellules circulantes. La stimulation du récepteur CXCR4 par CXCL12 active l'intégrine VLA-4 et 

augmente l'interaction entre VLA-4 et VCAM-1 promouvant ainsi l'adhésion des cellules circulantes à 

la surface des cellules endothéliales et facilite ainsi la transmigration des cellules progénitrices du 

sang vers la moelle osseuse (Broxmeyer HE. 2008). L'expression de VCAM-1 est, quant à elle, 

intensifiée suite à l'exposition à un allergène, notamment sous l'influence de TNF-α/TNFR1 (Hirata et 

al. 1998, Zhou et al. 2007).  

Par ailleurs, il est aujourd'hui démontré que l'asthme peut entraîner une hypoxémie, et plus encore 

une hypoxie locale des tissus pulmonaires résultant de l'œdème pulmonaire, du remodelage 

bronchique et de l'infiltrat inflammatoire (Voelkel  et al. 2009, Duong et al. 2011, Rangasamy et al. 

2011). Ces phénomènes sont accompagnés d'une néo-vascularisation dans laquelle la chimiokine 

CXCL12 et ses récepteurs semblent impliqués (Hoshino et al. 2003). L'hypoxie augmente l'expression 

des ARNm codant pour les récepteurs CXCR4 et CXCR7 sous la dépendance de HIF-1α (Liu et al. 

2010), et peut aussi accroitre l'expression de CXCL12, comme cela a été mis en évidence in vivo chez 

la souris (Costello et al. 2008). La présence du récepteur CXCR7 sur les cellules endothéliales 

humaines a été confirmée et semble augmentée chez les patients présentant une hypertension 

pulmonaire ou HTAP associée à l'hypoxie (Costello et al. 2012), et également chez un modèle murin 

d'HTAP en réponse à une hypoxie. Le taux plasmatique de CXCL12 est également plus élevé chez les 

patients souffrant d'HTAP et le récepteur CXCR7 serait impliqué dans la régénération, la réparation et 

la prolifération des cellules endothéliales du poumon (Costello et al. 2012). L'utilisation d'un 

antagoniste de CXCR7, CCX771, peut réduire la prolifération des cellules vasculaires pulmonaires et le 

remodelage dans un modèle d'HTAP chez des souriceaux (hypoxie 10% d'O2, de P1 à P12) (Sartina et 

al. 2012), une inhibition cependant contestée par une autre équipe (Gambaryan et al. 2011) qui 

montre que chez des souris plus âgées (8 à 10 semaines) et exposées durant 2 jours à des conditions 

hypoxiques (10% d'O2),l'administration du composé CCX771 seul ne permet pas de réduire l'HTAP. 
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Dans ce modèle, l'expression du récepteur CXCR4 est augmentée dans les poumons et l'utilisation 

d'un antagoniste de CXCR4, l'AMD3100, réduit le remodelage vasculaire et l'accumulation péri-

vasculaire des cellules progénitrices c-kit+/sca-1+ (Gambaryan et al. 2011, Yu et al. 2011).  

Ainsi, CXCL12 et ses récepteurs participeraient à la régénération, la réparation et la prolifération des 

cellules endothéliales, mais également au recrutement et à la migration trans-épithéliale des cellules 

progénitrices comme les fibrocytes et les cellules progénitrices et épithéliales, et à l'angiogenèse par 

la production de VEGF et CXCL8. 

Les éosinophiles occupant une place importante dans la physiopathologie de l'asthme, la présence 

du récepteur CXCR4 et l'activité chimioattractrice de CXCL12 sur les éosinophiles ont été étudiées. 

Une première démonstration a mis en évidence l'absence d'expression membranaire de CXCR4 sur 

les éosinophiles circulants humains provenant de volontaires sains et a mis en évidence qu'elle peut 

être induite après mise en culture durant 24h (RPMI 1640, 10% SVF) en l'absence et en présence de 

TNF-α, l'INF-γ et le TGF-β in vitro (Nagase et al. 2000). Les mêmes auteurs ont mis en évidence une 

très faible expression de CXCR4 (anticorps anti-CXCR4, 12G5, BD pharmingen) sur les éosinophiles du 

lavage bronchoaléolaire, chez des patients présentant une éosinophilie des voies aériennes (Nagase 

et al. 2001). Par la suite, une étude a mis en évidence l'expression du récepteur CXCR4 sur les 

éosinophiles (Liu et al. 2003). D'après cette étude menée sur 9 patients asthmatiques, une partie des 

éosinophiles circulants (30%) expriment CXCR4 à leur surface (anticorps anti-CXCR4, Clone ?, R&D). 

L'expression du récepteur CXCR4 n'est pas modifiée 48h après provocation allergénique et les 

éosinophiles présents dans le lavage bronchoalvéolaire présentent une expression de CXCR4 

équivalente aux éosinophiles circulants. Cependant, la référence de l'anticorps n'est pas mentionnée, 

l'utilisation d'un contrôle positif n'est pas décrit, et les mesures effectuées dans ces deux articles 

n'ont pas été réalisées sur des volontaires sains, ce qui ne permet pas de comparer et contrôler les 

résultats publiés. 

D'autre part, le chimiotactisme des éosinophiles sous l'influence de CXCL12 a été mesuré in vitro 

(Nitta et al. 2007) et montre que les éosinophiles circulants de volontaires sains (CD3-, CD14-, CD16-

et CD19-, Macs®) peuvent se déplacer selon un gradient croissant de CXCL12 (Taxiscan®, 1h). 

Cependant, ces résultats ont été obtenus après mise en culture des cellules durant 8h (RPMI-HEPES, 

10% SVF), dans le but d'induire l'expression du récepteur CXCR4. Une étude plus récente met en 

évidence une faible, très variable et non significative migration (Transwell®, 4h) des cellules 

progénitrices des éosinophiles (CD34+, CD45+, IL-5Rα+) et des éosinophiles circulants matures (Ficol-, 

CD16-, Macs®) provenant de patients asthmatiques en réponse à la chimiokine CXCL12 (Punia et al. 

2011). Il est intéressant de noter que l'expression de CXCR4 à la surface des éosinophiles n'a pas été 

mesurée dans ces deux études, mais que les résultats concordent avec ceux publiés précédemment 

(Nagase et al. 2000): les éosinophiles présentent naturellement une très faible expression de CXCR4 
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et un chimiotactisme limité pour CXCL12, mais l'expression de CXCR4 peut être amplifiée et les 

éosinophiles sont alors sensibles et migrent selon un gradient de CXCL12. 

 

Figure 37: Rôle de la chimiokine CXCL12 et ses récepteurs CXCR4/CXCR7 dans l'asthme. Chez l'homme, la 
concentration de la chimiokine CXCL12 est augmentée dans le lavage bronchoalvéolaire (LBA) et dans le plasma 
des patients asthmatiques tandis qu'elle est diminuée dans la moelle osseuse, de même que l’expression du 
récepteur CXCR4 à la surface des cellules CD34

+ 
(Dorman et al. 2005). La diminution de l'expression de CXCL12 

et CXCR4 dans la moelle osseuse pourrait promouvoir la fuite des cellules progénitrices. Les fibrocytes et les 
cellules progénitrices épithéliales CXCR4+ sont recrutées dans le poumon sous l'attraction de CXCL12. Chez 
l’homme, le nombre de leucocytes présent dans le LBA est proportionnel à la concentration en CXCL12 
mesurée dans le LBA, tandis que le chimiotactisme des éosinophiles en réponse à CXCL12 reste controversé. Le 
récepteur CXCR7 est impliqué dans l'angiogenèse. 
 

Ainsi, il a été mis en évidence que la chimiokine CXCL12 et ses récepteurs CXCR4 et CXCR7 sont 

impliqués dans l'asthme allergique. Cependant, les outils thérapeutiques disponibles (Plerixafor, 

AMD3100) ou en cours de développement clinique (NOX-12, un anti-CXCL12) permettant d’inhiber 

l’action de CXCL12, sont indiqués pour le recrutement des cellules de la moelle osseuse, un effet 

systémique indésirable dans le cas du traitement de l’asthme. Le développement de molécules 

actives, bio-disponibles et favorisant une action locale, pourrait présenter une alternative 

intéressante dans le cas du traitement de l'asthme.  
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V. Objectifs de la thèse 

L’asthme est une maladie inflammatoire complexe dépendant de facteurs environnementaux et 

génétiques. Elle résulte d’une activation inappropriée du système immunitaire. Cette maladie 

inflammatoire bronchique est caractérisée par une hyperréactivité bronchique réversible, une 

hyperéosinophilie sanguine et bronchique, un œdème de la muqueuse ainsi qu’un remodelage des 

tissus. L’inflammation persistante provoque des modifications morphologiques des bronches qui se 

caractérisent par un dépôt de collagène dans et sous la membrane basale associé à une prolifération 

de myofibroblastes (fibrose sous-épithéliale), l’hypertrophie des cellules productrices de mucus, la 

perte des cellules épithéliales ciliées ainsi que l’hypertrophie et l’hyperplasie des cellules musculaires 

lisses bronchiques. C'est une maladie chronique, pour laquelle de nombreuses études montrent un 

rôle des chimiokines et de leurs récepteurs dans la réponse à l'allergène, dans l'inflammation et le 

remodelage bronchique (Pease 2006, Pease et al. 2011, Velazquez et al. 2011). Les chimiokines 

peuvent donc être considérées comme des candidats au sein des facteurs moléculaires jouant un 

rôle dans l'asthme. 

Parmi les chimiokines impliquées, plusieurs études ont montré que la chimiokine CXCL12 peut être 

une cible intéressante pour le traitement de l'asthme. L'utilisation d'antagonistes spécifiques du 

récepteur CXCR4, l'AMD3100, d'anticorps bloquant de CXCR4 ou d'anticorps neutralisant la 

chimiokine CXCL12 permet de réduire l'infiltrat de cellules inflammatoires dans des modèles 

d'asthme chez la souris (Gonzalo et al. 2000, Lukacs et al. 2002). Notre laboratoire a récement 

identifié une petite molécule chimique capable de neutraliser l'interaction entre CXCL12 et CXCR4, et 

mis en évidence son activité anti-inflammatoire dans un modèle d'asthme aigu chez la souris 

(Hachet-Haas et al. 2008). Le criblage de la chimiothèque patrimoine de notre laboratoire (alors 

laboratoire de pharmacochimie de Strasbourg) sur un test fonctionnel in vitro de transfert d'énergie 

de fluorescence lors de la liaison entre le ligand CXCL12 couplé au Texas Red (CXCL12-TR) et le 

récepteur CXCR4 couplé à l’eGFP, a permis d'identifier une molécule : la chalcone 4. Elle inhibe la 

liaison de CXCL12 à ses récepteurs CXCR4 et CXCR7 avec une forte affinité et bloque les réponses 

cellulaires (élévation de Ca++, baisse d’AMPc) et le chimiotactisme des cellules exprimant CXCR4. 

Nous avons montré que la chalcone 4 neutralise la chimiokine par interaction directe avec celle-ci et 

non avec le récepteur CXCR4 et l'empêche d'interagir avec ses récepteurs cibles. Cette analogie avec 

le mécanisme d'action des anticorps neutralisants nous a conduit à nommer de cette molécule, un 

neutraligand, qui constitue un concept nouveau de blocage d’un peptide ligand avec une petite 

molécule. En raison de son mode d'action qui est la neutralisation de la chimiokine et non de ses 

récepteurs CXCR4 et CXCR7, ce neutraligand présente un fort potentiel car il neutralise la liaison de 
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CXCL12 à CXCR4 et CXCR7, et n'affecte pas la capacité d'activation des récepteurs, ni leurs 

signalisations intracellulaires en réponse à leurs autres ligands (ubiquitine et CXCL11 

respectivement). Ainsi, l'utilisation d'un neutraligand de CXCL12 pourrait présenter une alternative 

intéressante aux antagonistes et présenter moins d'effets secondaires dans le cas du traitement de 

l'asthme. Une collaboration entre l’institut de recherche de l'ESBS (JL. Galzi) et le laboratoire 

d'innovation thérapeutique de la faculté de pharmacie (LIT, N. Frossard), a permis de mettre en 

évidence que l'administration de la chalcone 4 réduit l'invasion des voies aériennes par les 

éosinophiles dans un modèle d'asthme chez la souris (Hachet-Haas et al. 2008). Cependant, ces 

résultats prometteurs sont ternis par une très faible solubilité dans les tampons aqueux (9 µM). Les 

chimistes du LIT (M. Hibert et D. Bonnet) ont initié l'optimisation de la structure de la chalcone 4, 

chef de file "neutraligand de CXCL12", afin d’augmenter son affinité et améliorer sa solubilité. Dans 

cette collaboration, nous avons pu proposer une stratégie permettant le développement de 

molécules actives et bio-disponibles et promouvoir une action locale, tout en évitant les effets 

systémiques indésirables sur les autres fonctions liées à CXCL12. 

L'objectif de cette thèse est de valider et renforcer le concept de "neutraligand de CXCL12" comme 

outil en physiologie et physiopathologie à l'aide de dérivés de chalcones et de modèles d'asthme 

chez la souris, de participer au développement de molécules plus solubles et plus actives, et/ou 

permettant de se prémunir des effets systémiques indésirables, ainsi que d'étudier l'activité 

antiasthmatique de la chalcone 4 et son mécanisme d’action. 

Ainsi, notre but a tout d’abord été de mettre au point un modèle rapide d'asthme afin d'optimiser 

notre collaboration avec les chimistes du LIT (M. Hibert et D. Bonnet) et le laboratoire de l'ESBS (JL. 

Galzi). Pour cela, nous avons développé et validé un modèle rapide et reproductible d'asthme 

allergique à l’ovalbumine (en 8 jours), offrant une réponse semblable au modèle conventionnel en 21 

jours et permettant d’évaluer rapidement l'activité anti-inflammatoire in vivo des composés 

pharmacologiques (publication n°1). 

Afin d'améliorer la solubilité aqueuse de la chalcone 4, des prodrogues solubles ont été synthétisées 

par les chimistes du LIT dans le but de permettre un traitement local, par voie intranasale chez la 

souris et mimant l'administration par inhalation chez l'homme, pour augmenter l'activité anti-

inflammatoire des neutraligands de CXCL12 in vivo dans l'asthme (publication n°2). 

Ensuite, dans le but de favoriser une action anti-inflammatoire locale du neutraligand et limiter les 

effets secondaires, nous avons exploré la possibilité de produire un neutraligand de courte durée 

d’action, une anté-drogue de la chalcone 4, rapidement dégradé avant sa distribution dans 

l'organisme et les tissus non visés (publication n°3). 

Enfin, nous avons étudié l'activité antiasthmatique de la Chalcone 4 dans un modèle d’asthme 

conventionnel (21-jours) et mis en évidence son mécanisme d’action original (publication n°4).  
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Publication n°1: 

A new rapid model of asthma in the mouse 

François Daubeuf, Jean-Luc Galzi, and Nelly Frossard 

(En préparation pour publication) 

 

 

 

L’hyperéosinophilie des voies aériennes est une des cibles majeures des candidats médicaments anti-

inflammatoires développés pour le traitement de l’asthme. Evaluer l’activité anti-inflammatoire in 

vivo d’une nouvelle stratégie ou d’un nouveau composé, dans l’asthme, requiert l’utilisation de 

modèles animaux, pour la plupart, longs, couteux et peu adaptés au criblage de ces nouvelles 

thérapeutiques.  

Notre travail s’inscrit dans le développement conjoint de nouveaux neutraligands, en partenariat 

avec les équipes de chimistes de notre laboratoire, le laboratoire de Biotechnologie et signalisation 

cellulaire (UMR7242, ESBS), et la plateforme Techmed’ILL, respectivement en charge de la synthèse, 

de l’étude de l’activité in vitro et enfin de la mesure des caractéristiques physico-chimiques des 

composés. Notre rôle est l’évaluation de l’activité in vivo des molécules d’intérêt. Dans ce contexte, 

notre but a été de développer un nouveau modèle d’asthme allergique, reproductible et de courte 

durée, permettant d’évaluer rapidement l’activité anti-inflammatoire des nouveaux composés afin 

de garantir un développement raisonné de ces nouvelles stratégies, ainsi qu’une utilisation optimisée 

des ressources. 

Pour le développement de ce modèle, nous avons comparé les paramètres obtenus dans ce modèle 

rapide d’asthme allergique (8 jours) en réponse à l’ovalbumine à ceux obtenus dans le modèle 

conventionnel nécessitant 21 jours. Les résultats mettent en évidence la robustesse de 

l’inflammation des voies aériennes dans le modèle mis au point, une reproductibilité comparable au 

modèle conventionnel, une étonnante similarité des caractéristiques mesurées, et ont révélé la 

possibilité d’engendrer un remodelage et une hyperréactivité des voies aériennes dans notre modèle 

rapide. 
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Airway hypereosinophilia is a main characteristic feature 

of the asthmatic airways, and one of the major cellular 

targets for anti-asthma drug candidates. The commonly 

used 21-day ovalbumin-induced asthma mouse model is 

expensive and time consuming. Here we have developed a 

new short model of asthma that will allow to evaluate 

rapidly and efficiently the anti-inflammatory potential of 

new drug candidates or strategies. 

Toward this aim, mice were sensitized intraperitoneally 

with ovalbumin in the presence of alum on 3 consecutive 

days, and challenged intranasally three days after for 

another 3 consecutive days with ovalbumin. Mice were 

killed on day 8. Airway hyperresponsiveness (AHR, 

Flexivent® and whole body plethysmography), airway 

eosinophilia and Th2 cytokines in the bronchoalveolar 

lavage fluid, serum ovalbumin-specific immunoglobulins 

as well as lung mucus production, collagen deposition in 

the lung, and mast cell infiltration were quantified and 

compared to those observed in the commonly used 21-day 

model. We found that the short model (8-day model) 

mimics all features observed in the 21-day model. In 

addition, a similar reproducibility was observed in the 8-

day model and the 21-day models. The evaluation of a 

treatment with anti-inflammatory drug was exemplified 

with dexamethasone (100 µg/kg), showing a significant 

decrease in airway eosinophilia (60±4%). Thus, we have 

developed and exemplified a rapid, easy, reproducible, 

and predictive asthma model to ovalbumin that is suitable 

to efficiently study new therapeutic strategies for the anti-

inflammatory treatment of asthma. 
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The prevalence of asthma is increasing worldwide (Jones et 

al., 2011) and animal models play a important role in the 

development of new therapeutics or strategies for the 

treatment of asthma.  

Allergic asthma is a chronic inflammatory disease of the 
airways characterized by infiltration of T cells and 

eosinophils in the airways associated with Airway 

HyperResponsiveness (AHR) and remodelling, as well as 

elevated allergen-specific immunoglobulins E (Barnes, 1996; 

Barnes, 2008). Th2 cells play a central role in the 

pathogenesis of asthma, as they secrete IL-4 to switches B-

cells towards IgE synthesis, and IL-5, which promoting 

eosinophil recruitment (Barnes PJ, 1998; Larche et al., 2003). 

Eosinophils are found in the airway wall, and may be 

recovered in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF). They 

produce and release numerous toxic and pro-inflammatory 

mediators, cytokines and chemokines contributing to airway 
inflammation and causing damage of the airway tissue and 

nerves (Humbles et al., 2004).  

The main treatment of inflammation in asthma are the 

glucocorticoids (GINA, 2012). However, in the long run, 

glucocorticoids may impair anabolic processes, and be 

responsible for side effects. One objective for asthma 

treatment is to find new active drugs with fewer side effects 

to help reduce glucocorticoid dosing and secondary effects. 

The commonly used asthma mouse models consist of 

sensitization and challenge with a foreign protein, as for 

instance ovalbumin (OVA), in 21 to 28 days duration models 
(Nials et al., 2008). Maintening mice in the animal house is 

expensive, time- and space-consuming, and necessitates an 

adequate planning of the experiments. Therefore, analysis of 

the effect of new anti-inflammatory compounds in the 

pharmaceutical industry or research laboratories requires 

several weeks to collect in vivo data. A rapid mouse model 

where eosinophils invade the airways specifically would thus 

be very attractive for teams specialized in chemical biology 

and pharmacology of new potential therapeutics. 

We therefore developed and validated a reproducible and 

reliable model of airway hypereosinophilia in Balb/c mice 
occurring within 8 days of OVA sensitization and challenge, 

and compared it with the commonly used asthma 21-day 

model in terms of inflammation (number of infiltrated cells 

and cytokine levels in BALF), remodelling (lung histology, 

mucus and collagen measurement), serum OVA-specific Igs, 

as well as airway responsiveness measured by 

plethysmography and the Flexivent® technique. We clearly 

show equivalence of results between the two models, except 

for airway hyperresponsiveness that is two fold lower than in 

the 21-day model. 
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METHODS 

Mice   Female and male age-matched Balb/cJ mice were 

used (Janvier Labs, Le Genest Saint Isle, France). Animals 

were maintained under controlled environmental conditions 

in conventional husbandry at constant temperature (20 ± 2 

°C) with a relative humidity (50 ± 10 %) and 12 hr/12 hr 

light-dark cycle (lighting 07:00-19:00). Mice were bred in 

polycarbonate cages with 4 mice per cage (PCT2L12SHT, 
Allentown) with bedding made from spruce wood chips 

(Safe). The room air was ventilated at 10 air changes per hour 

according to the European recommendations. Food (standard 

diet, Mucedola) and tap water were available ad libitum. 

Cages with bedding were changed weekly. Animal 

experimentation was conducted with the approval of the 

government body that regulates animal research in France. 

Allergen sensitization and challenge   For each model, 

mice were sensitized by intraperitoneal (i.p.) injections of a 

mixture contain 50 µg OVA (Sigma-Aldrich, A5503) and 2 

mg aluminium hydroxide (Sigma-Aldrich, 23918-6) in 0.1 ml 
saline. Mice were challenged intranasally (i.n.) with 10 µg 

OVA in 25 µl saline (12.5 µl/nostril). Control mice received 

i.p. injections of a mixture containing 50 µg OVA and 2 mg 

aluminium hydroxide in 0.1 ml saline, and i.n administrations 

of saline alone. Intranasal administrations were performed 

under anaesthesia induced by an i.p. injection of 50 mg/kg 

ketamine (Imalgene 1000, Merial, Villeurbanne, France) and 

3.3 mg/kg xylazine (Rompun 2%, Bayer, Loos, France). For 

the 8-day protocol, mice were sensitized on days 0, 1 and 2 

and challenged on days 5, 6 and 7. For the 21-day protocol, 

mice were sensitized on days 0 and 7 and challenged on days 
18, 19, 20 and 21 (figure 1). At the indicated time points, 

mice were killed by i.p. injection of 150 mg/kg ketamine and 

10 mg/kg xylazine and the bronchoalveolar lavage (BAL) 

were collected. Lungs were perfused and collected. 

 
FIGURE 1. Comparative description of the 8-day and 21-day models of 
hypereosinophilia in Balb/c mice immunised and challenged with OVA or 
saline. A. Rapid 8-day hypereosinophilia model.  B. Commonly use 21-day 
asthma model. 

 

Treatment   To validate the model for use in the research 

of anti-inflammatory strategies, we explored its reactivity to 

the best known comparator treatment, i.e. glucocorticoids, as 
requested by the drug agencies. Mice were treated with the 

glucocorticoids budesonide (1mg/kg) (AstraZeneca) or 

dexamethasone (1mg/kg or 100µg/kg) (Sigma-Aldrich, 

D2915) in 0.2 ml saline by i.p. injection one hour before each 

challenge.  

Collection of bronchoalveolar lavage fluid   BAL and 

differential cell counts were performed as described 

previously (Daubeuf et al., 2012). Briefly, BAL was 

performed 24 h after the last OVA challenge. Mice were 

sacrificed by i.p. injection of 150 mg/kg ketamine and 10 

mg/kg xylazine. A plastic canula was inserted into the 

trachea, and airways were lavaged by 10 instillations of 0.5 

ml ice-cold saline supplemented with 2.6 mM EDTA (saline-

EDTA). BALF recovered from the two first lavages were 

centrifuged (10,000g for 10 min at 4°C), and the resulting 

supernatant was stored at -20°C for cytokine measurements. 

Total and differential cell counts in BAL  BALF 

recovered from the eight last lavages were pooled and 

centrifuged (300g for 5 min at 4°C) to pellet cells. 
Erythrocytes were lyzed by hypotonic shock by addition of 

1.5 ml distilled water, followed by addition of 0.5 ml KCl 

(0.6 M). Cells were centrifuged and resuspended in 500 µl 

ice-cold saline-EDTA, and total cell counts were determined 

using an haemocytometer (Neubauer’s chamber). Differential 

cell counts were assessed on cytologic preparation obtained 

by cytocentrifugation (Cytospin 4, Shandon Ltd) of 200 µl of 

diluted BALF (250,000 cells/ml in ice-cold saline-EDTA). 

Slides were stained with Hemacolor (Merck), and 

determinations were performed by counting at least 400 cells 

on each slide. The number of cells was expressed as absolute 

numbers from total cell counts. 

Histological examination   Lung tissues were fixed in 4% 

formaldehyde and paraffin-embedded, 6 µm sections were 

cut, mounted on Superfrost glass slides (Fischer Scientific) 

and stained with Periodic Acid-Schiff (PAS), Masson’s 

trichrome or toluidine blue (Sigma-Aldrich). Mucus 

production was quantified using a 5 points-grading system 

described by Tanaka et al., (2001). The hyperplasia of the 

goblet cells within the epithelial lining was expressed as a 

percentage of goblet cells within the epithelial layer. To 

minimize sampling errors, the 5-point scoring system (grade 
0–4) was adopted: grade 0 (no goblet cells); grade 1, <25%; 

grade 2, 25–50%; grade 3, 50–75%; grade 4, ≥75%. The 

mean scores of hyperplasia of goblet cells were calculated in 

9 sections from 6 animals. 

Counting of toluidine blue-positive mast cells was 

performed in at least three different fields for each lung 

section, and reported as a ratio to the length of the bronchus 

perimeter measured with the Cell dimension software 

coupled to a DP72 camera (Olympus). Mean scores were 

obtained from counts on 9 sections from 6 animals. 

Colorimetric assay of mucus and collagen  Mucus in 
BALF and lung homogenate was measured by a mucus 

colorimetric assay: 100 µl BALF or lung homogeante were 

added to 20 µl acid mucus reagent (0,2% periodic acid, 7% 

acetic acid), incubated for 1 hour at 37°C and 20 µl mucus 

dye reagent (sodium metabisulfite 20%, pararosaniline 1%, 

10N hydrochloric acid 1%) were added. Samples were 

incubated for 30 min at 37°C and optical density was read at 

555 nm. Collagen in lung homogenate was measured using a 

collagen colorimetric assay. Right lobes of the lung were kept 

frozen at -20°C until use. They were grounded with an 

UltraTurax® and centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4°C. 

The supernatants were used for collagen measurement:  10 µl 
samples were added to 200 µl collagen dye reagent (Sirius 

red 0.017%, and picric acid 0.8% in absolute ethanol), 

vortexed for 30 min at 200 rpm at room temperature, 

centrifuged at 10000 g for 10 min at 4°C and supernatants 

were removed. Pellets were solubilized with 200 µl Alkali 

collagen reagent (absolute ethanol 20%, sodium dodecyl 

sulfate 1.3%, 2N sodium hydroxide 12%) and optical density 

measured at 540 nm. 

Measurement of cytokines and OVA-specific antibodies  IL-4 

and IL-5 measurements in BALF were performed by ELISA 
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(BD Pharmingen) according to the  manufacturer’s 

instructions. Ovalbumin-specific IgE, IgG1 and IgG2a 

plasma levels were determined by enzyme-linked 

immunosorbent assay. Microtiter plates were coated 

overnight at 4°C with the capture antibody : anti-mouse IgE, 

IgG1 or IgG2a at 2 μg/well in carbonate buffer, pH 9.5 (BD 

Pharmingen, clone R35-118, R19-15 and A85-1). After three 

washings with phosphate-buffered saline (PBS) containing 

0.05% Tween-20, microtiter plates were blocked for 1h at 37 
°C with 10% bovine serum albumin in PBS. After three 

washings with PBS-Tween 0.05%, plasma samples were 

incubated for 2 h at room temperature. After three washings 

with PBS-Tween 0.05%, ovalbumin-HRP (BUF048, 

Abdserotec) was added to the wells and incubated for 1 h at 

room temperature. The plates were washed and 

tetramethylbenzidine (Pharmingen), a horseradish peroxidase 

substrate, was added and coloration allowed to develop for 

15–20 min. The reaction was stopped by addition of 0.5M 

H2SO4 and absorbance intensity was read at 450nm. Serum 

levels of ovalbumin-specific Igs were expressed as optical 

densities (O.D). 
Measurement of airway responsiveness by whole body 

plethysmography   Twenty-four hours after the last OVA or 

saline challenge, airway responsiveness to increasing 

concentrations of methacholine (MCh) (0 to 0.3 M; Sigma-

Aldrich, A2251) was measured in unrestrained conscious and 

spontaneously breathing animals by whole-body barometric 

plethysmography (Emka Technologies, Paris, France), using 

the enhanced pause (PenH) as an index of airway obstruction 

as described (Daubeuf et al., 2013). Briefly, mice were 

stabilized in the plethysmograph chamber for 30 min until 
stable baseline, and then exposed to aerosolized saline 

(30 sec) as a control. Then, mice were challenged every 20 

min with increasing doses of aerosolized MCh (0.05, 0.1, 0.2 

and 0.3M) for 30 sec each, and airway responsiveness was 

recorded for 5 min. 

Measurement of airway resistance by forced oscillation 

technique  Other groups of mice were used to measured 

airway resistance twenty-four hours after challenge, airway 

hyperresponsiveness to methacholine was assessed using a 

forced oscillation technique (Flexivent®, SCIREQ, Montreal, 

Canada) and as described (Daubeuf et al., 2013). Mice were 

anesthetized with an i.p. injection of 6 ml/kg of xylasine 

(Rompun®;0.25%), followed 50 minutes later by an i.p. 

injection of 6ml/kg of pentobarbital sodium (0.9%). The 

trachea was exposed and an 18-gauge metal needle was 

inserted into the trachea. Airways were connected to a 

computer-controlled small animal ventilator, and quasi-

sinusoïdally ventilated with a tidal volume of 10 ml/Kg at a 
frequency of 150 breaths/min and a positive end-expiratory 

pressure of 2 cm H2O to achieve a mean lung volume close 

to that during spontaneous breathing. After measurement of a 

baseline, each mouse was challenged for 10 sec with an 

aerosol of solvent generated by an in-line nebulizer and 

administered directly through the ventilator before PBS and 

MCh challenge at 50 mg/ml. For calculation of methacholine 

effect, the peak response was used as the mean of the three 

maximal values, and integrated for calculation of airway 

resistance (R).Airway resistance was expressed as cm 

H20.s.ml-1. 

 Differences between groups were 
tested for statistical significance using a two-way ANOVA 

and Bonferroni post-hoc test or a one-way ANOVA followed 

by Tukey post-test. Data were considered significantly 

different when p value <0.05.  

RESULTS 

Development of an 8-day model of allergen-induced 

airway hypereosinophilia    The sensitization scheme used 

OVA and alum. Balb/c mice were immunised by i.p. 

administration on D0, D1 and D2. They were then exposed to 

i.n. OVA in order to induce eosinophil recruitment. We 
evaluated the number of eosinophils recovered in BAL fluid 

after i.n. OVA challenges on two (D5 and D6; 7-day 

protocol) versus three consecutive days (D5, D6 and D7 ; 8-

day protocol). Mice were anesthetized on D7 or D8, 

respectively, and BAL were performed. Comparative results 

obtained in the 7-day vs 8-day protocols are presented on 

figure 2A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 2. Rapid allergen-induced airway 
hypereosinophilic models in Balb/c mice. 
 A. Development of the 8-day model: Balb/c 
mice were immunised and challenged with OVA 
or saline and analysis was performed on day 7 
(gray, 2 challenges on D5 and 6) or 8 (white, 3 
challenges on D5, 6 and 7) after the first 
immunisation with OVA. Numbers of 
macrophages, eosinophils, neutrophils and 
lymphocytes in BALF are shown. Blocks are 
means and bars are SEM values (n = 6 per 
group). B. Reproducibility  of the 8-day model: 
Balb/c mice were immunised and challenged 
with OVA or saline, and analysis performed 8-
days (dots) or 21-days (square) after the first 
sensitization. Numbers of macrophages, 
eosinophils, neutrophils and lymphocytes in 
BALF are shown. Each dot represent the mean 
value of results from n= 6 independent studies 
including 6 mice/study group. Blocks are means 
and bars are SEM values (n = 6 per group). # 
indicates p≤0.05 between control and OVA 
groups in the 8-day model  and * indicates 
p≤0.05 between control and OVA groups in the 
21-day model. 
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Mice developed slight inflammation in the 7-day protocol 

with few eosinophils in the BALF. By contrast, marked 

airway inflammation comprised of significant influx of 

macrophages and eosinophils (8.7±0.4 x105, more than 50% 

of total cells), and few neutrophils (8.3±2.1 x104) and 

lymphocytes (2.6±0.2 x104) was recovered in BAL fluid in 

the 8-day protocol. Control mice immunized by i.p. injection 

of OVA and alum on D0, D1, D2 and challenge with saline 

did not allow any inflammatory response. The 8-day model is 
the model of choice for studied rapidly the anti-inflammatory 

activity for the anti-inflammatory treatment of asthma. 

Reproducibility of the 8-day model - In order to 

evaluate the activity of new therapeutic strategies to reduce 

influx of airway eosinophils in allergic diseases, it is essential 

to have a model with a high reproducibility. We therefore 

compared results of 6 independent experiments using this 

new rapid hypereosinophilia model vs 6 independent 

experiments using the commonly used 21-day asthma model 

(figure 2B). Figure 2B shows similar cell infiltration between 

the 8-day model and the 21-day model, indicating that the 8-

day model is as reproducible and as robust as the 21-day 
model.  

Response to glucocorticoids – Use of this 8-day model 

for drug discovery requires validation by the effect of 

glucocorticoids. The activity of 2 glucocorticoids, 

dexamethasone and budesonide, administered i.p. 1 hour 

before each OVA challenge, is presented on figure 3 in this 

8-day model. At low dose, dexamethasone (0.1 mg/kg) 

significantly inhibited the eosinophil influx in BALF by 60%, 

and at higher dose (1 mg/kg) totally blocked eosinophil 

influx. Budesonide at 1 mg/kg also totally decreased 

eosinophil infiltration. We thus clearly demonstrated that our 
new model is highly reproducible and sensitive to the major 

treatment of airway inflammation in allergic diseases, the 

glucocorticoids dexamethasone and budesonide. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 3. Comparative effect of glucocorticoids: Balb/c mice were 
immunised and challenged with OVA or saline and treated i.p. with 
dexamethasone or budesonide one hour before each OVA challenge. 
Eosinophils are shown. Blocks are means and bars are SEM values (n = 6 per 
group). # indicates p≤0.05 to OVA groups.  

OVA-specific immunoglobulins in the 8-day and 21-day 

models  To further characterize our model, OVA-specific 

IgE, IgG1 and IgG2A levels were measured in plasma of 

mice sensitized and challenged with OVA as compared with 
control mice sensitized with OVA and challenged with saline 

(figure 4A). OVA-specific IgE (185±19% vs. control mice) 

and IgG1 (168±44%) were significantly increased in the 8-

day model. By contrast, OVA-specific IgG2A levels were not 

modified after OVA challenge in any model. Levels of OVA-

specific IgE, IgG1 and IgG2A were similar in the 8-day and 

21-day models, indicating that the immune response was 

similar in both models, and characteristic of an allergen-

specific Th2 response. 

 

Th2 cytokine levels in the 8-day and 21-day models   To 
characterise the rapid model in more detail, we explored the 

levels of the eosinophil chemoattractant IL-5 and of the IgE-

switching cytokine IL-4 in BALF. Levels of IL-5 and IL-4 

are represented on figure 4B. Data show as expected that  

IL-5 and IL-4 levels are increased (82±14% and 94±17% 

respectively) in BALF from mice sensitized and challenged 

with OVA as compared with controls. The increase was 

similar in both 8-day and 21-day models. 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

.  
FIGURE 4. OVA-specific immunoglobulins and 
interleukins production in 8-day and 21-day 
models. A. OVA-specific IgE, IgG and IgG2A in 
plasma determined by Elisa. B. IL-5 and IL-4 
levels measured in BALF. In all representation, 
blocks are means and bars are SEM values are 
shown (n = 6 per group). # indicates p≤0.05 
between control and OVA groups in 8-day 
model and * indicates p≤0.05 between 
control and OVA groups in 21-day model. 
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FIGURE 5. Excessive mucus production, collagen synthesis and mast cells infiltrate in 8-day and 21-day models. A. Excessive mucus production: Periodic 
acid Schiff  (PAS) stained sections were scored as described in the materials and methods. B. Representative sections stain with PAS. C. Mucus in lung and 
BALF measured by mucus colorimetric assay.D. Collagen in lung measured by collagen colorimetric assay. E. Representative sections stain with Masson’s 
trichrome showed collagen deposition (in blue) around the bronchus and vessels. F. Density  of toluidine blue-positive mast cells. 
G. Toluidine blue staining of lung, showing infiltration of mast cells in the peribronchial tissues (magnification, x200). In all representation, blocks are means  
and bars are SEM values (n = 6 per group) are shown. # indicates p≤0.05 between control and OVA groups in 8-day model  and * indicates p≤0.05 between 
control and OVA groups in 21-day model. 

 

Mucus hypersecretion, collagen production and mast cell 

infiltrate  We compared airway remodelling occurring in the 
8-day vs 21-day model.  

Mucus production was quantified both histologically on lung 

sections using a 5 points-grading score of goblet cells stained 

in light red in the epithelium (Tanaka et al., 2001) on 

paraffin-embedded lung sections (Figure 5A and 5B) and by 

use of a mucus colorimetric assay in BALF and in the lung 

homogenate. The score of mucus-producing goblet cells in 

the epithelium shows that mucus production was markedly 

enhanced in mice sensitized and challenged with OVA as 

compared with controls mice challenged with saline. The 

increase was comparable between 8-day (3±0.2) and 21-day 
model (3.3±0.2). Quantification performed with the mucus 

colorimetric assay confirms the increase in mucus production 

in lung as well as in BALF after OVA challenge in sensitized 

animals (Figure 5C), and that the increase is similar in the 8-

day (29±4%) and the 21-day models (34±9%). 

Collagen was studied in lung homogenate using a 

colorimetric assay (Figure 5D). The percentage of collagen 

was increased in mice sensitised and challenged with OVA as 
compared with control. A similar increase was observed 

between the 8-day (79±16%) and 21-day models (82±11%). 

In parallel, representative sections labelled for collagen with 

the Masson’s trichrome staining show the increase of 

collagen deposition around the bronchi and vessels in the 

OVA groups (Figure 5E).  

Mast cells are known to play an important role in the 

inflammatory response in asthma. We compared the mast 

cells density in the lung of mice sensitized and challenged 

with OVA between the 8-day and 21-day models. Toluidine 

blue positive mast cells count are represented on figure 5F. 
The data show that mast cell numbers were increased in 

response to allergen in both models, with a similar increase 

between the 8-day (74±17%) and 21-day models (69±20%). 

Representative sections show mast cells stained with the 

toluidine blue staining technique, and coloured in purple on 

figure 5G.  
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FIGURE 6. Airway reactivity to metacholine. A. Airway resistance (R) expressed as cm H20.s.mL-1 in response to 

methacoline (50mg/mL) was assessed by the Flexivent® technique 24 hours after the last OVA challenge. Individual values 

obtains in a first study are in Black and in a second study are in grey (n = 6 mice/group). B. Airway reactivity to methacholine 

was measured using a whole body plethysmograph. Enhanced pause (PenH) responses to increasing doses aerosolized 

metacholine 24 hours after the last OVA challenge. Dots are means and bars are SEM values (n = 6 mice/group). Values 

obtains in a first study are in Black and in a second study are in grey. # indicates p≤0.05 between control and OVA groups in 

the first study and * indicates p≤0.05 between control and OVA groups in the second study. 

Thus, our data show that this new rapid hypereosinophilia 

model also exhibits mucus production, collagen synthesis and 

mast cell infiltrate, three characteristics of the asthma disease.  

 

Airway responsiveness in the 8-day and 21-day  

models   We compared airway responses to methacholine in 

the 8-day vs 21-day models in two independent experiments 

as represented in black (study 1) and grey (study 2) on 

figure 6. The forced oscillation technique (Flexivent®) was 

used to measure the airway resistance in response to 
nebulized MCh (50 mg/ml). Figure 6A show that airway 

resistance was significantly increased in mice sensitized and 

challenged with OVA as compared to control mice 

challenged with saline both in the 8-day and the 21-day 

models. This was reproduced in two independent 

experiments. Airway resistance was increased by 2-fold in 

the 8-day model and by 4.5-fold in the 21-day model.  

Evaluation of airway obstruction (PenH) with unrestrained 

whole body plethysmography, in response to increasing doses 

of MCh (0.05, 0.1, 0.2 and 0.3M)(figure 6B), show that the 

measurement is unreliable in the 8-day model, with important 

variability and a low reactivity to MCh, in contrast to the 
significant and reproducible increase of the AHR in the 21-

day model (4- to 5-fold increase). Therefore, these data show 

the presence of airway hyperresponsiveness in the 8-day 

model, although to a lesser extent than in the 21-day model. 

DISCUSSION 

The aim of this study was to develop a rapid model of airway 

eosinophil recruitment in the mouse, with a Th2 profile 

characteristic of an “asthma-type” response. For this purpose, 

we used OVA as the allergen and alum as the adjuvant. Acute 

sensitization protocols require multiple systemic 

administration of the allergen in the presence of an adjuvant. 

Adjuvants such as aluminium hydroxide (AlOH3) are known  

to promote the development of the Th2 phenotype by the 
immune system when it is exposed to an antigen (Brewer et 

al., 1999; McKee et al., 2009). Ovalbumin is seldom 

implicated in human asthma, and alternative allergens with 

greater clinical relevance, such as house dust mite and 

cockroach extracts  have been successfully used to develop 

asthma models in mice (Ulrich et al., 2008; Lukacs et al., 

2002). However, OVA derived from chicken egg is a 

frequently used allergen that induces, in a reproducible 

manner, a rapid and robust allergic airway inflammation with 

airway hyperresponsiveness and remodelling. The acute 

ovalbumin models are used in the development of drugs and 

therapeutic strategies (Nials et al., 2008), as corticosteroids 
(Trifilieff et al., 2000), leukotriene antagonists (Eum et al., 



103 

2003) and anti-IL-5 (Hamelmann et al., 1999) strategies, 

which are now on the market. 

We found that mice immunized with OVA/alum i.p. on 3 

consecutive days (day 0, 1 and 2) and challenged with 

intranasal OVA on 3 consecutive days (day 5, 6 and 7) 

developed a strong airway eosinophilia, in contrast to mice 

challenged with OVA on 2 consecutive days only. This 

correlated with an increase in IL-5 levels in BALF on day 8. 

This clearly shows that three repeated exposures to OVA are 
necessary to develop  significant and important recruitment 

of inflammatory cells, in particular eosinophils, in the 

airways. This is in accordance with the requirement 

illustrated in the review by Kumar and collaborators (Kumar 

et al., 2008), reporting that a 3 day-delay after allergen 

challenge is necessary for the development of asthma features 

(Kung et al., 1994, Kuperman et al., 1998, Trifilieff et al., 

2000). 

Bronchoalveolar lavage is a rapid and effective procedure for 

studying inflammation in the airways after euthanasia 

(Andreasen, 2003; Daubeuf et al, 2012) and results in the 

assessment of eosinophils, neutrophils, macrophages and 
lymphocytes counts. In this study, lavages were performed 

with 500µL solution, i.e. a volume corresponding to the 

mouse tidal volume, therefore preventing destruction of the 

lung structure. With this low volume, lavages were repeated 

10 times in order to optimize cells recovery as previously 

reported (Daubeuf et al., 2012). 

With this optimized technique, we found that the 8-day rapid 

model led to development of a strong airway eosinophil 

influx in response to OVA challenge as compared to saline 

challenge in sensitized mice. We also note that sensitization 

itself with OVA/Alum did not allow development of any 
airway inflammation in the absence of allergen challenge. 

Our new 8-day model allows recruitment of a high number of 

eosinophils in BALF (8x105), a number that is similar to or 

enhanced as compared to the recruitment reported by other 

investigators using longer immunization protocols (McMillan 

et al., 2005; Tomkinson et al., 2001; Henderson et al., 1996; 

Tanaka et al., 2000 et 2001; Sarpong et al., 2003; Wue et al. 

2003, Fernandez-Rodriguez et al., 2008; Ble et al., 2008; 

2009; Delayre-Orthez et al., 2004; 2005a; 2005b; 2008; 

Deschamps et al., 2011; Hachet-Haas et al., 2008; Zhang et 

al., 2009). In order to surcumvent any eventual difference 
coming from the lavage technology, we compared these 

results in our rapid 8-day model to those in the commonly 

used 21-day model. We clearly show that the number of 

eosinophils measured in the BALF in this rapid model was 

identical to that found in the 21-day model. We show from 6 

independent studies, that the mean values of cell recruitment 

are equally distributed between the 8-day and the 21-day 

models for eosinophils, macrophages, neutrophils and 

lymphocytes. In addition, this comparison allows to 

determine the reproducibility of the technique, with a 

similarity for the 8-day and the 21-day models. 

We showed that, in 6 independent studies, the variance is 
lower in the 8-day than in the 21-day model for macropahges 

(2.3 vs. 4.1 x 105 cells2), eosinophils (2.6 vs. 4.2 x 105 cells2), 

neutrophils (32.9 vs. 35.6 x104 cells2) and lymphocytes (1.4 

vs. 3.4 x 104 cells2).  

We further characterized our model in greater details, and 

found this rapid immunization protocol was able to induce 

increased levels of OVA-specific IgE and IgG1 in the 

plasma, similar to those induced by the 21-day protocol, as 

well as similar enhanced levels of IL-5 and IL-4 in the BALF 

in both models. These findings show that, although the 

immunization protocol is very short, it is sufficient to induce 

allergen-specific Th2-type responses in the airways. The 

most likely explanation for the development of airway 

eosinophilia is that IL-5 produced by Th2 cells was 

responsible for recruitment to and survival of eosinophils in 

the airways (Rothenberg et al., 2006). In addition, in our 

rapid 8-day model, we also measured an excess of mucus 
production, collagen deposition and mast cell infiltration in 

sensitized and challenged mice as compared to controls. 

Surprisingly, for all parameters mentioned above, no 

differences were observed between the 8-day and 21-day 

models. The inflammatory and the remodelling responses 

were comparable, and suggest a similar mechanism of action. 

This is an important point, that enhances the interest of this 

rapid 8-day model. 

At that step, the question was to know whether this rapid 8-

day model was compatible with the study of anti-

inflammatory drugs or strategies. To do so, we evaluated the 

response of our model to two compounds recommended for 
the treatment of asthma in humans (see “Global Initiative for 

Asthma” guidelinesand used as positive reference controls in 

various studies in mice (Kumar et al., 2003; Ben et al., 2008; 

Li et al., 2012; Reber et al. 2012; Firinci et al., 

2013;Mushaben et al., 2013). Dexamethasone and 

budesonide are two corticosteroids very active in their anti-

asthmatic effect in conventional models. We show that our 

rapid 8-day model was sensitive to low doses of 

glucocorticoids: dexamethasone (100 µg/kg, i.p.) 

significantly decreased airway hypereosinophilia by 80%. 

This result ascertains that the rapid 8-day model may be used 
to study the activity of anti-inflammatory drugs in asthma. 

 

Additionally, the measurement of airway responsiveness to 

metacholine was assessed by two exploratory techniques: by 

whole body plethysmography and the forced oscillation 

(Flexivent®) technique. Balb/c mice are commonly used for 

the study of this asthma feature, characterized by a high 

bronchial hyperresponsiveness in sensitized and challenged 

animals (Brewer et al., 1999; Taube et al., 2004). 

Accordingly, our results show that the airway parameters 

measured, i.e. airway resistance and Penh, were significantly 
increased by 4.5-fold in OVA sensitized and challenged mice 

as compared to control mice in the 21-day model. In the 8-

day model by contrast, these parameters were not affected in 

a similar proportion. Whole body plethysmography shows a 

non reproducible increase in airway reactivity (only in study 

2) that was very modest (a 2-fold increase in Penh) as 

compared to control mice. In contrast, we measured a 

significant and reproducible increase of the airway resistance 

with the Flexivent® technique. It is now well establish that a 

correlation exists between the invasiveness of a measurement 

technique and its precision (Glaab et al. 2007; Vanoirbeek et 

al., 2010). This is in accordance with the reproducibility of 
the assessment of AHR with the Flexivent technique in the 8-

day model. However, AHR developed in the 8-day model 

was lower than in the 21-day model. According to our results 

of a similarity in each other parameter developed between the 

8-day and the 21-day models, we can only speculate that the 

time of airway infiltration by eosinophils may not be long 

enough to induce AHR: 24h or 48h respectively, according to 

the kinetic of the eosinophil influx, measured in the BALF. 
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Supporting this view is that AHR usually correlates with the 

presence of eosinophils and a therapeutic intervention 

reducing eosinophils also reduces AHR (Foster et al., 2005; 

Lee et al., 2004; Cho et al., 2004; Humbles et al., 2004). A 

further possibility is that other unmeasured parameters may 

affect airway hyperresponsiveness between the 8-day and the 

21-day models, as for instance airway smooth muscle 

proliferation, abnormal contractility, epithelial damage,, 

subepithelial fibrosis, angiogenesis or changes in the myositis 
interaction (Barnes, 1996; Ozier et al., 2011). 

 

In conclusion, we here present a rapid asthma model with 

asthma-like features, that will allow to reduce time and cost 

of research of anti-inflammatory and anti-asthma strategies 

without loss in the quality of the results. Our data presented 

confirm that the 8-day model is a rapid and reproducible 

model, which may be used as a predictive testing for drug-

induced reduction of airway hypereosinophilia. Our model 

may be suitable to efficiently study new therapeutic strategies 

for asthma-like hypereosinophilia and associated features. 
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Il a précédemment été mis en évidence que la chalcone 4, neutralise la chimiokine CXCL12 et inhibe la 

liaison de la chimiokine aux récepteurs CXCR4 et CXCR7 et l’activation résultante (Hachet-Haas et al. 

2008). De plus, l’administration systémique de la chalcone 4 inhibe efficacement l’afflux d’éosinophiles 

dans un modèle aigu d’asthme chez la souris. Cette activité in vivo, est cependant limitée par la faible 

solubilité du composé chalcone 4 dans les tampons aqueux (9 µM dans un tampon HEPES). 

Dans le but de contrecarrer ce manque de solubilité, des analogues solubles de la chalcone 4 ont été 

conçus et synthétisés, pour tenter d'augmenter l’activité anti-inflammatoire du neutraligand dans 

l’asthme allergique et permettre une administration locale. 

Nos résultats montrent que l’addition de groupements : phosphate (chalc4-P), L-serine, ou sulfate 

permet d’augmenter fortement (5 à 10000 fois) la solubilité dans les tampons aqueux selon les 

analyses physicochimiques réalisées. Cependant, ces composés ne présentent plus d’activité 

neutraligand de la chimiokine CXCL12 par eux-mêmes, mais peuvent être hydrolysés dans les milieux 

physiologiques comme montré dans le sérum (T½ = 120min pour la chalc4-P) et l'homogénat de 

poumon de souris (T½ = 15min pour la chalc4-P). Ces composés se comportent comme des 

prodrogues : des composés inactifs, dégradés après administration in vivo, en un composé actif : la 

chalcone 4. 

L’étude in vivo de ces prodrogues montre que l'administration locale de la prodrogue chalc4-P, par 

voie intranasale, permet d'inhiber le recrutement des éosinophiles dans les voies aériennes, dans 

notre modèle rapide d'asthme allergique, avec une concentration inhibitrice médiane de 10nmol/kg. 

L'administration locale des prodrogues phosphate, L-serine, ou sulfate à la dose de 30nmol/kg, met en 

évidence une activité similaire (67, 69 and 64% respectivement).  

Ainsi la conception de prodrogues du composé chalcone 4 permet une administration locale, une 

activité anti-inflammatoire du neutraligand de CXCL12 à de très faible doses, et offre une stratégie 

intéressante pour le développement de médicament candidat pour le traitement de l'asthme 
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ABSTRACT: Chalcone 4 (compound 1) is a small molecule
that neutralizes the CXC chemokine CXCL12 and prevents it
from acting on the CXCR4 and CXCR7 receptors. To over-
come its poor solubility in aqueous buffers, we designed highly
soluble analogues of compound 1, phosphate, L-seryl, and sul-
fate, all inactive by themselves on CXCL12 but when cleaved
in vivo into 1, highly active locally at a low dose in a mouse
airway hypereosinophilia model.

KEYWORDS: prodrug, solubility, CXCL12 chemokine, CXCR4 receptor, GPCR, asthma

The chemokine CXCL12 plays a pivotal role in normal and
pathological situations, including brain development,

hematopoiesis, and chronic inflammation.1 In screening a
proprietary chemical library,2 we recently identified compounds
belonging to the chalcone family and preventing CXCL12 from
binding to its CXCR4 or CXCR7 receptors.3 These compounds
have an original mechanism of action: they bind to the che-
mokine rather than to the receptors. The highest affinity molecule,
chalcone 43 (compound 1 in Scheme 1, now commercialized by
Sigma-Aldrich, C7870), inhibits both chemotaxis of human
peripheral blood lymphocytes and eosinophil infiltration in a
mouse model of airway hypereosinophilia.3 The observation of
these effects highlights the enormous potential of such a ligand
neutralization strategy.3−5 Because of its mechanism of action,
compound 1 does not affect the resting/basal level of the re-
ceptors for either calcium or chemotactic responses.3 By analogy
to the activity of neutralizing antibodies, we named compound
1 a “neutraligand”.4 It is a tool that complements traditional
antagonists of the CXCR4 receptor, such as AMD3100, AMD3465,
ALX40-4C, and T22/T140,6−8 but has the disadvantage of
poor solubility in aqueous buffer (9 μM). The aim of the work
reported here was to increase its solubility to enable in vivo
access to its pharmacological targets. We report the design and
synthesis of highly soluble derivatives of compound 1 that
behave as prodrugs9,10 converted into the active compound 1
and have in vivo anti-inflammatory activity at low doses upon
intranasal administration in a mouse model of asthma.
The requirements for suitable prodrugs of compound 1 were

(1) inclusion of a functional group enzymatically cleavable in
vivo,11 (2) improved aqueous solubility to facilitate in vivo in-
tranasal administration, and (3) rapid and efficient synthesis to
allow large-scale preparation. To fulfill these requirements, we
decided to introduce three types of functional groups on the

hydroxyl moiety of compound 1: a phosphate, an L-seryl, and
a sulfate group. Prodrugs 2, 4, and 5 were prepared according
to Scheme 1 starting from compound 1, itself obtained
following a Claisen−Schmidt reaction with a 67% overall
yield.12

The phosphate derivative 2 was obtained by phosphorylation
of the phenol group with dibenzylphosphonate in CCl4, followed
by benzyl removal in the presence of trimethylsilylbromide (37%
overall yield).13 An alternative one-pot procedure involved
phosphorylation of the 4-hydroxyphenyl in the presence of
phosphorus oxichloride, followed by basic hydrolysis to obtain the
disodium phosphate analogue with a 45% yield.14 The L-serine
conjugate of compound 1 was synthesized in two steps. First, an
ester was prepared with Boc-L-Ser(tBu)-OH in the presence of 1-
(3-dimethylaminopropyl)-3-ethyl-carbodiimide (EDCI) and a
catalytic amount of N,N-dimethyl-4-aminopyridine (4-DMAP).
Subsequent deprotection in acidic media provided the expected
prodrug 4 as the hydrochloride salt, with a 70% overall yield.
The sulfate analogue 5 was obtained by direct sulfation of the
4′-hydroxyphenyl with a chlorosulfonic acid/pyridine mixture and
then treatment with aqueous NaOH to obtain the sodium salt
(34%).15 The structure and purity of all compounds were
assessed by 1H, 13C NMR, high-resolution mass spectrometry
(HRMS), and RP-HPLC analyses.
Thermodynamic solubility was measured in an aqueous 4-

(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid (HEPES) buffer
(pH 7.4, 22 °C). As expected, the solubility of the phosphate 2
was very high, so high that saturation was not achieved at a 30 mM
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concentration. Its solubility is thus at least 3000 times higher
than the 9 μM solubility of compound 1. The solubility mea-
sured for the sulfate 5 under the same experimental conditions
was 1430 μM, that is, greater than that required for satisfactory
drug development. The yield of the serine 4 was better than
that of the other two compounds (70%), but its solubility was
only moderately better than that of compound 1 (4.6-fold; 42 μM
as compared to 9 μM).
The partition coefficients of compounds 1, 2, 4, and 5 at pH

7.4, expressed as Log D, are derived directly from measure-
ments of their chromatographic hydrophobicity index (CHI),
as compared with reference compounds.16 Log D decreased
from 3.4 for the original compound 1 to 2.7 for the serine 4, 2.1
for the sulfate 5, and 1.0 for the phosphate 2.
The stability of the four compounds was evaluated by LC-MS

in three media: phosphate buffer saline (PBS), mouse serum, and
mouse lung homogenates (Table 1). All experiments were
conducted with extemporaneously prepared solution. Com-
pound 1 at 10 μM is stable after incubation in all three media
(T1/2 > 6−10 h). The phosphate 2 showed good stability in
PBS, with 50% of it converted into 1 after 2 h of incubation in
mouse serum (Table 1 and Figure 1) and within less than 15
min in lung homogenates (Table 1). The serine ester 4 was
rapidly hydrolyzed into 1 with a T1/2 = 12 min in PBS; it dis-
appeared in less than 5 min in mouse serum and lung homo-
genate. This instability is the combined effect of the strong
electron withdrawing effect of the protonated aminogroup acti-
vating the ester linkage toward hydrolysis and intramolecular
assistance of this aminogroup, as already reported for α-aminoester
prodrugs.17 The sulfate 5 was stable in PBS and murine serum
(T1/2 > 10 h) but rapidly converted into 1 in lung homogenates
(T1/2 = 30 min). We therefore confirmed the high rate of
conversion of each prodrug candidate into 1 in lung homo-
genates (Table 1).

Scheme 1. Prodrugs 2, 4, and 5 Preparationa from Compound 1

aReagents: (i) (a) POCl3 (3 equiv), Et3N (10 equiv), CH2Cl2, room temperature, overnight; (b) aqueous NaOH. (ii) Boc-Ser(tBu)-OH (1.5 equiv),
DMAP (0.1 equiv), EDCI (1.5 equiv), CH2Cl2, room temperature, 1 h. (iii) 4 N HCl/dioxane, 60 °C, 4 h. (iv) (a) Chlorosulfonic acid (10 equiv),
pyridine, room temperature, overnight; (b) aqueous NaOH.

Table 1. Characterization of Compounds 1, 2, 4, and 5

stabilityd half-life (T1/2)

compd isolated yield (%) CHIa Log D calcdb solubility (μM)c PBS murine serum lung homogenate binding inhibition (%)e

1 90 3.4 9 ± 1 >10 h >10 h >6 h 90 ± 10 (Ki = 53 ± 31nM)
2 40 43 1.0 >30000 >10 h 2 h <15 min 5 ± 2
4 70 76 2.7 42 ± 3 12 min <5 min <5 min 15 ± 5
5 34 64 2.1 1434 ± 3 >10 h >10 h 30 min 4 ± 3

aDetermined by RP-HPLC14 (C18 Luna column, 2 mL/min, 365 nm, solvent A = pH 7.4 ammonium acetate buffer, solvent B = acetonitrile).
bCalculated from CHI. cMeasured at pH 7.4, HEPES buffer, 24 h of incubation, 22 °C. d37 °C. eInhibition of CXCL12-TR binding to EGFP-
CXCR4 determined by FRET at 5 μM.

Figure 1. RP-HPLC chromatogram (C18 Luna column, 2 mL/min,
365 nm, solvent A = pH 7.4 ammonium acetate buffer, solvent B =
acetonitrile). Gradient: 0−0.2 min, 0% B; 0.2−2.7 min, 0−100% B;
2.7−3.2 min, 100% B; 3.2−3.4 min, 100−0% B; and 3.4−6.2 min, 0%
B. Positive ESI-MS spectrum of compound 2 at t0 and t180 at 37 °C in
mouse serum.
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In vitro inhibition of binding of Texas Red (TR)-labeled
CXCL12 (CXCL12-TR, 100 nM) to enhanced green fluorescent
protein (EGFP)-tagged CXCR4 by compounds 1, 2, 4, and 5 at 5
μM was determined by fluorescence resonance energy
transfer (FRET) (Table 1 and Figure 2) as previously described.3

Compound 1, the reference compound, at 5 μM reduces this
binding by 90% with a Ki of 53 nM. Compounds 2, 4, and
5 are, as expected, almost inactive in this in vitro binding assay
(Figure 2). When serine was substituted in 4, prolonged
incubation times tended to inhibit CXCL12 binding to CXCR4.
The inadequate stability of 4 in buffer or serum (Table 1), due
to the progressive conversion of the inactive prodrug 4 into the
active 1, may explain this result.
The in vivo activity of the prodrugs was assessed in an 8 day

mouse model of airway hypereosinophilia in ovalbumin
(OVA)-sensitized mice challenged with OVA or control saline.
Eosinophil number in the bronchoalveolar lavage fluid in-
creased significantly after OVA challenge, as compared with saline,
in OVA-sensitized animals, as well as macrophage, neutrophil,

and lymphocyte recruitment, although those were more moderate
(Figure 3). Because topical administration is a well-accepted and
preferred route for treatment of inflamed airways, especially in
asthma, we developed our model with intranasal administration
of the compounds in mice to mimic the inhalation route used
in humans.
We first investigated the activity of compound 1 and com-

pared it with that of phosphate 2, the most soluble compound,
after intranasal administration to the airways (2 h before each
challenge with OVA or saline on 3 consecutive days) (Figure 3A).
We evaluated the activity of 1 and 2 administered at doses of
22 nmol/kg, that is, the dose corresponding to the maximal
solubility of 1 in PBS (9 μM, 25 μL/mouse). The compounds
per se had no effect in the control unsensitized groups. In the
OVA-challenged mice, 1 had no effect on inflammatory cell
recruitment (Figure 3A). By contrast, the phosphate 2 signi-
ficantly inhibited OVA-induced eosinophil (56 ± 9%) and
neutrophil recruitment, with a trend toward significance for ly-
mphocytes (Figure 3A). The dose−response activity of phos-
phate 2 on eosinophil recruitment showed an IC50 of 10 nmol/kg
(Figure 3B), thereby suggesting that the prodrug provides more
efficient distribution of compound 1 in the target tissue. Con-
trastingly, no effect of 2 was noticed on macrophage recruitment,
corroborating results on the activity of anti-CXCR4 or -CXCL12
neutralizing antibodies18 or CXCR4 antagonist.19 LC-MS analysis
shows that 1 appears in lung tissue as early as 15 min after
intranasal administration of 2, thus revealing its hydrolysis into
the active 1, thereby delivered at high concentrations to the lung.
The activity of the other two prodrugs, the serine 4 and

sulfate 5 derivatives, was compared to that of the phosphate 2
in the same airway hypereosinophilia mouse model. The intra-
nasally administered dose was 30 nmol/kg. The activity levels
of 4 and 5 shows similarity to that of 2 with significant
reduction of the recruitment of eosinophils (67, 69, and 64%
inhibition, respectively) and neutrophils by the three prodrugs
and at a lower level for lymphocytes, with no effect on macro-
phage recruitment (Figure 4). This clearly indicates that all
three prodrugs release the same amount of the active species 1
when administered to the airways. This finding is consistent
with the rapid release of 1 from the three different prodrugs in
lung homogenates in vitro (Table 1), its limited distribution in

Figure 2. Real-time monitoring of fluorescent CXCL12-TR to EGFP-
CXCR4 at 510 nm as a function of time. Upon addition of CXCL12-
TR (100 nM), the fluorescence intensity at 510 nm declines as a result
of interactions between CXCL12 and CXCR4. Compound 1 inhibits
binding of CXCL12-TR to EGFP-CXCR4, whereas prodrugs 2, 4, and
5 (5 μM) do not.

Figure 3. (A) Intranasal treatment with compounds 1 and 2 (22 nmol/kg in PBS) 2 h before each challenge in the 8 day mouse model of
hypereosinophilia. Blocks (means) and bars (SEM) of n = 6 mice/group. *p ≤ 0.05 as compared to saline-treated OVA group. (B) Dose−response
inhibition of eosinophil number of compound 2 (percent). Means (filled squares) and bars (SEM) of n = 6 mice/group.
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vivo, and efficient trapping of the pro-inflammatory chemokine,
CXCL12, locally in the inflamed lung tissue.
Three analogues of compound 1, a neutraligand of the CXC

chemokine CXCL12, bearing a phosphate, an L-seryl, and a
sulfate moiety, are highly soluble and bioavailable when admini-
stered to the airways. They behave as prodrugs, remaining
inactive until compound 1 is released. Intranasal application of
each of these three analogues inhibits eosinophil recruitment in
the airways by ≥50% at a dose as low as 30 nmol/kg and
without any signs of toxicity. This prodrug strategy, which
results in a low-dose application for topical effect, therefore,
appears to be a powerful strategy for obtaining highly soluble
compounds that act directly in the airways and promote the
desired local action while avoiding systemic adverse effects on
other CXCL12-related functions.

■ EXPERIMENTAL PROCEDURES
For (E)-4-(3-(4-chlorophenyl)-3-oxoprop-1-enyl)-2-methoxyphenyl-
phosphate, sodium salt 2, under argon atmosphere, POCl3 (186 μL,
2 mmol) was dissolved in anhydrous CH2Cl2 (8 mL); the mixture was
then cooled to 0 °C, and anhydrous triethylamine (700 μL, 5 mmol)
was added. After 5 min of stirring, compound 1 (114 mg, 0.39 mmol
dissolved in 1 mL of anhydrous CH2Cl2) was added dropwise to the
reaction mixture. The resulting mixture was stirred for 1 h at 0 °C and
then allowed to warm to room temperature overnight. The crude
mixture was then evaporated to dryness under reduced pressure to
remove the excess NEt3 and POCl3. The residue was dissolved in
CH2Cl2 and evaporated to dryness again. The procedure was repeated
twice. Finally, the residue was dissolved in a tetrahydrofuran−water
solution (2/1 v/v, 1.5 mL), and the mixture was vigorously stirred for
1 h. The solution was diluted with water (500 μL) and cooled down to
0 °C. A 0.1 N, NaOH aqueous solution was added dropwise to reach a
pH of 12. After concentration under reduced pressure, compound 5
was isolated by flash chromatography on an RP18 column, with a
linear gradient of acetonitrile in water. Following a freeze/drying step,
compound 2 was recovered as a yellow solid (74 mg, 45% yield).
For (R,E)-4-(3-(4-chlorophenyl)-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-methoxy-

phenyl-3-(tert-butoxy)-2-(tert-butyloxycarbonylamino)-propanoate 3,
under argon atmosphere, 1 (100 mg, 0.35 mmol) was dissolved in

anhydrous CH2Cl2 (1.5 mL), and N,N-dimethyl-4-aminopyridine
(4-DMAP) (4 mg, 0.034 mmol) was added. To this solution was added a
solution of Boc-L-Ser(OtBu)-OH (136 mg, 0.52 mmol) and EDCI
hydrochloride (100 mg, 0.52 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (1.5 mL), after
it was prepared, and stirred for 15 min at room temperature in the dark.
The combined mixture was stirred at room temperature in the dark for
1 h, the solvent was removed, and the crude product was purified by
chromatography on Si40 silica (3/7 ethyl acetate/heptane). Compound 3
was recovered as a pale yellow oil (170 mg, 92% yield).

For (R,E)-4-(3-(4-chlorophenyl)-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-methoxy-
phenyl 2-amino-3-hydroxypropanoate, hydrochloride salt 4, com-
pound 3 (51 mg, 0.096 mmol) was dissolved in a mixture of dioxane
and 4 N HCl aqueous solution (1/1 v/v, 510 μL). The mixture was
heated at 60 °C for 3 h. After completion, the precipitate was
recovered by filtration and triturated twice with ether. After it was
dried, 4 was obtained as a pale yellow solid (30 mg, 76% yield).

For (E)-4-(3-(4-chlorophenyl)-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-methoxy-
phenyl sulfate, sodium salt 5, under argon atmosphere, 1 (100 mg,
0.35 mmol) was dissolved in anhydrous pyridine (10 mL), and the
mixture was cooled to −10 °C. Chlorosulfonic acid (233 μL, 3.5 mmol)
was added dropwise (warning: violent reaction!). The mixture was
stirred at room temperature overnight. The solvent was then
evaporated under reduced pressure, and the residue was dissolved in
water and acidified to pH 2 by addition of 1 N HCl aqueous solution.
The mixture was extracted three times with CH2Cl2. The combined
organic layers were concentrated under reduced pressure. The residue
was dissolved in EtOH (1 mL) and alkalinized with 50% NaOH
aqueous solution (1 equiv). The solvent was evaporated under
reduced pressure at room temperature, and the crude oily residue was
purified by flash chromatography on Reverse-Phase 18 column (eluent
water-acetonitrile). Compound 5 was recovered as a yellow solid (46 mg,
34% yield).

After mice were exposed for 15 min to intranasally administered
compounds 2, 4, and 5, they were killed, and their lungs were col-
lected, homogenized, and solid−liquid extracted with acetonitrile.
After 3000g centrifugation, the supernatant was collected, evaporated,
and resuspended in 50% water−50% acetonitrile, 0.1% TFA before
injection. Analyses were conducted with RP-HPLC, as shown in
Figure 1, or LC-MS.

The activity of each compound was assessed in vivo in an 8 day
model of hypereosinophilia. Briefly, 9 weeks old male Balb/c mice
were sensitized by intraperitoneal injection of 50 μg of OVA (grade V,
Sigma-Aldrich) adsorbed on 2 mg of aluminum hydroxide (Sigma-
Aldrich) in 0.1 mL of saline on days 0, 1, and 2. Mice were challenged
intranasally [10 μg of OVA in 25 μL of saline (12.5 μL/nostril)] on
days 5, 6, and 7. Control mice received intraperitoneal and intranasal
administrations of saline alone. Intranasal administrations were
performed under anesthesia with intraperitoneal 50 mg/kg ketamine
and xylazine at 3.33 mg/kg. Food and water were supplied ad libitum.
Animal experimentation was conducted with the approval of the
government body that regulates animal research in France. Two hours
before each OVA or saline challenge, compound 1 or 2, 4, or 5 in PBS
(25 μL) was administered intranasally.

Bronchoalveolar lavage (BAL) was performed 24 h after the last
OVA challenge. Mice were deeply anesthetized by intraperitoneal
injection of 150 mg/kg ketamine and 10 mg/kg xylazine. A plastic
canula was inserted into the trachea, and airways were lavaged by 10
instillations of 0.5 mL of ice-cold saline supplemented with 2.6 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (saline-EDTA). BAL fluids
were centrifuged (300g, 5 min, 4 °C) to pellet cells, and erythrocytes
were lysed by hypotonic shock. Cells were resuspended in 500 μL of
ice-cold saline-EDTA, and total cell counts were determined with a
hemocytometer (Neubauer's chamber). Differential cell counts were
assessed on cytologic preparations (Cytospin, Shandon Ltd.) (250 000
cells/mL in ice-cold saline-EDTA) stained with Hemacolor (Merck)
on counts of at least 400 cells and expressed as absolute numbers or
percentage of total cell number.

Figure 4. Intranasal administration of compounds 2, 4, and 5
(30 nmol/kg) 2 h before each challenge in a hypereosinophilic mouse
model. Absolute numbers of cells in BAL are shown. Means (blocks)
and SEM (bars) of n = 6 mice/group. *p ≤ 0.05 as compared to OVA.
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La chimiokine CXCL12 et ses récepteurs CXCR4 et CXCR7 sont impliqués dans la croissance cellulaire 

tumorale, la survie et le recrutement de cellules immunitaires et inflammatoires ainsi que dans 

l'asthme, mais sont aussi indispensables à l'organogenèse au cours du développement, et ont des rôles 

importants dans l'homéostasie chez l'adulte. Le traitement de l'asthme à l'aide d'un composé 

neutralisant le couple CXCR4/CXCL12 doit donc être délivré aussi sélectivement que possible dans les 

voies aériennes dans le but de reduire les effets indésirables. Afin de promouvoir l'activité locale du 

neutraligand de CXCL12, et limiter les effets systémiques, nous avons généré un neutraligand de 

courte durée de vie, dérivé de la chalcone 4 (chalc4), la carbonitrile-chalcone 4 (CN-chalc4).  

Nous montrons que la CN-Chalc4 est un neutraligand de CXCL12, par la mesure in vitro de l'inhibition 

du signal FRET entre CXCL12-TR et CXCR4-eGFP, et que la CN-chalc4 est rapidement dégradé dans un 

homogénat de poumon (T½ = 35min vs. T ½ > 16h) en deux produits inactifs: le para-

chlorobenzoylacetonitrile (pBCA) et la vanilline protégée (VanP).  

In vivo, nous montrons que le composé CN-chalc4 inhibe, de manière dose-dépendante, le 

recrutement des éosinophiles dans les voies aériennes, dans notre modèle rapide d'asthme chez la 

souris, lorsqu'il est administré par voie locale (intranasale). Son activité est maximale à une dose de 

300nmol/kg (48% d'inhibition) et similaire à la chalc4. Dans les mêmes conditions, les composés pBCA 

et VanP restent inactifs  

Administrées par voie systémique (intrapéritonéale), le composé chalc4 inhibe le recrutement des 

éosinophiles (45%), alors que le composé CN-chalc4 est inactif. 

L'absence d'effet par voie systémique est due à la dégradation rapide du neutraligand CN-chalc4 en 

deux fragments inactifs, et peut défini comme une ante-drogue: un principe actif localement et 

dégradé en produits inactifs avant leur distribution dans l'organisme. Cette approche permet une 

activité locale du neutraligand de CXCL12, dans les maladies des voies respiratoires, sans perturber les 

autres rôles de la protéine cible dans l'organisme. 
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Background: The chemokine CXCL12 and its receptor CXCR4 are widely distributed and contribute to the physiopathol-
ogy of inflammation.
Results: Recruitment of eosinophils in the inflamed airway is selectively attenuated by short lived antagonists that block
CXCL12-mediated activation of CXCR4.
Conclusion: CXCL12/CXCR4 signaling regulates local leukocyte-mediated inflammation.
Significance: Antedrugs of neutraligands allow dissecting the physiological role of chemokines, especially when expression
occurs in multiple tissues.

The chemokine receptor CXCR4 and its chemokine CXCL12
are involved in normal tissue patterning but also in tumor cell
growth and survival as well as in the recruitment of immune and
inflammatory cells, as successfully demonstrated using agents
that block either CXCL12 or CXCR4. In order to achieve selec-
tivity in drug action on the CXCR4/CXCL12 pair, in particular
in the airways, drugs should be delivered as selectively as possi-
ble in the treated tissue and should not diffuse in the systemic
circulation, where it may reach undesired organs. To this end,
we used a previously unexploited Knoevenagel reaction to cre-
ate a short lived drug, or soft drug, based on the CXCL12-neu-
tralizing small molecule, chalcone 4, which blocks binding of
CXCL12 to CXCR4.We show that the compound, carbonitrile-
chalcone 4, blocks the recruitment of eosinophils to the airways
in ovalbumin-sensitized and challenged mice in vivo when
administered directly to the airways by the intranasal route, but
not when administered systemically by the intraperitoneal
route. We show that the lack of effect at a distant site is due to
the rapid degradation of the molecule to inactive fragments.
This approach allows selective action of the CXCL12 neutrali-
gands although the target protein is widely distributed in the
organism.

Chemokines are small proteins that play critical roles in the
development and function of various tissues in vertebrates. In
the adult, they regulate the directional migration of leukocytes
under normal and pathological conditions. As a rather general
rule, chemokines and theirG protein-coupled receptors display
redundancy and binding promiscuity (i.e. several chemokines
may bind to the same receptor set) (1), whereas a few chemo-
kines play a pivotal and non-redundant homeostatic role. A
singular case is that of the CXCL12/SDF1 chemokine and its
receptor CXCR4, which are both conserved during evolution
from jawless fish to humans and appear essential during normal
embryogenesis and organogenesis (2–4). CXCL12 is constitu-
tively expressed by stromal, epithelial, and endothelial cells in
primary lymphoid organs (including bonemarrow and thymus)
and secondary lymphoid organs, such as spleen and ganglia (5).
Disruption of either the CXCL12 (5) or the CXCR4 (4) gene is
lethal during mouse embryogenesis, illustrating the prominent
role of CXCL12 and CXCR4 in the patterning of embryonic
tissue formation through progenitor cell migrations. Suppression
of CXCL12/X4 interaction upon treatment with granulocyte-
(-macrophage) colony-stimulating factor (GM-CSF or G-CSF)
(6, 7) or with the selective CXCR4 antagonist AMD 3100 pro-
motes neutrophilia (8). In the adult, CXCR4 and CXCL12
maintain stem cell niches in the bonemarrow and contribute to
the proliferation of hematopoietic progenitors (9, 10).
CXCL12 and CXCR4 are also important players in patho-

physiological situations (11–14), including AIDS (15–17), the
unusual form of neutropenia reported as WHIM syndrome
(18–20), or carcinogenesis (11, 14, 21). In addition, CXCR4 and
CXCL12 are also implicated in inflammation. They contribute
to promoting transendothelial migration of lymphocytes (22)
and invasion of inflamed tissues, as illustrated in the airways of
animal models of asthma (23–27), in the pulmonary vascula-
ture in pulmonary arterial hypertension (28), and in fibropro-
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liferative tissue in a murine model of obliterative bronchiolitis
after heterotopic tracheal transplantation (29).
CXCL12 and CXCR4 were long thought to be the exclusive

interactors of each other until the recent discovery that the
orphan G protein-coupled receptor, CXCR7, also binds
CXCL12 as well as CXCL11 (30, 31). CXCR7 is expressed by
endothelial cells and cardiomyocytes and is essential in heart
development (32, 33). CXCR7 does not elicit clear responses to
CXCL12but clearly associateswith theCXCR4protein tomod-
ulate its sensitivity for CXCL12 (33, 34).
The physiological and pathophysiological importance of

CXCL12, CXCR4, and CXCR7 has prompted the launching of
drug discovery programs aiming at blocking HIV entry, inhib-
iting cancer cell proliferation, or reducing inflammatory
responses. Themost advanced compound is the CXCR4 antag-
onist AMD 3100, which has been approved for treatment of
lymphoproliferative disorders (Plerixafor�). It displays efficacy
in humans in mobilizing CXCR4� progenitor cells (10, 35–38)
upon acute administration. Use of AMD3100 is currently being
evaluated for other therapeutic indications, such as glioblas-
toma and the WHIM syndrome (39, 40). It is, however,
endowed with side effects, mainly cardiotoxicity (41), which is
an expected problem if one considers the multiplicity of tissues
expressing CXCR4 as well as the variety of diseases in which
CXCR4 is implicated. According to a recent report (42), AMD
3100 is presumed to act as an agonist of the CXCR7 receptor, a
property that might account for potential secondary effects of
AMD 3100.
An alternative strategy consists in preventing the agonist-

receptor interaction by neutralizing the endogenous ligands. In
this context, we have identified a compound that belongs to this
category of pharmacological agents (i.e. a small neutralizing
compound binding to CXCL12), chalcone 4 (Scheme 1), which
prevents CXCL12 binding either to CXCR4 or CXCR7 (21, 23,
24, 26, 43, 44). Chalcone 4 blocks responses of CXCR4 to
CXCL12 in vitrowithout affecting the basal level receptor activ-
ity and displays anti-inflammatory effects in a murine model of
asthma in vivo.
In order to favor desired local anti-inflammatory action of

the neutraligand at the expense of undesired distant effects, we
explored the possibility of generating a short lived neutraligand
prone to efficient biodegradation before it distributes in the
body and reaches unwanted tissues. To this end, we describe
here the synthesis of a molecule using previously unexploited
Knoevenagel/retro-Knoevenagel reactions to generate so called

soft drugs or antedrugs (45). Characterization of the functional
properties of the new short lived carbonitrile-chalcone, in vitro
and in vivo, shows that it is active when administered locally
and inactive after systemic administration.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chemistry—Reagents were obtained from commercial
sources and used without any further purification. Thin-layer
chromatography was performed on silica gel 60F254 plates.
Flash chromatography was performed on silica gel (puriFlash�
30 �m, Interchim) or C18 (puriFlash� 30 �m, Interchim) pre-
packed columns on a SpotII Ultima fromArmen. NMR spectra
were recorded on a Bruker AV400 spectrometer. Chemical
shifts (�) are reported in ppm, and coupling constants (J) are
expressed in Hz. Analytical HPLC analyses were performed on
an Eclipse XBD-C18 column (5 �m, 46 � 150 mm; Agilent)
using the following conditions: flow rate, 1 ml/min; Solvent A,
0.1% aqueous TFA; Solvent B, 0.1% TFA in CH3CN; gradient,
5–100%Bdeveloped over 15min; detection at 220/254/365nm.
Retention times (tR) from analytical reverse phase HPLC are
reported in min. LC/MS spectra were obtained on an Agilent
HPLC single quadrupole spectrometer (1200RRLC/1956b-SL)
equipped with a THERMO Hypersyl column (1.9 �m, 1 � 30
mm) using an Agilent Multimode ion source. High resolution
mass spectrometry spectrawere obtained on anAccurate-Mass
Q-ToF spectrometer fromAgilent using electrospray ionization.
For (E)-2-(4-chlorobenzoyl)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-
acrylonitrile (CN-chalcone 4)6, p-chloro-benzoyl-acetonitrile
(1 g, 5.606mmol) and 3-methoxy-4-(methoxymethyloxy) benz-
aldehyde (1.1 g, 5.606 mmol) were dissolved in dry CH2Cl2 (15
ml). Dry NEt3 (78 �l, 0.56 mmol) and pulverized activated 4-Å
molecular sieves (1 g) were added. The mixture was stirred at
room temperature, monitoring the progress of the reaction by
TLC. After 20 h, the molecular sieve was filtered off, and the
organic layer was concentrated in vacuo to dryness. The resid-
ual crude orange solidwas recrystallized from aqueous EtOH to
afford (E)-2-(4-chlorobenzoyl)-3-(3-methoxy-4-(methoxyme-
thoxy)phenyl) acrylonitrile as a yellow solid (1.01 g, 50% yield).
Rf � 0.38 (heptane-ethyl acetate: 7–3); mp � 140–1 °C; 1H
NMR (CDCl3): d 3.51 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 5.32 (s, 2H), 7.23 (d,

6 The abbreviations used are: CN-chalcone 4, carbonitrile-chalcone 4; BALF,
bronchoalveolar lavage fluid; BRET, bioluminescence resonance energy
transfer; HP-�CD, hydroxypropyl-�-cyclodextrin; OVA, ovalbumin; TR,
Texas Red; pCBA, para-chlorobenzoylacetonitrile.

SCHEME 1. A, synthesis of CN-chalcone 4 (CN-Chalc4) following a Knoevenagel condensation of pCBA with 3-methoxy-4-(methoxymethyloxy)benzaldehyde
(VanP). B, structure of reference compounds chalcone 4 (Chalc 4) and unsubstituted chalcone (Chalc 1).
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J� 8.6Hz, 1H,), 7.43 (dd, J� 8.6, 2.1Hz, 1H), 7.48 (d, J� 8.5Hz,
2H), 7.83 (d, J � 8.5 Hz, 2H), 7.88 (d, J � 2.1 Hz, 1H), 8.00 (s,
1H); 13C NMR (CDCl3): d 55.9, 56.3, 95.2, 106.5, 112.8, 116.2,
117.9, 125.7, 128.3, 129.1, 130.8, 134.8, 139.8, 150.3, 151.8,
156.1, 188.1.
(E)-2-(4-Chlorobenzoyl)-3-(3-methoxy-4-(methoxymeth-

oxy)phenyl)acrylonitrile was dissolved in THF (10 ml) in the
presence of a 1 NHCl aqueous solution (5 eq, 14ml). The result-
ing mixture was stirred at room temperature, monitoring the
progress of the conversion byHPLC. After 12 h, the solvent was
removed under reduced pressure, and the residuewas dissolved
in CH2Cl2 and washed with water until neutralization. The sol-
vent was removed, and deprotected CN-chalcone 4 was recov-
ered as a yellow solid in quantitative yield (886 mg). Rf � 0.27
(heptane-ethyl acetate: 8–2); mp � 162–3 °C (recrystallized
from aqueous EtOH); 1H NMR (CDCl3): � 3.98 (s, 3H), 6.26 (br
s, 1H), 7.01 (d, J � 8.3 Hz, 1H,), 7.41 (dd, J � 8.3, 2.1 Hz, 1H),
7.48 (d, J � 8.6 Hz, 2H), 7.82 (d, J � 8.6 Hz, 2H), 7.91 (d, J � 2.1
Hz, 1H), 8.00 (s, 1H); 13C NMR (CDCl3): d 56.4, 105.9, 111.5,
115.3, 118.1, 124.7, 129.1, 129.5, 130.7, 134.6, 139.6, 147.0,
151.4, 156.0, 188.0. reverse phase HPLC purity �97%; high res-
olution mass spectrometry calcd. for C17H13ClNO3 314.0506;
found: 314.0518 (M� H)�. Chalcone 1 and chalcone 4 were
provided by the French national chemical library.
In Vitro and in Vivo Experiments—Chalcone stock solutions

were prepared in sterile DMSO and then stored at�20 °C until
use. The human chemokines CXCL12 and CXCL12-TR were
purchased from Alamc. The cAMP biosensor CAMYEL was
kindly provided by Dr. Lily Jiang (Dallas, TX).
Determination of Solubility and Stability—Solubility and sta-

bility studies were performed on a Gilson HPLC system with a
photodiode array detector, an autosampler, and a Valco injec-
tor. Data acquisition and processing were performed with Tri-
lution LC version 2.0 software. Measurements were carried out
at 21� 1 °C. A 2.6-�mKinetex column (50� 4.6mm)was used
for stability studies in biological media, and a 5-�m Luna
C18(2) column (50 � 4.6 mm) was used for solubility and
chemical stability analysis. Both columns were purchased from
Phenomenex. The injection volumewas 20�l, themobile phase
flow rate was 2 ml/min, and the following program was applied
for the elution: 0–0.2 min, 0% B; 0.2–2.7 min, 0–100% B; 2.7–
3.2 min, 100% B; 3.2–3.4 min, 100–0% B; 3.4–6.1 min, 0% B.
Solvent B was HPLC grade acetonitrile (Sigma-Aldrich
CHROMASOLV). The aqueous solvent contained 0.1% trifluo-
roacetic acid, and the detection wavelength was 365 nm.
Solubility—Thermodynamic solubility was measured by dis-

solving the compounds up to saturation in a pH 7.4 phosphate-
buffered saline (PBS)with the following composition: 137.5mM

NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4, and 1.4 mM KH2PO4
supplemented or not with 10% hydroxypropyl-�-cyclodextrin
(HP-�CD). Samples were shaken for 24 h at 21 � 1 °C. Satura-
tion was confirmed by the presence of undissolved powder.
After ultracentrifugation, the concentration in the supernatant
was measured by an HPLC procedure using a calibration curve
established for each compound by diluting a 10 mM DMSO
stock solution to adapted concentrations. Due to rapid degra-
dation of CN-chalcone 4, solubility was determined after 2 h of

shaking. The indicated value given for CN-chalcone 4 is thus an
estimate of the solubility.
Chemical Stability—Stability of compounds was assessed in

PBS, pH 7.4, with or without 10% HP-�CD at 20 °C up to 24 h.
For each compound, the 10 mM DMSO stock solution was
diluted to a final incubation concentration of 10 �M with 0.1%
DMSO. 20 �l of sample were removed at t0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, and
24 h and directly injected onto the HPLC. The percentage of
remaining test compound relative to t0 was measured by mon-
itoring the peak area on the chromatogram.
Stability in Mouse Serum—Stability of chalcones was deter-

mined in mouse serum with or without 10% HP-�CD at 37 °C
up to 16 h. For each compound, the 10 mM DMSO stock solu-
tion was diluted in serum to a final concentration of 20�Mwith
1% DMSO. For the measurements with HP-�-cyclodextrin, a
solution of PBS (pH 7.4) containing 10% (v/w) HP-�CD was
saturated with compound powder. The saturated solution was
then diluted in murine serum to a final compound concentra-
tion of 20 �M. The mixture was divided into five aliquots. The
incubation of each aliquot was stopped at t0 and 30 min, 1, 2,
and 16 h for chalcone 4 and at t0 and 15, 30, 45, and 60 min for
CN-chalcone 4 by adding one volume of ice cold acetonitrile.
Samples were stirred for 3 min, sonicated for 3 min, and then
centrifuged at 4 °C before HPLC injection. The percentage of
remaining test compound relative to t0 was measured by mon-
itoring the peak area on the chromatogram.
Stability in Lung Homogenate—Stability of chalcones was

determined in mouse lung homogenate with or without
HP-�CD 10% at 37 °C. Lung homogenate was prepared sepa-
rately with a Fastprep� (Q-BIOgene, Illkirch, France) in PBS
(one lung homogenized in 1 ml of buffer). For each compound,
the incubation solutions, the sampling, and the extraction con-
ditions were prepared as described under “Stability in Mouse
Serum.”
Cell Culture—Human embryonic kidney 293 cells expressing

the fusion receptor EGFP-hCXCR4 (stable cell lines (26)) were
cultured to �80% confluence in 75-cm2 flasks in minimum
Eagle’s medium with Earle’s salt supplemented with 10% fetal
calf serum, 2 mM glutamine, and 1% antibiotics (penicillin/
streptomycin) and replated twice a week. HepG2 cells were
grown to �80% confluence in 75-cm2 flasks in MEMwith Ear-
le’s salt supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM gluta-
mine, 1% antibiotics (penicillin/streptomycin), 1 mM sodium
pyruvate (Invitrogen), 0.1mM non-essential amino acids (Invit-
rogen) and replated twice a week.
Binding Experiments—FRET-based binding experiments

were carried out as described (26, 46). Human embryonic kid-
ney 293 cells expressing the fusion receptor EGFP-hCXCR4
were harvested in PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM

Na2PO4�7H2O, 1.4 mM KH2PO4, pH 7.4) supplemented with 5
mM EDTA, pH 7.4, centrifuged, and resuspended in HEPES-
bovine serum albumin (BSA) buffer (10 mM HEPES, 137.5 mM

NaCl, 1.25 mM MgCl2, 1.25 mM CaCl2, 6 mM KCl, 10 mM glu-
cose, 0.4 mM NaH2PO4, 0.1% bovine serum albumin (w/v), pH
7.4). Cells were used at a concentration of 106 cells/ml. Appar-
ent affinities of the different ligands were determined by real-
time fluorescence monitoring ligand-receptor interactions.
Time-based recording of binding was initiated by adding 100
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nMCXCL12-TR (Texas Red-labeledCXCL12) to the 0.5-ml cell
suspension. Fluorescence emitted at 510 nm (excitation at 470
nm) was recorded at 21 °C using a Fluorolog 2 spectrofluorim-
eter (SPEX) and sampled every 0.3 s. Binding of CXCL12-TR to
EGFP-labeled CXCR4 was detected as a reversible decline of
emission at 510 nm, due to energy transfer from excited EGFP
to TR. For competition experiments, the fluorescent chemo-
kine was preincubated for 1 h at room temperature with or
without various concentrations of each chalcone. Then the pre-
mix was added, and fluorescence was recorded until equilib-
rium was reached (300 s). Data were analyzed using Kaleida-
graph 3.08 software (Synergy Software, Reading, PA).
cAMP Determination—CXCR4 receptor coupling to adeny-

lyl cyclase was assessed by measuring the dose-dependent
inhibitory effects of chemokine with or without chalcone on
forskolin-stimulated cAMP accumulation. To facilitate studies
of cAMP regulation, we used a developed bioluminescence res-
onance energy transfer (BRET) sensor for cAMP, CAMYEL
(cAMP sensor using YFP-Epac-RLuc), which can quantitatively
and rapidly monitor intracellular concentrations of cAMP in
cells (47). HEK EGFP-hCXCR4 cells were cultured to �80%
confluence in 75-cm2 flasks in MEM with Earle’s salt supple-
mented with 10% fetal calf serum, 2 mM glutamine, and 1%
antibiotics (penicillin/streptomycin). Cells were plated on
10-cm plates and transfected with 10 �g of CAMYEL plasmid
using the calcium phosphate precipitation method. Two days
later, cells were plated in 96-well solid white tissue culture
plates (Greiner) at a density of 60,000 cells/well the day before
cAMP assay. Cells were serum-starved in Hanks’ balanced salt
solution, pH 7.4 (Sigma-Aldrich) for 30 min at 37 °C before
treatments (80 �l/well). The BRET assay was carried out with a
Victor Light plate reader (PerkinElmer Life Sciences). Emission
signals from Renilla luciferase and YFPweremeasured sequen-
tially using a BRET1 filter set (475-30/535-30). Stimulations
were initiated by injection of 20 �l of 5� concentrated ligands
prepared in Hanks’ balanced salt solution supplemented with
500 mM isobutylmethylxanthine. After 5 min, 10 �l of a Hanks’
balanced salt solution of coelenterazine-H (2 �M) were added,
and plates were incubated for 10 min at 37 °C before reading.
Cytotoxicity—The capacity of the cells to carry out reduction

reactions after drug treatment was estimated with the fluores-
cent Alamar Blue reagent (AbD Serotec, Oxford, UK). Prolifer-
ating cells cause the change from the oxidized blue and non-
fluorescent Alamar Blue form (resazurin) to a reduced, pink,
highly fluorescent form (resorufin) that can be detected using
fluorescencemonitoring (excitation 560 nm; emission 590 nm).
HepG2 or HEK 293 cells were seeded at a density of 30,000
cells/well on a 96-well plate and allowed to settle overnight
before treatment. The dye was added to the cells together with
the test substances (5-fold concentrated stock solution pre-
pared in culturemedium or in PBSwith 10%HP-�CD), and the
fluorescence was measured after 24-h incubation, using a Flex
Station (Molecular Devices).
Murine Model of Hypereosinophilia—The in vivo activity of

the compounds was assessed in an 8-day model of hypereosi-
nophilia created by immunization and challenge to ovalbumin
in mice. Briefly, 9-week-old male BALB/c mice were sensitized
by intraperitoneal injection of a mixture of 50 �g of ovalbumin

(OVA, grade V; Sigma-Aldrich) adsorbed on aluminum
hydroxide (2mg; Sigma-Aldrich) in 0.1ml of saline on days 0, 1,
and 2. Mice were challenged intranasally with 10 �g of OVA in
25�l of saline (12.5�l/nostril) on days 5, 6, and 7. Control mice
received intraperitoneal and intranasal administrations of
saline alone. Intranasal administrations were performed under
anesthesia with 50 mg/kg ketamine and 3.33 mg/kg xylazine
given intraperitoneally. Food and water were supplied ad libi-
tum. Animal experimentationwas conductedwith the approval
of the government body that regulates animal research in
France. The chalcone compounds were administered either by
the intraperitoneal or intranasal routes. In a first set of experi-
ments, mice received either chalcone 4 or carbonitrile-chal-
cone 4 solubilized in PBS with 10%HP-�CD (C0926, Sigma) by
intranasal injection 2 h before each nasal OVA or saline chal-
lenge. In a second set of experiments, mice received CN-chal-
cone 4, vanillin, or parachlorobenzoylacetonitrile intranasally,
in PBS with HP-�CD 10%, 2 h before each OVA or saline chal-
lenge. In the last set of experiments,mice received chalcone 4 or
CN-chalcone 4 in suspension in carboxymethylcellulose 1% or
solubilized in PBS with HP-�CD 10% and administered by
intraperitoneal injection 2 h before each OVA or saline chal-
lenge. Collection of bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was
performed 24 h after the last OVA challenge. Mice were deeply
anesthetized by intraperitoneal injection of 150 mg/kg ket-
amine and 10mg/kg xylazine. A plastic canula was inserted into
the trachea, and airways were lavaged by 10 instillations of 0.5
ml of ice-cold saline supplemented with 2.6 mM EDTA (saline-
EDTA). Total and differential cell counts in the BALF were
performed after centrifugation (300 � g for 5 min at 4 °C) to
pellet cells. Erythrocytes were lysed by hypotonic shock by the
addition of 1.5 ml of distilled H2O, followed by the addition of
0.5 ml of 0.6 M KCl. Cells were centrifuged and resuspended in
500 �l of ice-cold saline-EDTA, and total cell counts were
determined using a hemocytometer (Neubauer’s chamber).
Differential cell counts were assessed on cytologic preparation
obtained by cytocentrifugation (Cytospin 3, Shandon Ltd.) of
200 �l of diluted BALF (250,000 cells/ml in ice-cold saline-
EDTA). Slides were stained with Hemacolor (Merck), and
counts were performed on at least 400 cells for each prepara-
tion. Differential counts were expressed as absolute numbers or
as a percentage of the total number of cells.
Cytochrome c Oxidase Activity—Lung and heart were

homogenized separately with an UltraTurax� (IMLAB, Lille,
France) in PBS, pH 7.4 (one organ in 1 ml of buffer). Lung
homogenate was diluted at 1:2 and heart homogenate at 1:5 in
PBS. 100�l of each diluted homogenatewere placed in amicro-
plate, and 100 �l of assay reagent (10 mM tetramethyl-p-phe-
nylenediamine, 2 mM sodium ascorbate, 20 mM KH2PO4) were
added. The microplate was placed immediately in a microplate
spectrophotometer reader, and optical density kinetic (� � 610
nm) was measured every 20 s for 30 min. Results are expressed
as Vmax/100 �g of protein (OD/min/100 �g of protein).

RESULTS

Carbonitrile-chalcone 4 Neutralizes CXCL12 in Vitro and in
Vivo—CN-chalcone 4 was prepared by condensing para-chlo-
robenzoyl-acetonitrile (pCBA) with protected vanillin (VanP)
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as described in Scheme 1. CN-chalcone 4 is the homolog of
chalcone 4, formerly described as a ligand of CXCL12, that
inhibits chemokine binding to both CXCR4 and CXCR7 recep-
tors (21, 23, 26). CN-chalcone 4 prevents binding of Texas Red-
labeled CXCL12 (CXCL12-TR, 100 nM) to EGFP-tagged
CXCR4, determined by fluorescence resonance energy transfer
(26) (Fig. 1A) with similar affinity as chalcone 4 (Ki � 45 � 57
nM for chalcone 4 versus Ki � 53 � 31 nM for CN-chalcone 4).
This inhibition of CXCL12 binding to CXCR4 consequently
blocks CXCL12-evokedCXCR4 cellular signaling (inhibition of
cAMP production, shown in Fig. 4B) and trafficking (data not
shown).
The in vivo activity of CN-chalcone 4 was assayed in a

recently developed 8-day mouse model of airway hypereosino-
philia (24). In this model, mice are sensitized by intraperitoneal
injection of OVA (50 �g) adsorbed on 2 mg of aluminum
hydroxide in 0.1 ml of saline on days 0, 1, and 2. Mice are then
challenged intranasally with 10 �g of OVA in 25 �l of saline
(12.5 �l/nostril) on days 5, 6, and 7. Drugs to be tested can be

administered either systemically by the intraperitoneal route or
locally by the intranasal route. The intranasal route mimics the
inhalation exposure used in humans, which is the preferred and
well accepted administration for inflamed airway treatment, in
particular asthma. Thus, unless otherwise stated, drugs were
administered intranasally in this study. Due to limited solubility
of chalcone 4 (9 � 1 �M) and CN-chalcone 4 (16 � 2 �M) in
saline buffer, drugs were dissolved in physiological solutions
complemented with HP-�CD (10%, w/w). Under such condi-
tions, chalcone 4 andCN-chalcone 4 could be dissolved atmax-
imal concentrations reaching 690 � 44 and 493 � 36 �M,
respectively.
Administering these solutions at 25 �l/mouse intranasally

allows a maximal dose approximating 300–500 nmol/kg.
Eosinophil counts in BALF are dose-dependently inhibited by
both chalcone 4 and CN-chalcone 4 up to 50% at doses of 300–
500 nmol/kg, which can be reached as limits of drug solubility
(Fig. 1B).

FIGURE 1. Carbonitrile-chalcone reduces inflammation in a mouse model of allergic eosinophilic airway inflammation. A, in vitro inhibition of CXCL12
binding to CXCR4 receptor by chalcone 4 (Chalc 4) and CN-chalcone 4 (CN-Chalc 4). Inhibition of CXCL12 binding to CXCR4 as a function of increasing
concentration of chalcone 4 (gray squares) and CN-chalcone 4 (black circles) is monitored using FRET intensity variation. The fluorescence of cells expressing
EGFP-labeled CXCR4 is followed at 510 nm as a function of time. Upon the addition of Texas Red-labeled CXCL12 (CXCL12-TR, 100 nM), fluorescence intensity
at 510 nm declines as a result of interaction between CXCL12-TR and EGFP-CXCR4, which causes FRET. The ordinate axis reports the intensity of FRET as a
percentage of the control value (100 nM CXCL12-TR alone). Ki values were derived from the IC50 values determined from competition curves using the Cheng
and Prusoff relationship (65). Ki values are 53 � 31 nM (chalcone 4) and 45 � 57 nM (CN-chalcone 4). Each data point represents the mean � S.D. (error bars) of
three experiments. B, in vivo dose-response effect of a topical treatment with chalcone 4 and CN-chalcone 4 in an 8-day mouse model of hypereosinophilia.
BALB/c mice were sensitized and challenged with OVA or saline. Chalcone 4 (gray line) or CN-chalcone 4 (black line) solubilized in 10% HP-�CD were admin-
istered intranasally 2 h before each challenge. The percentage of inhibition of eosinophil is shown. Data points (squares) are means of n � 6 determinations. C
and D, effect of topical (intranasal; i.n.) treatment with chalcone 4, CN-chalcone 4 (C), and chalcone 1 (Chalc 1) (D) in the 8-day mouse model of hypereosino-
philia. BALB/c mice were sensitized and challenged with OVA or saline. Drugs (300 nmol/kg) were administered intranasally 2 h before each challenge in
HP-�CD 10% (vehicle). Absolute numbers of macrophages, eosinophils, neutrophils, and lymphocytes in BALF are shown. Bars represent means, and error bars
show S.E. values (n � 6/group). *, p � 0.05 in comparison with the saline-treated OVA group.
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BALF infiltrate with macrophages, eosinophils, neutrophils,
and lymphocytes was determined under treatment with intra-
nasal chalcone 4 and CN-chalcone 4 at 300 nmol/kg. Fig. 1C
shows that neither vehicle (10% HP-�CD) nor any of the chal-
cones by themselves elicit any cell recruitment in the airways.
After ovalbumin challenge, a significant increase in the number
of eosinophils andmacrophages occurs (Fig. 1C, top). Polymor-
phonuclear neutrophils and lymphocytes were also signifi-
cantly present in BALFs after OVA challenge, albeit at �10–
20-fold lower levels than eosinophils (Fig. 1C, bottom).
Significant reduction of eosinophil recruitment is noted with
chalcone 4 administered intranasally (300 nmol/kg). In addi-
tion, we note that the newmolecule CN-chalcone 4 is as potent
as chalcone 4.
In order to further document the specificity of chalcone 4

and CN-chalcone 4 action, we tested the activity of the unsub-
stituted chalcone backbone (chalc 1 in Scheme 1) already
reported as inactive upon CXCL12 binding to CXCR4 (26). Fig.
1D shows that chalcone 1 does not promote any inflammatory
response per se; nor does it significantly attenuate eosinophil or
any other inflammatory cell recruitment in the airways.

These results therefore indicate that the inactive chalcone
chemotype can be substituted by functional groups to inhibit
CXCL12 binding to CXCR4 to become active as an attenuator
of allergen-induced inflammatory responses. CN-chalcone 4 is
as active as chalcone 4 to neutralize CXCL12 in vitro and to
inhibit eosinophilic airway inflammation in vivo. This shows
that the introduction of the carbonitrile group in chalcone 4
does not affect the activity and potency of the compound.
CN-chalcone 4 Is Active Locally but Not Systemically—We

then compared the in vivo activity of CN-chalcone 4 adminis-
tered systemically by the intraperitoneal routewith that of chal-
cone 4 (Fig. 2). Chalcone 4 and CN-chalcone 4 were solubilized
in HP-�CD (10%), or in carboxymethylcellulose, allowing
administrations either of 2 � 20 �mol/kg (Fig. 2A) or of a 350
�mol/kg (Fig. 2B) dose of compound, respectively. Chalcone 4
and CN-chalcone 4 could thus be administered intraperitone-
ally at doses 40- or 700-fold higher than those used for intrana-
sal administration. These doses correspond to the maximal
possible dose because the solubility of chalcones is limited by
the concentration of vehicle (carboxymethylcellulose or
HP-�CD) and because higher doses of vehicle lead to toxic

FIGURE 2. CN-chalcone 4 is an antedrug. Systemic effect of chalcone 4 and CN-chalcone 4 in two vehicles. Systemic (intraperitoneal (i.p.)) treatment with
chalcone 4 (Chalc 4) and CN-chalcone 4 (CN-Chalc 4) in the 8-day mouse model of hypereosinophilia is shown. BALB/c mice were sensitized and challenged with
OVA or saline. Drugs (two administrations of 20 �mol/kg/day for 3 days in 10% HP-�CD (vehicle) (A) or 350 �mol/kg once a day for 3 days in 1% carboxym-
ethylcellulose (CMC) as a vehicle (B)) were administered intraperitoneally 2 h before each OVA challenge. Absolute numbers of macrophages, eosinophils (top),
neutrophils, and lymphocytes (middle) in BALF are shown. Bars show means, and error bars show S.E. values (n � 6/group). *, p � 0.05 in comparison with the
saline-treated OVA group. Dose intensity relationship of eosinophil recruitment in the intraperitoneal route is shown for chalcone 4 and CN-chalcone 4 up to
the maximal dose (bottom).
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effects on animals. Fig. 2 displays results of inflammatory cell
recruitment in BALF of OVA-sensitized mice receiving the
compounds or vehicles.
Fig. 2A shows the effect of twice daily treatment with 20

�mol/kg chalcone 4 or CN-chalcone 4 in 10%HP-�CD admin-
istered intraperitoneally. Neither HP-�CD alone nor any of the
two drugs had any effect on inflammatory cell recruitment
(macrophages, eosinophils, neutrophils, or lymphocytes) in the
naive airways. When administered 1 h before the challenging
doses of OVA, chalcone 4 shows anti-inflammatory properties
by significantly reducing eosinophils, neutrophils, and T cell
counts in BALF (Fig. 2A). By contrast, CN-chalcone 4 did not
affect any inflammatory cell counts. Repeating the experiment
with carboxymethylcellulose as the excipient allowed adminis-
tration at doses as high as 350 �mol/kg (Fig. 2B). Again, only
chalcone 4 exhibits dose-dependent anti-inflammatory activity
in the airways with significant inhibition of macrophage
recruitment in addition to inhibition of eosinophil, neutrophil,
and lymphocyte influx. These experiments reveal that, in con-
trast to chalcone 4, CN-chalcone 4 is inactive at inhibiting air-
way inflammation in vivowhen administered at a distance from
the airways. Therefore, introducing a carbonitrile group in
chalcone 4 affects its distribution or metabolism.
CN-chalcone 4 Is Rapidly Degraded in Biological Media—

One major effect of the introduction of the carbonitrile group
on chalcone 4 is detected on the stability of CN-chalcone 4 in
biologicalmedia. Compound stability was assessed usingHPLC
detection (Fig. 3) after incubation in various media. In contrast
to chalcone 4, which is stable for hours in buffer and tissue
homogenates (Table 1), CN-chalcone 4 is rapidly degraded in
phosphate-buffered saline (t1⁄2 � 6 h) and even more rapidly in
murine serum (t1⁄2 � 20min) or lung homogenate (t1⁄2 � 25min).
10% HP-�CD not only solubilizes the molecule but also signif-
icantly improves its stability. CN-chalcone 4 half-life reaches 40
min in lung homogenate in the presence of HP-�CD.Whatever
the experimental condition, the half-life of CN-chalcone 4 is
significantly shorter than that of chalcone 4, possibly account-
ing for the lack of effect when using the intraperitoneal route
rather than the intranasal administration.
Because the carbonitrile group is an electron-attracting

group, its presence on CN-chalcone 4 facilitates nucleophilic
attack bywatermolecules, a reaction that ultimately leads to the
hydrolysis of themolecule and production of pCBAand vanillin
(Van) as shown in Scheme 2. This is indeed observed on
reverse-phase HPLC chromatograms (Fig. 3B), showing that
hydrolysis of CN-chalcone 4 is accompanied by the concomi-
tant appearance of its two constituents, which represent the
major degradation products in biological media (Fig. 3C).
Because CN-chalcone 4 degradation occurs rapidly, we

investigated the biological activity of its degradation products
with regard to CXCL12 neutralization, cell signaling, and in
vivo inhibition of eosinophil recruitment in the airways. Fig. 4A
shows thatCN-chalcone 4 dose-dependently preventsCXCL12
binding to CXCR4 with maximal inhibition beyond 1 �M. Nei-
ther vanillin nor pCBA exhibits any binding-neutralizing activ-
ity at concentrations up to 10 �M, indicating that binding inhi-
bition is indeed due to CN-chalcone 4 itself.

Inhibition of CXCL12 effect on cAMP formation in trans-
fected HEK293 cells overexpressing the human CXCR4 recep-
tor has also been characterized.As shown in Fig. 4B, forskolin (1
�M) evokes an increase in intracellular cAMP that is potently
blocked by CXCL12 (3 nM). This blocking effect of CXCL12 is
dose-dependently counteracted by either chalcone 4 or CN-
chalcone 4 (1–10 �M) but not by the CN-chalcone 4 degrada-
tion products vanillin (10 �M) and pCBA (10 �M). The derived
IC50 values are equal to 4.1� 0.3 and 6.9� 0.4 �M for chalcone
4 and CN-chalcone 4, respectively.
In vivo effects of the degradation products have also been

tested on OVA-sensitized and -challenged mice. Intranasal
administration of vanillin and pCBA at the same dose as CN-
chalcone 4 in Fig. 1 (300 nmol/kg) has no effect on eosinophil

FIGURE 3. CN-chalcone 4 is rapidly hydrolyzed in murine serum. Chro-
matograms were obtained with a Luna C18(2) 5-�m, 4.6 � 50-mm column.
Gradient elution was as follows: 0 – 0.2 min, 0% B; 0.2–2.7 min, 0 –100% B;
2.7–3.2 min, 100% B; 3.2–3.4 min, 100 – 0% B; 3.4 – 6.1 min, 0% B (A, water,
0.1% trifluoroacetic acid; B, acetonitrile). A, chromatogram (at � � 365 nm) of
20 �l of the reference compound CN-chalcone 4, dissolved at 10 �M in water/
acetonitrile (1:1, v/v) (tR � 3.31 min). B, chromatogram (at � � 280 nm) of 20 �l
of the reference compounds vanillin (Van) and pCBA, dissolved at 100 �M in
water/acetonitrile (1:1, v/v) (tR(Van) � 2.47 min and tR(pCBA) � 3.02 min). C,
chromatogram (at � � 280 nm and 365 nm) of 20 �l of CN-chalcone 4 dis-
solved at 20 �M and incubated for 1 h in murine serum. The solution was
diluted with one volume of acetonitrile before injection in the HPLC. Peaks
detected at tR � 2.47 min, tR � 3.02 min, and tR � 3.31 min correspond to
vanillin, pCBA, and CN-chalcone 4 (CN-Chalc4), respectively.
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recruitment in the airways (Fig. 4C), showing their lack of activ-
ity in vivo thatmatches their lack of in vitro activity onCXCL12.
Thus, CN-chalcone 4, which is as active as chalcone 4, is

subject to spontaneous hydrolysis in buffered aqueous solu-

tions and biological fluids. Its hydrolysis products, vanillin and
pCBA, show no binding activity toward CXCL12 or CXCR4
and no biological activity either on cells or in the inflamed air-
ways in ourmousemodel. All observed effects are therefore due
to CN-chalcone 4 itself before degradation occurs. The short
half-life of CN-chalcone 4 suggests that it may not diffuse over
a long distance in vivo. Thiswould result in the neutralization of
CXCL12 only in tissues directly exposed to CN-chalcone 4,
possibly those in the immediate vicinity of the administration
site. This is themost plausible explanation of the in vivo activity
observed after intranasal administration of CN-chalcone 4 and
of the lack of activity of CN-chalcone 4 administered systemi-
cally by intraperitoneal injection.
Chalcone 4, CN-chalcone 4, and Its Hydrolysis Products Have

Low Toxicity—We checked for cytotoxicity of chalcone 4, CN-
chalcone 4, and its hydrolysis products vanillin and pCBA by
measuring mitochondrial reduction of the Alamar Blue dye
(Fig. 5A). HepG2 cells were incubated for 24 h with chalcone 4,
CN-chalcone 4, vanillin, or pCBA at a 10 �M concentration.

FIGURE 4. CN-chalcone 4 degradation products are inactive. A, CN-chalcone 4 (CN-Chalc 4) degradation products (up to 10 �M) do not inhibit CXCL12-TR
binding to EGFP-CXCR4 detected by FRET as in Fig. 1A. Each data point represents the mean � S.D. of three independent experiments performed in triplicates.
B, CN-chalcone 4, but not its degradation products, dose-dependently inhibits CXCL12 action on forskolin-evoked cAMP responses in HEK EGFP-CXCR4 cells.
The first two bars report the maximal production of cAMP (%) triggered by 1 �M forskolin and its inhibition by 3 nM CXCL12. The following bars show that
chalcone 4 (Chalc 4) and CN-chalcone 4 (1, 3, and 10 �M), but not vanillin or pCBA (10 �M), inhibit the CXCL12 effect on cAMP production. Each bar represents
the mean � S.D. (error bars) of three independent experiments performed in triplicates. C, topical treatment with chalcone 4, CN-chalcone 4, vanillin, and pCBA
in the 8-day mouse model of hypereosinophilia. BALB/c mice were immunized and challenged with OVA or saline. Treatments (300 nmol/kg) or HP-�CD 10%
(vehicle), were administered intranasally 2 h before each challenge. Absolute numbers of macrophages, eosinophils, neutrophils, and lymphocytes in BAL are
shown. Bars show means, and error bars show S.E. values (n � 6/group). *, p � 0.05 in comparison with the saline-treated OVA group.

SCHEME 2. Hydrolysis reaction of CN-chalcone 4 toward pCBA and vanillin (Van).

TABLE 1
Stability of chalcone 4 versus CN-chalcone 4 in different media
Compound stability wasmeasured either inHEPES buffer, pH 7.4, ormurine serum,
or lung homogenates supplemented or not with 10% HP-�CD, as indicated. Incu-
bation of compound was stopped at 15 and 30min and 1, 2, 16, and 24 h, depending
on the compound. Values in parentheses represent the percentage of starting mol-
ecule recovered at the indicated time.

Stability half-life (t1/2)
Chalcone 4 CN-chalcone 4

h
PBS �10 (98% at 10 h)a 6
PBS, 10%

�-cyclodextrine
�10 (95% at 10 h)a 16.3

Murine serum �16 (96% at 16 h) 0.3
Murine serum, 10%

�-cyclodextrine
�16 (91% at 16 h) 1.3

Lung homogenate �6 (60%)a 0.4
Lung homogenate, 10%

�-cyclodextrine
�16 (66% at 16 h) 0.6

a Data are taken from Ref. 24.
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Thepositive cytotoxicity controlmoleculewas simvastatin (100
�M) (48).
In order to increase the low chalcone 4 solubility (9� 1�M in

physiological medium), we also used HP-�CD in this study.
Although HP-�CD displays some toxicity on its own at 10% in
culturemedium, as was described previously (66, 67), there was
no further cytotoxicity of any of the compounds (Fig. 5B) as
compared with cells treated with HP-�CD alone.
General toxicity was evaluated in vivo in mice that received

CN-chalcone 4 intraperitoneally at a dose of 350 �mol/kg (100
mg/kg) per day during three consecutive days. As reported in
Table 2, there was no body or spleen weight loss nor any mod-
ification of cytochrome c oxidase activity in lung and heart,
indicating no toxicity of CN-chalcone 4 administered at the
highest active dose.

DISCUSSION

Our results show the anti-inflammatory effect of a rapidly
hydrolyzable CXCL12 neutraligand in an airway hypereosino-
philia model. Carbonitrile-chalcone 4 is an efficient blocker of
CXCL12 binding to CXCR4 and of the associated inhibition of
cAMP production. However, in biological fluids, CN-chalcone
4 is rapidly degraded into two inactive metabolites, vanillin and
pCBA, the two compounds that served as synthetic building
blocks for its production.When administered locally in the air-
ways by the intranasal route, CN-chalcone 4 efficiently inhibits
eosinophil, neutrophil, and T cell recruitment at a low dose. By
contrast, it remains without any anti-inflammatory effect in the
airways when administered systemically by the intraperitoneal
route even at doses 100–1000-fold higher. This is opposed to
the systemic effect of chalcone 4 and demonstrates that CN-
chalcone 4 behaves as an antedrug or soft drug acting at the
administration site that is degraded prior to wider distribution.
Three groups, including ours (24–27), described that when

CXCR4 signaling is inhibited, either with antibodies (25), with
CXCR4 antagonists (27), or with CXCL12-neutralizing small
molecules (26), invasion of lungs by eosinophils is reduced by
�50%. This piece of evidence highlights a functional role of
CXCR4 and of its ligand either in the allergic response onset or
in its maintenance. The question as to whether airway inflam-

mation stimulatesCXCL12production continues to be debated
because immunohistochemical detection in lung tissue shows
no change (25), whereas immunochemical determination in
BALF (49) and gene expression in lung (50) indicate that
CXCL12 is up-regulated. The expression of CXCR4, on the
other hand, is higher in BALCD4�T cells of human asthmatics
as compared with their peripheral blood CD4� lymphocytes
(51) and is up-regulated by the proinflammatory cytokine IL-4
in CD4� T cells, including Th2 cells (25, 52–54). This renders
significant response to CXCL12 likely to occur in the airway,
whatever the regulation of CXCL12 expression. In addition,
CXCR4 is also expressed in eosinophils (55, 56). Eosinophils
have a migratory response to CXCL12 comparable with that
evoked by eotaxin.
The mode of action of neutraligands opens the way to new

therapeutic strategies especially for airway diseases, because (i)
chalcone 4 and its analogs are active through the intranasal
route, and (ii) they act on a new target, namely CXCL12, the
ligand of CXCR4 and CXCR7 chemokine receptors. Thus, the
mode of action of chalcone 4 (26) and its analogs chalcone
4-phosphate (24) and CN-chalcone 4 (this work) appears as
complementary to that of classical receptor antagonists
because the blockade of the chemokine is without any effect on
the receptor. In particular, it is neither a partial agonist of
CXCR4nor an activator ofCXCR7 (42, 57, 58), aswas described

FIGURE 5. Cytotoxicity of chalcone derivatives on HepG2 cells using a resazurin reduction assay. Cell viability is expressed as the percentage of untreated
control cells (A) and as 10% HP-�CD-treated cells (B). Cells were exposed to 10 �M compounds for 24 h. Each exposure was preceded by equilibrium setting for
16 h in growth medium at 37 °C, 5% CO2. The dye was added to the cells together with the test substances at a final concentration of 10%. Simvastatin (100 �M)
was used as a positive control. All samples contained 0.1% DMSO. Data are expressed as means � S.D. (error bars) (n � 3). Chalc 4, chalcone 4; CN-Chalc 4,
CN-chalcone 4.

TABLE 2
General toxicity
Absence of general toxicity of CN-chalcone 4. After OVA challenge leading to
hypereosinophilia and CN-chalcone 4 treatment, whole animals and spleens were
weighed. Whole animal weights were compared with those of untreated ani-
mals (body weight as a percentage of that for control animals). Spleen weight is
given in mg. Cytochrome c oxidase activity was determined in lung and heart, and
maximal activity (Vmax) is reported as the variation of tetramethyl-p-phenylenedi-
amine 610-nm optical density/min/100 �g of protein.

Weight
Cytochrome c
oxidase (Vmax)

Body Spleen
Lung
(�102)

Heart
(�103)

% mg
Carboxymethylcellulose 99.9 � 4 124 � 7 15.1 � 1.6 25.6 � 2.6
CN-chalcone 4 99.6 � 6 125 � 11 13.8 � 2.8 28.5 � 3.2
OVA 99.8 � 6 128 � 6 12.8 � 2.0 23.1 � 3.1
OVA� CN-chalcone 4 99.6 � 6 123 � 4 12.7 � 1.6 29.9 � 3.5
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for AMD 3100 and in other instances with RANTES (regulated
on activation normal T cell expressed and secreted) analogs
acting on the CCR5 receptor (59). Therefore, themechanism of
action of chalcone 4 and its analogs deserves to be exploited in
drug development programs.
Another concern was raised regarding the large tissue distri-

bution ofCXCR4,which can be the cause of possible side effects
of CXCR4-targeting drugs. The use of systemically adminis-
tered AMD 3100 confirmed the risk of side effects resulting
from general CXCR4 inhibition. This was illustrated on leuko-
cyte maturation in the bone marrow (27) and on cardiac func-
tion (36, 37, 60). We therefore generated a short lived readily
hydrolyzable analog of the initial compound, chalcone 4, and
show here that CN-chalcone 4 is as active as chalcone 4 on
airway inflammation when administered by the intranasal
route, whereas it is inactive when delivered systemically using
the intraperitoneal route. It therefore typically behaves as an
antedrug or soft drug.
The general principles and reactions that are used for ante-

drug structures include various cleavable chemical functions,
such as carboxylic esters and amides, oximes, thioester, spi-
roenones, or lactones (45, 61). In designing carbonitrile-chal-
cone 4, we here make use of the Knoevenagel and retro-Knove-
nagel reactions (62) yielding the desired compound due to a
reversible aldolization reaction (63) that has never been
exploited in the antedrug field before. The biologically active
compound, carbonitrile-chalcone 4, is readily hydrolyzed in
aqueous media with a half-life of a few tens of min and yields
vanillin and pCBA, which both serve as synthetic building
blocks for the preparation of carbonitrile-chalcone 4. The prob-
able hydrolysis mechanism involves the addition of one water
molecule according to a Michael addition on the �-� unsatu-
rated conjugated system. Hydration of the double bond is pre-
sumably facilitated by the presence of the electron-attracting
nitrile group. The resulting enolic structure then evolves
toward production of the initial reactants vanillin and pCBA
according to a retroaldolization reaction (64). We show here
that neither the reactants nor carbonitrile-chalcone 4 display
any toxic effect in vivo or in HepG2 cells in vitro.

In conclusion, our results show a strong activity of a chal-
cone 4 derivative, carbonitrile-chalcone 4, displaying only
local and no systemic effect due to a short lifetime in biolog-
ical fluids, therefore playing the role of an antedrug, which is
particularly interesting when the airways are considered.
The various chalcone 4 derivatives that we have generated in
this and previous works will serve as tools to understand
CXCR4, CXCR7, and CXCL12 functions in the airway
inflammation process. In particular, the sequence of events
and their dependence on CXCL12 activity will be important
elements in the characterization of CXCL12 as a drug target
in airway inflammation. The mechanism of action of chal-
cone 4 and its analogs deserves to be exploited in drug devel-
opment programs because blockade of the chemokine is
without any effect on the receptor spontaneous activity as
opposed to the most widely encountered pharmacological
action of G protein-coupled receptor antagonists.
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60. Rusconi, S., Lo Cicero, M., Viganò, O., Sirianni, F., Bulgheroni, E., Fer-
ramosca, S., Bencini, A., Bianchi, A., Ruiz, L., Cabrera, C., Martinez-
Picado, J., Supuran, C. T., and Galli, M. (2009) New macrocyclic amines
showing activity as HIV entry inhibitors against wild type and multi-drug
resistant viruses.Molecules 14, 1927–1937

61. Khan, M. O., and Lee, H. J. (2008) Synthesis and pharmacology of anti-
inflammatory steroidal antedrugs. Chem. Rev. 108, 5131–5145

62. Rajasekaran, K., Sarathi, A., and Ramalakshmi, S. (2008) Micellar catalysis
in the retro-Knoevenagel reaction of ethyl-�-cyanocinnamates. J. Chem.
Sci. 120, 475–480

63. Guthrie, J. P., Cossar, J., Cullimore, P. A., Kamkar, N. M., and Taylor, K. F.
(1983) The retroaldol reaction of chalcone. Can. J. Chem. 61, 2621–2626

64. Roberts, D. L., and Rowland, R. L. (1962) Macrocyclic diterpenes �- and
�-4,8,13-duvatriene-1,3-diols from tobacco. J. Org. Chem. 27, 3989–3995

65. Cheng, Y., and Prusoff, W. H. (1973) Relationship between the inhibition
constant (K1) and the concentration of inhibitor which causes 50 per cent
inhibition (I50) of an enzymatic reaction. Biochem. Pharmacol. 22,
3099–3108

66. Davis, M. E., and Brewster, M. E. (2004) Cyclodextrin-based pharmaceu-
tics. Past, present and future. Nat. Rev. Drug Discov. 3, 1023–1035

67. Gould, S., and Scott, R. C. (2005) 2-Hydroxypropyl-�-cyclodextrin (HP-
�-CD). A toxicology review. Food Chem. Toxicol. 43, 1451–1459

Antedrug of the CXCL12 Neutraligand and Asthma

11876 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOLUME 288 • NUMBER 17 • APRIL 26, 2013 at Université Louis Pasteur on July 29, 2013http://www.jbc.org/Downloaded from 



125 

Publication n°4 :  

Deciphering the mechanism of the anti-asthmatic action of the CXCL12 
neutraligand chalcone 4 and links between CXCL12 and the macrophages in 

response to allergen  

 Dominique Bonnet, Virgile BECKAERT, Ali OUADI, Patrice MARCHAND, David 
BRASSE, Patrick Gizzi, Dayana ABBOUD, Marcel Hibert, Jean-Luc Galzi and Nelly Frossard 

En préparation 

 

La chimiokine CXCL12 et ses récepteurs sont impliqués dans l'asthme allergique, comme l'a démontré 

avec succès l'utilisation d'agents bloquant CXCL12 ou CXCR4 (Gonzalo et al. 2000, Lukacs et al. 2002). 

Ces résultats sont confortés par l'utilisation de neutraligand de CXCL12 (Hachet-Haas et al. 2008, 

Gasparik et al. 2011, Daubeuf et al. 2012), qui bloquent la liaison de CXCL12 à CXCR4 et CXCR7, et 

permet d'inhiber le recrutement des éosinophiles dans les voies aériennes dans des modèles aigu 

d'asthme allergique chez la souris. Nous avons recherché si l’action anti-inflammatoire était associée à 

une activité antiasthmatique plus complète. Nous avons étudié l'activité anti-asthmatique et le 

mécanisme d’action d'un neutraligand de CXCL12, la chalcone 4 (chalc-4) administrée in vivo par voie 

locale, dans un modèle murin d'asthme aigu à l'ovalbumine. 

Nous montrons que l'administration locale de la chalcone 4 réduit les symptômes de l'asthme tels que 

l’hyperréactivité bronchique à la métacholine observée par plethysmographie chez l’animal vigile non 

contraint (45%) et chez l’animal anesthésié (37%, Flexivent®), l’hyperéosinophilie des voies aériennes 

(54%), ainsi que le remodelage bronchique comme la production de mucus (84%) et la déposition de 

collagène (78%).  

Nous mettons également en évidence la relation singulière entre la pharmacocinétique et l’activité 

antiasthmatique de ce neutraligand. Pour cela, un derivé de la chalcone 4 a été conçu par substitution 

du chlore par de l’iode (chalc4-I), qui présente la même activité de neutralisation de CXCL12 et la 

même activité anti-inflammatoire que la chalc4. Le suivi par imagerie SPECT de ce neutraligand 

iodé123 (chalc4-I123) et l'étude pharmacocinétique de la chalc4 (UHPLC-LC-MS/MS) montrent que le 

neutraligand quitte très rapidement le poumon (T½ < 5min) et la circulation sanguine pour être 

éliminée dans l’urine et la bile. L'élimination rapide de la chalc4 est liée à l'élimination de la chimiokine 

(concentration plasmatique de CXCL12 x1000, 5 min après administration i.n. de chalc4 et t½ <10min), 

et conduit à une réduction significative de la quantité de CXCL12 dans le poumon (20% après 4 

administrations 4 jours consécutifs). Le traitement par la chalc4 entraîne une réduction du nombre de 

macrophages de type M1 (CD206-, CCR7+) (62%), et diminue la réponse des macrophages à CXCL12  

(-98% de TNFα) et à l'ovalbumine (-99% de TNFα et -91% d’IL-5).  
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Ainsi, nous montrons que l'administration locale d'un neutraligand de CXCL12, neutralise et entraine la 

chimiokine CXCL12 présente dans le poumon, modifie la réponse des macrophages alvéolaires à 

l'allergène et conduit à réduire la réponse inflammatoire, l'hyperactivité bronchique à la métacholine 

et le remodelage bronchique dans un modèle murin d'asthme aigu. 
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The chemokine receptor CXCR4 and its chemokine CXCL12 are not only involved in normal tissue 
patterning, but also in tumor cell growth and survival, and in the recruitment of immune and inflammatory 
cells as well as asthma. These fonctions were successfully demonstrated using agents that block either 
CXCL12 or CXCR4. We recently described the interest of CXCL12 neutraligand, which blocks binding of 
CXCL12 to CXCR4 and/or CXCR7, in asthma like model in mouse, although the in vivo neutraligand 
mechanism of action has not been studied. Here we shows that local administration of the Chalcone 4 
compound reduces asthma symptoms characterized by an inhibition of airway hyperresponsiveness 
(45%), inflammatory recruitment (54%) and bronchial remodeling in an acute mice model of asthma 
(mucus: 84%, collagen : 78%). The pharmacokinetics of the chalcone 4 highlights that CXCL12 is very 
quickly trapped by the neutraligand and eliminated from the lung (-20% after 4 administrations). This 
phenomen is correlated with the decrease of M1 macrophages in the bronchoalveolar lavage (65%), and 
the inhibition of the cytokines release by alveolar macrophages in response to CXCL12 (TNF-α: -98%) and 
ovalbumin (TNF-α: -99%, IL-5: -91%) able to modulate the recruitment of inflammatory cells. Interestingly, 
we show that macrophages activation and differentiation in response to allergen, may be regulated by a 
CXCL12 neutraligand. 

Chemokines and their receptors play critical roles in 

development, homeostasis and pathological conditions. In 

adult, they regulate the recruitment and activation of 

leukocytes under normal condition but also in inflammatory 

responses or infectious disease [9, 21]. The chemokine 

CXCL12 and its CXCR4 and CXCR7 receptors play pivotal 

roles in normal and pathological situations including AIDS 

[7,20,46], the unusual form of neutropenia reported as the 

WHIM syndrome [1,2] or carcinogenesis [3,12,40]. In 

inflammation, CXCR4 and CXCL12 contribute to promoting 

transendothelial migration of lymphocytes [13], and invasion 

of inflamed tissues, as illustrated airways asthma model 

animals [15,25,27,28,36], the pulmonary vasculature in 

pulmonary arterial hypertension [39], and fibroproliferative 

tissue in a murine model of obliterative bronchiolitis after 

heterotopic tracheal transplantation [54]. CXCR7 does not 

elicit clear responses to CXCL12 but clearly associates with 
the CXCR4 protein, to modulate its sensitivity for CXCL12 

[34,52], and CXCR7 is also knows to be a scavenger receptor 

for CXCL12 [30,43]. 

Contrary to CXCR4 and CXCR7 receptors antagonists, 

we promote an alternative strategy which consisted in 

preventing the agonist-receptor interaction by neutralizing the 

endogenous ligands with pharmacological agents [24]. These 

neutraligands prevents CXCL12 binding either to CXCR4 or 

CXCR7 [15,25,28]. Chalcone 4 blocks responses of CXCR4 

to CXCL12 in vitro without affecting the basal level receptor 

activity, and displays anti-inflammatory effects in a murine 
model of asthma in vivo. We recently described the interest of 

CXCL12 neutraligand in two asthma like model in mouse, 

although the in vivo neutraligand mechanism of action was 

poorly describe.  

In the lung, CXCL12 chemokine has been described to 

be expressed at the surface of epithelial cells [65] and in 
macrophages [49], and it has been demonstrated that CXCL12 

regulates monocyte-macrophage differentiation and CD14 

expression, a part of the lipopolysaccharide “sensing 

apparatus” [49]. Macrophages represent the sentinel leukocyte 

in lung and M1/M2 alternative activation of macrophages in 

pulmonary diseases, as in allergic asthma, appears to be 

implicated in the pathogenesis [67,68,69]. Several studies 

reveal an inappropriate activation during asthma responses 

[66]. These findings suggested that macrophages may be a 

target of the anti-inflammatory activity of the CXCL12 

neutraligand. 

In addition to macrophages, neutralizing the CXCL12 
chemokine may interfered with the chemotaxis of numerous 

cells in response to allergen and implicated in asthma. The 

CXCR4 receptor is expressed on fibroblasts, lymphocytes, 

mast cells progenitors, and has been describe to be expressed 

on eosinophils and all of these cells presents a chemotaxis 

activity to CXCL12 [70,71,73,74]. These observations have 

been comforted in vivo, under administration of the CXCR4 

antagonist AMD3100, that reveals the inhibition of the 

trafficking response and accumulation of CXCR4+ cells in 

disease, as fibroblast [72], eosinophils and lymphocytes [36]. 

However, the role of the CXCL12 chemokine in the 
recruitment of mast cells in the tissue has not been elucidated 

in diseases but a recent study showed that CXCL12 may 

mediated mast cells recruitment in lymph node in response to 
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jet fuel application on mouse skin [75]. In consequence, the 

anti-inflammatory activity of CXCL12 neutraligands in 

allergic asthma may be one of numerous anti-asthmatics 

activities. 

In this study, we found that the local administration, by 

intranasale route, of the chalcone 4 neutraligand, in a mouse 

model of allergic asthma, decrease airway 

hyperresponsiveness, bronchial remodeling as mucus hyper-

secretion, goblet cells hyperplasia, and collagen accumulation 
around bronchus, and inflammatory cells recruitment 

associated with allergen challenges. Unexpectedly, the study 

of the pharmacokinetics of the chalcone 4 highlights that 

neutraligand anti-asthmatics activities were correlate not only 

with neutralization of the CXCL12 chemokine but reveals that 

CXCL12 is very quickly trapping and eliminated from the 

lung. More surprisingly, this trapping is correlated with the 

decrease of M1 macrophages in the airways and lead to the 

inhibition of the cytokines release by alveolar macrophages. 

Our results suggest that CXCL12 release from macrophages 

may modulate  activation and differentiation of macrophages 
and production of TNF-α and Th-2 cytokines implicated in the 

recruitment of inflammatory cells in response to allergen 

 

METHODS 
Mice. Nine-week-old male Balb/cJ mice were purchased from 

Janvier Laboratories (France). Animals were maintained under 

controlled environmental conditions in conventional 

husbandry. Mice were kept in polycarbonate cages with 4 

mice per cage (PCT2L12SHT, Allentown) with bedding made 

from spruce wood chips (Safe) and enriched with play tunnels. 
The room air was ventilated at 10 air changes per hour 

according. The animal room was maintained at constant 

temperature (20 ± 2 °C) with a relative humidity (50 ± 10 %) 

and 12 hr/12 hr light-dark cycle (lighting 07:00-19:00) was 

imposed. Food (standard diet, 4RF21 , Mucedola) and tap 

water were available ad libitum. Cages with bedding and play 

tunnels were changed weekly. Animal experimentation was 

conducted with the approval of the government body that 

regulates animal research in France. 

Allergen sensitization and challenge. Nine week-old Balb/c 

mice were sensitized (i.p.) on days 0 and 7 with 50µg chicken 

egg albumin (OVA, Grade V, Sigma-Aldrich, A5503) 

adsorbed on 2 mg aluminium hydroxide (alum) in saline 

(23918-6, Sigma-Aldrich). Mice were challenged on days 17, 

18, 19 and 20 by intranasal (i.n.) instillations of 10µg OVA in 

saline or with saline alone for controls (12.5µl/nostril). These 

challenges were performed under anesthesia (i.p.) with 
50mg/kg ketamine and 3.33mg/kg xylazine as reported [16]. 

Treatment with Chalcone 4.The CXCL12 neutraligands, 

chalcone 4 compound (Chalc4, [28]) and I-chalcone 4 (I-

Chalc4) was administered by i.n. route. Mice received chalc4 

solubilized in PBS with 2-Hydroxypropyl-β-cyclodextrin 10% 
(HPβCD, C0926, Sigma) by intranasal (i.n.) administration, 

two hours before each intranasal OVA or saline challenge. 

Intranasal administrations were performed under anaesthesia 

(i.p.) with 50 mg/kg ketamine (Imalgene®, Merial) and 3.33 

mg/kg xylazine (Rompun®, Bayer).  

Chalcone 1 (Pharmacokinetic)  and chalcone 4 were provided 
by La Chimiothèque Nationale, France. (French National 

Chemical Library. 

(http://chimiotheque-nationale.enscm.fr/?lang=en) 

Total and differential cell counts in bronchoalveolar lavage 
(BAL) fluids. BAL and differential cell counts were performed 

as described previously [17]. Briefly, collection of 

bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was performed 24 h 

after the last OVA challenge. Mice were deeply anaesthetized 

by i.p. injection of 150 mg/kg ketamine and 10 mg/kg 

xylazine. A plastic canula was inserted into the trachea and 

airways were lavaged by 10 instillations of 0.5 mL ice-cold 

saline supplemented with 2.6 mM EDTA (saline-EDTA).   

Total and differential cell counts in the BALF were performed 

after centrifugation (300 g for 5 min at 4 °C) to pellet cells. 

Erythrocytes were lyzed by hypotonic shock by addition of 

1.5ml distilled H20, followed by addition of 0.5ml KCL 0.6M. 

Cells were centrifuged and resuspended in 500 μL ice-cold 

saline-EDTA and total cell counts were determined using a 

haemocytometer (Neubauer’s chamber). Differential cell 

counts were assessed on cytologic preparation obtained by 
cytocentrifugation (Cytospin 4, Shandon Ltd) of 200 μL of 

diluted BALF (250 000 cells/mL in ice-cold saline-EDTA). 

Slides were stained with Hemacolor (Merck), and counts were 

performed on at least 400 cells for each preparation. 

Differential counts were expressed as absolute numbers or as a 

percentage of the total number of cells. BAL and differential 

cell counts were performed as described previously  

Measurement of airway responsiveness by whole body 
plethysmography. Airway responsiveness to aerosolized 

methacholine (MCh) at increasing concentrations (0 - 0.3 M; 

A2251, Sigma-Aldrich) was measured in unrestrained 

conscious and spontaneously breathing animals by whole-

body barometric plethysmography (Emka Technologies), 

using the enhanced pause (penh) as an index of airway 

obstruction as reported [18]. Briefly, mice were stabilized in 

the plethysmograph chamber for 30 min until stable baseline, 
and then exposed to aerosolized saline (30 sec) as a control. 

Then, mice were challenged every 20 min with increasing 

doses of aerosolized MCh for 30 sec each, and airway 

responses recorded for 5 min. 

Measurement of airway resistance by the forced oscillation 
technique. Airway responsiveness to methacholine was 

assessed using the forced oscillation technique (Flexivent®, 

SCIREQ, Montreal, Canada) on another study groups of mice 

as described previously [19]. Mice were anesthetized with an 

intraperitoneal injection of 6ml/kg of xylasine 

(Rompun®;0.25%), followed 50 minutes later by an 

intraperitoneal injection of 6ml/kg of pentobarbital sodium 

(0.9%). The trachea was exposed and an 18-gauge metal 

needle was inserted into the trachea. Airways were connected 

to a computer-controlled small animal ventilator, and quasi-

sinusoïdally ventilated with a tidal volume of 10 ml/Kg at a 
frequency of 150 breaths/min and a positive end-expiratory 

pressure of 2 cm H2O to achieve a mean lung volume close to 

that during spontaneous breathing. Each mouse was 

challenged for 10 sec with an aerosol,  generated with an in-

line nebulizer and administered directly through the ventilator: 

PBS for the baseline and followed by MCh challenge at 

50 mg/ml. For calculation of the effect of methacholine, the 

peak response was used as the mean of the three maximal 
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values, and integrated for calculation of airway resistance (R), 

expressed as cm H2O.s.ml-1. 

Histological analysis. Lung tissues were fixed (4% 

paraformaldehyde) and paraffin-embedded. 3-µm sections 

were cut, mounted on Superfrost glass slides (Fischer 

Scientific), and stained with HES or periodic acid-Schiff 

(PAS) or toluidine blue or Pircosirius (all powder from Sigma-

Aldrich). To determine the severity of the mucus production, 

the perimeters of bronchus with epithelial cells containing the 

mucus were measured and reported to the total bronchus 

perimeter. Area of picrosirius stained collagen was measured 

and toluidine blue positive mast cells were counted and 

reported to the slide area. Measure were realized with the Cell 

dimension software coupled to a DP72 camera (Olumpus)on 6 
levels for each animal. 

ELISAs. Il-4 and IL-5(BD Pharmingen), CCL11 and CXCL12 

(R&D systems) ELISA kits were used according to the 

manufacturer’s instructions. Il-4, IL-5 and CCL11 were 

quantified in BAL fluids recovered 24h after the last OVA 
challenge and CXCL12 were measured in plasma, BAL, urine, 

and in the supernatants obtained from the lung or gall-gladder 

tissues after they were grounded with an UltraTurax® and 

centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4°C.  

Ovalbumin-specific IgE plasma level were determined by 

ELISA. Microtiter plates were coated overnight at 4°C with 
the capture antibody: anti-mouse IgE at 2 μg/well in carbonate 

buffer, pH 9.5 (BD pharmingen, clone R35-118). After three 

washings with phosphate-buffered saline containing 0.05% 

Tween-20, microtiter plates were blocked for 1 h at 37 °C with 

10% bovine serum albumin in phosphate buffered saline. 

After three washings with phosphate-buffered saline 

containing 0.05% Tween-20, plasma samples were incubated 

for 2 h at room temperature. After three washings with 

phosphate-buffered saline containing 0.05% Tween-20, an 

ovalbumin-HRP (BUF048, Abdserotec) was added to the 

wells and incubated for 1 h at room temperature. The plates 
were washed and the horseradish peroxidase substrate, 

tetramethylbenzidine (BD Pharmingen) was added and 

coloration allowed to develop for 15–20 min. The reaction 

was stopped by addition of 0.5 M H2SO4 and absorbance 

intensity was read at 450 nm. Plasma levels of ovalbumin-

specific Igs were expressed as optical densities (O.D). 

Colorimetric assay of mucus, collagen and tryptase. Mucus 

in BALF  was measured by a mucus colorimetric assay: 100 

µl samples were added to 20 µl acid mucus reagent (0,2% 

periodic acid, 7% acetic acid), incubated 1 hour at 37°C and 

20 µl mucus dye reagent (sodium metabisulfite 20%, 

pararosaniline 1%, 10N hydrochloric acid 1%) were added. 

Samples were incubated for 30 min at 37°C and optical 

density was measured at 555 nm. Collagen in the lung was 

measured using a collagen colorimetric assay. Right lobes of 

the lung were kept frozen at -20°C until use. Lung were 

grounded with an UltraTurax® and centrifuged at 10,000 g for 
10 min at 4°C. The supernatants were used for collagen 

measurement:  10 µl samples are added to 200 µl collagen dye 

reagent (Sirius red 0.017%, and picric acid 0.8% in absolute 

ethanol), vortexed for 30 min at 200 rpm at room temperature, 

centrifuged at 10000 g for 10 min at 4°C and supernatants 

were removed. Pellets were solubilized with 200 µl Alkali 

collagen reagent (absolute ethanol 20%, sodium dodecyl 

sulfate 1.3%, 2N sodium hydroxide 12%) and optical density 

measured at 540 nm. 

Tryptase in BMMC culture supernatant was measured by a 

tryptase colorimetric assay: 50 µl samples were added to 50 µl 

Tryptase reagent (0.6mM Z-Lys-SBZL, 1mM DTNB) and 

optical density was measured at 410 nm every 20sec to 30min. 

Tryptase activity in culture supernatant was expressed as 

optical densities (O.D). 

Flow Cytometry. Macrophages, eosinophils, neutrophils and 

lymphocytes in BALF were identified by flow cytometry 

analysis using LSRII® cytometer (BD bioscience) as 

described previously (Daubeuf et al. 2013). Briefly, BALF 

were centrifuged (300 g for 5 min at 4 °C) to pellet cells and 

cells were resuspend in 1ml of cold  PBS-EDTA 3mM. In a 

black microplate (0030601807, Eppendorf), 150µl of BAL 

cells were add to 5µl of FCblock (553142, BD bioscience) and 

incubated 20min at room temperature and antibodies were 

added: CD11C-FITC (557400, BD bioscience), I-A/I-E-
PerCPCy5.5 (107626, BioLegend), Gr-1-Pacific Orange 

(RM3030, Invitrogen), CD11b-APCAlex750 (557657, BD 

bioscience), CD45-AlexaFluor700 (103128,  BioLegend). 

Antibodies were incubated 30min at room temperature and 

5µl of 7AAD (BD bioscience) was added and flow cytometry 

analysis was performed immediately. To detect CXCR4+ and 

CXCL12+ cells, CXCR4-PE (12-9991, eBioscience) and 

CXCL12-biotinylated (MAB350, R&D systems) antibodies 

and Steptavidin-eFluor 650NC (94-4317, eBioscience) was 

added with the primary antibody cocktail.  In others samples, 

to identified M1 and M2 macrophages,  CD197-PE (CCR7, 

MCA2367PET, AbDserotec) and CD206-biotinylated 
(MCA2253BT, AbDserotec) antibodies and Steptavidin-

eFluor 650NC (94-4317, eBioscience) were added with the 

primary antibody cocktail..  

Alveolar macrophages, BMMC and HEK culture. Mast cells 

exocytosis: Bone marrow cells derived from 6-week-old mice 
were cultured for 6 weeks in DMEM medium, supplemented 

with 10% fetal calf serum (FCS), penicillin (50 U/ml) and 

streptomycin (50 µg/ml), 10 ng/ml recombinant murine IL-3 

(R&D Systems) and 12.5 ng/ml recombinant murine SCF 

(R&D Systems). Bone marrow-derived cultured MCs 

(BMCMCs) phenotype was confirmed by flow cytometry, 

using anti-FcεRIα (MAR-I) and anti-c-KIT (2B8) antibodies 

(eBioscience). For exocytose analysis, BMCMCs (>98% 

FcεRIα +c-KIT+ and >80% toluidine blue positive) were 

cultured in 24 wells culture plate in complete media: 2.106 

cells/400µl/well. For stimulation with antigen crosslinking, 

the BMMCs were incubated for 16 h at 37°C with anti-OVA 
antibodies (serum of asthma like mice). Cells were washed 

once with complete media, pre-treated with solvent (DMSO) 

or chalc4 (10µM) in presence or absence of CXCL12 (50nM) 

for 20min and were stimulated with PBS or OVA (100 ng/ml) 

for 30min at 37°C. Supernantant was collected in a Protein 

LoBind Deepwell plate (0030504100, Eppendorf) and store at 

-20°C. 

Alveolar macrophages release: on day 21, BALF cells from 

each group of treated mice (HPβCD, chalc4, OVA and OVA-

chac4) were centrifuged (300 g for 5 min at 4 °C) to pellet 

cells and cells were re-suspended in 0.5ml of RPMI 1640 
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medium, supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 

penicillin (50 U/ml) and streptomycin (50 µg/ml) and were 

dispatched in a culture 96 well microplate and incubated 3 

hours at 37°C. The microplate was then vortex (1200rpm, 

1min) to resuspend all unfixed cells in supernatant and 

supernatants were immediately removed. The microplate was 

immediately wash with complete media. Alveolar 

macrophages were stimulated with LPS (100ng/ml) OVA 

(100ng/ml) and CXCL12 (50nM) in complete media for 16h 
at 37°C. Supernantant was collected in a Protein LoBind® 

Deepwell plate (0030504100, Eppendorf) and store at -20°C 

and cells were fixed by dehydration with a Concentrator-

plus® (Eppendorf) at room temperature and store at room 

temperature and protect from the light. 

Chemokine snatching by Chalcone 4: HEK cells were cultured 

in Lab-tek® chamber, in DMEM medium supplemented with 

10% fetal calf serum (FCS), penicillin (50 U/ml) and 

streptomycin (50 µg/ml). HEK cells were coated with 

exogenous CXCL12-TR (10 nM) for 10 min, rinsed with 

complete DMEM medium, incubated 20 min with 10 µM 

Chalc4 or chalc1 in complete DMEM medium, rinsed with 

PBS and fixed with 4% formalin . HEK cells were observed 

with a confocal microscope (Leica TSC-SPE).  

Pharmacokinetic of chalcone 4 and its glucuronid in mouse 
plasma, BALF, lung and urine. Pharmacokinetic was realized 

at the TechMed’ILL plateforme recognized by international 

ISO9001 certification. Chalcone 4 and its glucuronid were 

quantified using a triple quadripole coupled to an ultra-high 

performance liquid chromatography system (LC-MS 8030, 

Shimadzu). Data acquisition and analysis were performed 
using LabSolutions version 5 software. Measurements were 

carried out at 40°C. A 1.7 µm Kinetex column (50 X 2.1 mm) 

purchased from Phenomenex was used. The mobile phase 

flow rate was fixed at 0.5 mL/min and the following program 

was applied for the elution: 0-1.2 min, 5-95% B; 1.2-1.4 min, 

95% B; 1.4-1.42 min, 95-5% B and 1.42-2.8 min, 5% B. 

Solvent A consisted of 0.05% formic acid in water and solvent 

B was HPLC grade acetonitrile. 1 µL was injected. The mass 

spectrometer was interfaced with the UHPLC system using an 

electrospray ion source. The instrumental parameters were as 

follows: nebulizer gas, 2 L/min; DL temperature, 250°C; 

block heater temperature, 400°C; interface voltage, 4.5 kV; 
collision energy, -40 and -20V. The collision gas used was 

argon at 230 kPa. The MRM transitions were m/z 287.0 → 

272.1, and 463.0 → 272.1 respectively for chalcone 4 and 

glucuronid. The dwell time was set to 40 msec and the pause 

time to 3 msec. Blood, BALF, lung, and urine were collected 

from mice at the following times: 2, 5, 10, 15, 30 and 60 min 

(3 mice per time point). Absolute quantification was done for 

chalcone 4 from linear calibration curves. Only relative 

quantification was performed for the glucuronid. 

Quantification in plasma. Blood samples were collected from 

mice into microtubes containing EDTA as an anticoagulant 

(Terumo, Capiject®, NM243), and centrifuged immediately (2 

000 g, 10 min, 4°C). An aliquot (200 µL) of each plasma 

sample was accurately transferred to a microcentrifuge tube 

and frozen in liquid nitrogen. Samples were then stored at -

80°C. Blank plasma samples were spiked with chalcone 4 

stock solution to prepare calibration samples. Predetermined 

volumes of chalcone 4 stock solution were added separately to 

200 µL of blank plasma to obtain concentrations of 14, 72 and 

144 ng/mL. Chalcone 4 and its metabolite were extracted from 

the plasma samples by acetonitrile precipitation. 500 µL of 

acetonitrile were added to each sample, tubes were vortex-

stirred and centrifuged (15 000 g, 5 min, 4°C). Supernatants 

were analyzed by the LC-MS/MS method. 

Quantification in lung. Lungs were perfused with saline-

EDTA (2.6mM) then rapidly taken and homogenized in 400 

µL normal saline with an UltraTurax® . Blank homogenates 

samples were used to prepare calibration samples (6, 29, 58 

ng). Chalcone 4 was extracted from the lung samples by 

acetonitrile. 1000 µL of solvent were added to each lung 

homogenate sample. After vortexing for 3 min, the samples 
were centrifuged (15 000 g, 5 min, 4°C). Supernatants were 

analyzed by the LC-MS/MS method. 

Quantification in urine and bronchoalveolar lavage. Urine 

was collected with a syringe through the bladder and BALF 

was obtained as describe previously. Airways were lavaged by 

2 instillations of 0.5 mL ice-cold saline supplemented with 2.6 
mM EDTA. Urine and BALF samples volumes were variable. 

Samples were extracted using solid-phase extraction. For each 

sample, the whole volume was applied on a cartridge (Strata 

C18-E (55um, 70A) 50 mg/1mL) after conditioning with 1 mL 

methanol followed by 1 mL water. The cartridges were then 

washed with 1 mL water and finally eluted with 1 mL 

methanol. The solvent was evaporated under vacuum. The dry 

samples were then dissolved in 100 µL water/acetonitrile 1/1 

v/v and analyzed by the LC-MS/MS method. Calibration was 

performed from blank samples spiked with stock solution of 

chalcone 4 before the SPE procedure (BAL: 9, 43, 86 ng and 
urine: 1, 3, 14 ng). 

SPECT analysis. In order to recognize different organs, prior to 

SPECT analysis, a CT image was recorded on the AMISSA 

platform, a homemade multimodality imaging system for 

small animals combining X-ray, SPECT and PET devices. The 

mCT delivered a 3D reconstructed volume of the animal in 
real time [76]. Targeting of I123-chalcone 4 was monitored 

via the mSPECT imaging technique. Compound I123-chalc4 

was administered by intranasale route in anesthetized mice. 

mSPECT imaging was performed 4 to 7 minutes post-

intranasale administration of 10 MBq of I123-Chalcone 4. The 

mSPECT system consists of a four head detection gamma 

camera. Each head comprises five-separated detection 

modules arranged along a circle of 58 mm with the pinhole as 

the center. A detection module consists of a YAP:Ce matrix of 

8 x 8 scintillating crystals 2.3 x 2.3 x 28 mm3 each coupled to 

a multianode photomultiplier 8 x 8 (Hamamatsu H 8804). The 
distance from the pinhole to the axis of rotation is 28 mm and 

the distance between the pinhole and the crystal is 58 mm 

which results in a magnification factor of 2.07 [77]. Images 

were reconstructed using the OSEM (Ordered Subset 

Expectation Maximisation) iterative algorithm adapted for 

the Anatomist freeware (http://brainvisa.info/index_f.html). 

Statistical analysis.  

Data are presented as means ± SEM. Differences between 

groups were tested for statistical significance using a two-way 

ANOVA and Bonferroni post-hoc test or a one-way ANOVA 
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followed by Tukey post-test. Data were considered 

significantly different when p < 0.05. In figure representing 

results obtained in repeated studies: statistic analysis was 

conduct in each study and minimal significance was 

represented. Data were not pooled for statistic analysis. 

 

RESULTS 
Chalcone 4 reduces airway hyperactivity to metacholine in a 
mouse model of asthma 
The in vivo activity of chalcone 4 (chalc4) was assayed in a 

21-day classic mouse model of asthma. In this model, Balb/c 

mice are sensitized by i.p. injection of ovalbumin  (50µg; 

OVA) adsorbed on 2mg aluminium hydroxide in 0.1 ml 
saline, on days 0 and 7. Mice are then challenged intranasally 

with 10 µg OVA in 25 µl saline (12.5 µl per nostril) on days 

17, 18, 19 and 20 or saline alone for controls groups. Chalc4 

was administered locally 2 hours before OVA or saline 

challenges by intranasal route at the dose of 300 nmol/kg in 

10% HPβCD. The intranasal route mimics the inhalation 

exposure used in humans, which is the preferred and well 

accepted administration for inflamed airway treatment, in 

particular asthma.  We previously describes that the chalc4 

solubility was limited in physiological solutions and required 

to be complemented with HPβCD (10%, W/W). Under such 
condition, the local administration (i.n.) of 300 nmol/kg 

chalc4 presented the maximal inhibition of the eosinophil 

influx in a 8-day mouse model of airway hypereosinophilia 

[15].  

Airway reactivity was determined under treatment with i.n. 

chalc4 at 300 nmol/kg, 24 hours after the last challenge. 

Figure 1A shows airway reactivity to increasing doses of 

aerosolized methacholine (MCh) was assayed by non-invasive 

whole body plethysmography measuring the enhance pause 

[Penh]. Results shows that vehicle (HPβCD) and the Chalc4 

presented the same normal airway reactivity to methacholine. 
OVA-sensitization and subsequent challenge leaded the 

development of airway hyperresponsiveness (AHR) as 

compare to HPβCD and Chalc4 groups challenged with saline. 

Treatment with Chalc4 significantly inhibited AHR in OVA 

sensitized/challenged mice by 45±7%. In addition, the 

protocol was repeated to assayed airway reactivity by 

Flexivent® technique in anaesthetized mice (Figure 1B). 

Nebulization of PBS showed a similar baseline airway 

resistance 24h after the last saline or OVA challenge in 

HPβCD or Chalc4 treated mice whereas nebulization of MCh 

(50mg/ml) increased airway reactivity in HPβCD and Chalc4 

groups challenged with saline and showed AHR in OVA 
challenged mice. Treatment with Chalc4 inhibited AHR by 

37±8% and confirmed the reduction of the AHR in response to 

the local treatment with Chalc4. Similar results are shown in 

elastance (supplementary Figures S1A). Analysis of 

compliance obtain with Flexivent® shows a significant 

decrease in OVA-treated mice. This decrease is no inhibit with 

chalcone 4 and baseline are not modify in control mice that 

received HPβCD and chacone 4 and challenged with saline 

(supplementary Figure S1B). 

 
Figure 1. The CXCL12 neutraligand, chalcone 4 reduces airway hyperactivity 
to metacholine in a mouse model of asthma. Balb/c mice were sensitized to 
OVA and challenged with OVA or saline. Chalc4 (grey line) or  HPβCD (black 
line) were administered i.n. (300nmol/kg) 2h before each OVA (square) or 
saline (dots) challenge. A. Airway reactivity to increasing dose of metacholine 
measured by whole body plethysmography in vigil and unrestrained mice. 
The ordinate axis reports Penh, dots and squares  represent means and error 
bars show S.E. values (n=12/group). B. Airway resistance (R, cmH2O.s.ml-1) 
in response to aerosolized PBS and MCh (50mg/ml, i.e. 0.26 M, in PBS) 
assessed by Flexivent® technique in anaesthetized mice. Dots and squares 
are individual values, lines are means and error bars show S.E. values 
(n=8/group). Statistical analysis consisted of two-way ANOVA and Bonferroni 
post-test and was conducted with Prism software (GraphPad). $$ P≤0.01; 
$$$ P≤0.001 vs HPβCD group and **P≤0.01; ***P≤0.001 vs OVA group. 

 
 

Topical administration of chalc4 reduces inflammatory cell 
infiltration and remodeling 

 Lung tissues collected 24h after the last challenge showed 

marked peribronchial inflammation in response to OVA 

challenge (Figure 2A). Chalc4 inhibited this infiltration of 

inflammatory cells. Periodic acid-schiff (PAS) staining 

revealed a strong goblet cell hyperplasia and mucus 
overexpression in OVA sensitized/challenged mice (Figure 

2B). This feature was also significantly inhibited by Chalc4, 

by 68±3 % (Figure 2C) and by 84±5 % in BALF (Figure 

2D). In complement, Picro-Sirius stained sections showed an 

increase of collagen deposition around bronchus and vessels in 

OVA challenged mice as compare to saline challenged mice 

(Figure 2E) Measures on sections revealed that treatment with 

chalc4 reduced significantly collagen deposition (-84±18 %, 

Figure 2F) and was confirmed in lung homogenate with 

collagen colorimetric assay (-78±6 %, Figure 2G). 

BALF infiltrate with macrophages, eosinophils, neutrophils 
and lymphocytes under treatment with i.n. Chalc4 was 

investigate and repeated 3 times. Figure 3A shows that neither 

vehicle (HPβCD) nor Chalc4 by themselves do elicit any cell 

recruitment in the airways. After ovalbumin challenge, 

significant increase in the number of eosinophils, macrophages, 

neutrophils and lymphocytes occurs (Black squares). 

Significant reduction in recruitment of eosinophil (-49±7 %,  

-54±9 % and -59±6 %), neutrophil (-55±5%, -64±8% and  

-82±8%) and lymphocyte (-45±3 %, -62±6 % and -63±4 %) are 

noted with Chalc4 treatment (grey squares). However, 

macrophages recruitment was not significantly reduce in 

neither protocol. 
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Figure 2. Topical administration of Chalc4 reduces lung tissue inflammatory cell infiltration and remodeling. A. HES stained sections demonstrating 
peribronchial inflammatory infiltrates 24 hours after the last OVA challenge (magnification x100 and x400). B-D. Effect of topical treatment with Chalc4 on 
mucus-producing goblet cells and mucus excretion. B. Periodic acid Schiff (PAS) stained lung sections demonstrating hyperplasia of mucus-producing goblet 
cells (magnification x100). C. Mucus-producing goblet cells hyperplasia was measured in lung section from OVA sensitized mice  challenged with OVA (squares) 
or saline (dots) and treated with Chalc4 (grey) or  HPβCD (black). The percentage of bronchus perimeter presenting mucus-producing goblet cells is shown. Dots 
and squares are individual values, lines are means and error bars show S.E. values (n=6/group). D. Mucus excretion in BALF measured by mucus colorimetric 
assay. Dots and squares are individual values, lines are means and error bars show S.E. values (n=6/group). E-G. Effect of topical treatment with Chalc4 on 
collagen deposition in the lung. E. Picro-Sirius stained lung sections demonstrating collagen deposition around bronchus and vessels (magnification x300). F. 
Collagen deposition was measured in lung section from OVA sensitized mice  challenged with OVA (squares) or saline (dots) and  treated with Chalc4 (grey) or 
HPβCD (black). The percentage of collagen deposition area in lung section area is shown. Dots and squares are individual values, lines are means and error bars 
show S.E. values (n=6/group). G. Collagen in lung homogenate was measured by collagen colorimetric assay and represented as % of collagen in total proteins. 
Dots and squares are individual values, lines are means and error bars show S.E. values (n=6/group). Statistical analysis consisted of one-way ANOVA and Tukey 
post-test was conducted with Prism software (GraphPad). 

$$
 P≤0.01; 

$$$
 P≤0.001 vs HPβCD group and *P≤0.05; **P≤0.01; ***P≤0.001 vs OVA group. 

 

 

In addition, Figure S2 shows the inhibition of the 

inflammatory cell recruitment in the lung by chalcone 4 is not 

accompanied with a modification of the white blood cell 

formula 24h after the last challenge. This result shows that 

treatment with chalcone 4 reduce infiltration of leukocytes in 
the lung without lead to an increase of leukocytes in the blood. 

In order to further document the activity of the chalcone 4 and 

because mat cells are known to be implicated in myosistis and 

in inflammation in response to the allergen, we studied the 

activity of the compound on mast cells. Contrary as expected, 

Figure 3B shows that treatment with chalcone 4 does not 

inhibited the increase number of mast cells in the lung tissue 

observed in response to OVA challenges. Furthermore, we 

investigated the mast cell degranulation in vitro, in an antigen 

cross-linking assay for OVA targeting the endogenous FcεRI 

receptor in sensitized BMMCs incubated with specific anti-

OVA antibody. Figure 3C shows that OVA increase 
significantly mast cell tryptase release in culture supernantant 

of BMMC stimulated by IgE receptor cross-linking 

(+145±17%) and does not potentiate with CXCL12. 

Treatment with chalcone 4 does not impact the release of mast 

cell tryptase These results therefore indicate that the chalcone 

4 inhibits the inflammatory cell recruitment and the 
remodeling in the airway occurs in response to the allergen but 

seems not active on mast cells allergen specific response. 

 
Chalcone 4 reduce cytokines promoting eosinophils 
recruitment but not the allergen immune response 
We next assessed the levels of Th2 cytokine IL-5 (Figure 4A) 

and of the chemokine CCL11 (Figure 4B) in BAL fluid, 

collected 24 h after the last challenge, and known to promote 

eosinophils recruitment. OVA-treated mice showed 

significantly increased levels of IL-5 and CCL11 as compare 
to saline challenged groups. These increases are inhibit by 

chalcone 4 up to -75±9 % and -52±4 % respectively, without 

modifying baseline levels of control mice (HPβCD). 
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Figure 3. Chalc4 inhibits number of leukocytes in BALF but no interfere with mast cells recruitment in lung and mast cells release.   A. Effect of local 
administration of 300 nmol/kg Chalc4 (grey) or HPβCD (black) on absolute number of eosinophil, macrophages, neutrophils and l ymphocytes in BAL fluid 24h 
after the last challenge in Balb/c mice sensitized to OVA and challenged with OVA (square) or saline (dots). Dots and squares are individual values obtained 
in 3 independent studies, lines are means and error bars show S.E. values (n=6+6+8/group) B. Toluidine blue positive mast cells were counted on toluidine 
blue stained lung sections and report to section area as mast cells / cm

2
.   Dots and squares are individual values, lines are means and error bars show S.E. 

values (n=6/group). C. Mast cells release was investigated in vitro. Six week old BMMCs were incubated 16h with specific anti-OVA antibodies and 
stimulated 30min with PBS (empty blocks) or OVA (100ng/ml, full blocks) for targeting the endogenous FcεRI receptor. BMMCs were pretreated 20 min 
before OVA stimulation with solvent (DMSO, in black) or chalc4 (10µM, in grey), in presence or absence of CXCL12 (50nM). Tryptase activity was measured in 
culture supernatant with a colorimetric assay. Blocks are means and error bars show S.E. values (n=3/group: BMMC culture derived from 3 mice). Statistical 
analysis consisted of two-way ANOVA with Bonferroni post-test and one-way ANOVA with Tukey post-test was conducted with Prism software (GraphPad). 

$
 

P≤0.05; 
$$

 P≤0.01; 
$$$

 P≤0.001 vs HPβCD group and ***P≤0.001 vs OVA group. 
#
 P≤0.05 vs PBS-DMSO group. 

 

 

In contrast, the Th2 cytokine IL-4 in BALF and the OVA-

induced immunoglobulin (Ig) in plasma are not decrease. 

Figure 4C and 4D shows OVA challenges significantly 

increase levels of IL-4 (+473±41%) and OVA-specific IgE 

(+87±5%). Treatment with chalcone 4 not reduce IL-4 and 
both OVA-specific IgE, IgG1 and IgG2a levels 

(supplementary Figures S3)  .  

Again, chalcone inhibits pro-eosinophilic signals according to 

previous significant inhibition of eosinophil influx. Yet, 

treatment with chalcone 4 not impact the allergen specific 

immune response. 

 

Local administration of chalcone 4 inhibits M1 macrophages 
activation in the lung and prevent cytokine release by 
macrophages. 

As the CXCL12 seems regulated monocyte-macrophages 

differentiation and activation [49], we investigate the 

implication of the chalcone 4 in the response of macrophages 

in the lung in the model of asthma. 

First, we investigate the effect of the in vivo treatment with 

chalcone 4 on the macrophages response. BALF were 

collected 24h after the last challenge and cells were distributed 

on 96 wells plate, incubated 3 h at 37°C in RPMI 1640 

medium, vortexed and non-adherent cells were immediately 

eliminated in supernatant. Adherent cells were identified as 

macrophages (F4/80+) over 97% and homogeny of proportion 

and distribution in each well was controlled (supplementary 

Figure S4). 

Figure 5A shows the response ex-vivo of alveolar 
macrophages to 50mM CXCL12. Addition of CXCL12 in 

culture medium lead to secretion of TNFα in supernatant. 

Although all alveolar macrophage population respond to 

CXCL12, we find that macrophages from OVA-sensitized and 

challenged mice exhibit a greatest release of TNFα as compare 

to macrophages from OVA-sensitized mice challenged with 

saline. Treatment of mice with chalcone 4 abolishes the great 

output of TNFα (-98±9 %), without modifying the baseline 

levels of control mice. According to this results and because 

macrophages as know to be the major source of TNFα in the 

lung, we assessed to measure TNFα in the lung homogenate 
(supplementary Figure S5A). TNFα level is significantly 

increases in the lung homogenate in OVA-treated mice and 

significantly inhibits by chalcone 4 administrations (- 

62±11%). 

As macrophages seem to be affected by CXCL12 and the 

treatment with chalcone 4, we measured the release of TNFα 

(supplementary Figure S5B) and IL-5 (Figure 5B) by 

alveolar macrophages in response to OVA. 

 

 
 

Figure 4. Chalc4 reduces eosinophil chemoattractant agents but remain without effect on immunization against OVA.  A-C. BAL fluid was collected 24h after 
the last OVA challenge. The levels of IL-5 (A), CCL11 (B) and Il-4 (C) were determined using ELISA in OVA sensitized mice  challenged with OVA (squares) or 
saline (dots) and treated with Chalc4 (grey) or HPβCD (black). Dots and squares are individual values, lines are means and error bars show S.E. values 
(n=6/group) D. Level of OVA-specific IgE in plasma. Dots and squares are individual values, lines are means and error bars show S.E. values (n=6/group). 
Statistical analysis consisted of one-way ANOVA and Tukey post-test was conducted with Prism software (GraphPad). 

$$$
 P≤0.001 vs HPβCD group and *P≤0.05; 

**P≤0.01 vs OVA group. 
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Figure 5. Treatment with Chalc4 inhibits cytokines release by alveolar macrophages in response to  CXCL12 or OVA  and reduces the recruitment of M1 
macrophages in BALF. A and B. Alveolar macrophages of OVA sensitized mice challenged with OVA or saline and treated with Chalc4 (grey) or HPβCD 
(black)were collected in BALF 24h after the last OVA challenge, isolated in 96-wells microplates and stimulated overnight (16h) with CXCL12 (50nM) or OVA 
(100ng/ml). The levels of TNFα (A) and IL-5 (B) were determined using ELISA in supernatant. Blocks are means obtained in 2 independent studies and error 
bars show S.E. values (n=3+6/group) C. Direct flow cytometry analysis was used to measured M1 (CD197+, CD206-) and M2 (CD206+) macrophages in BALF, in 
OVA sensitized mice  challenged with OVA (squares) or saline (dots) and treated with Chalc4 (grey) or HPβCD (black). Dots and squares are individual values 

obtained in 2 independent studies, lines are means and error bars show S.E. values (n=6+8/group). Statistical analysis consisted of one-way ANOVA with Tukey 
post-test and two-way ANOVA with Bonferroni post-test was conducted with Prism software (GraphPad). 

$
 P≤0.05; 

$$$ 
P≤0.001 vs HPβCD group and *P≤0.05; 

***P≤0.001 vs OVA group. 

 

Ovalbumin increase release of TNFα and IL-5 by 

macrophages with a significantly greatest release in 

macrophages from OVA-sensitized and challenged mice. 

Treatment of mice with chalcone 4 inhibit the release of TNFα 

(-99±8 %) and IL-5  

(-91± 5%) by macrophages and not modify baseline in control 

mice. 

Second, we investigate the activation of macrophages in BAL 

by direct flow cytometry analysis of BALF cells in twice 

experiments. Figure 5C, reveals that the M2 macrophage 
population (CD206+) is stable in mice regardless of mice 

treatment and is not affect by OVA challenges. On the 

contrary, ovalbumin challenges increase significantly the M1 

macrophage population (CD206-, CD197+) as compare to 

saline challenge and is significantly reduce by chalcone 4  

(-61±9 % and -62±11 %). HPβCD and chalc4 administration 

in saline challenged mice not modify the baseline population 

of M1 macrophages. 

 

Local treatment with Chalc4 reduces the level of the 
chemokine CXCL12 in the lung 
Regarding to chalcone 4 is a neutraligand of the CXCL12 

chemokine, we assay the level of CXCL12 in lung. Lung 

tissues were homogenate, centrifuge and supernatant were 

used to measure CXCL12. Figure 6 shows the percent of 

CXCL12 chemokine in lung. Surprisingly, our results show 

that CXCL12 is not increase in OVA-treated mice as compare 

to saline challenged mice. Treatment with chalcone 4 

significantly reduce the level of CXCL12 in the lung by  

-16±3 % in saline challenged mice and by -20±2% in OVA 

challenged mice as compare to HPβCD treated mice. Study 
was reproduced twice with similar results: chalcone 4 

significantly reduce the level of CXCL12 in the lung by  

-25±3 % in saline challenged mice and by -20±2 % in OVA 

challenged mice as compare to HPβCD treated mice.  

The dose-response curve of CXCL12 detect by ELISA 

(supplemental Figure S6) in absence or presence of HPβCD 

and Chalc4 is not impact and comfort the ability of the ELISA 

to detect CXCL12 and the results show above. 

 

Chalcone 4 disappears rapidly from the lungs after 
intranasal administration 
Iodo-chalcone 4 is the homolog of the chalcone 4 and prevents 

binding of Texas Red-labeled CXCL12 (CXCL12-TR, 100 

mM) to EGFP-tagged CXCR4, determined by fluorescence 

resonance energy transfer (FRET) with similar affinity as 

chalcone 4 (Ki = 45 ± 57 nM for chalcone 4 vs Ki = 25 ± 35 

nM for I-chalcone 4). The in vivo activity of the I-chalcone 4 

was assayed in a recently developed 8-day mouse model of 

airway hypereosinophilia [12] and compare to chalcone 4. 

Compound were administered intranasally in HP-βCD (10% 

w/w) at the dose of 300 nmol/kg, 2 hours before OVA 

challenges. Supplementary Figure S7 shows that eosinophil 

counts in BALF are inhibited in like manner by both chalcone 
4 and I-chalcone 4 respectively by 48±4% and 45±5%. We 

notice that the molecule I-chalcone 4 is as potent as chalcone 

4. Figure 7A and 7B shows the monitoring of I123-chalcone 4 

with single photon emission computed tomography (SPECT) 

after intranasal administration. Following the administration, 

I123-chalcone 4  is distribute in the airway between nose, 

trachea and lung and is equally present in the gall-bladder. At 

time = 25min, SPECT-CT image reconstitution shows the 

chalcone 4 disappearing rapidly of the lung and is newfound 

in bowels and bladder. SPECT-CT image reconstitution shows 

that only one hour after intranasal administration, I123-
chalcone 4 is no longer present in lung, the compound is 

exclusively found in gall-bladder, bowels and bladder. These 

results is confirm by the measure of the I123-chalcone 4 

isotope activity in tissues 5 min and 30 min after intranasal. 

 

 
Figure 6. Treatment with Chalc4 reduces the level of the chemokine 
CXCL12. Lung of OVA sensitized mice  challenged with OVA (squares) or 
saline (dots) and treated with Chalc4 (grey) or HPβCD (black) were perfused, 
collected and homogenate then the chemokine CXCL12 level was determined 
using ELISA. Dots and squares are individual values obtained in 2 
independent studies, lines are means and error bars show S.E. values 
(n=6+6/group). Statistical analysis consisted of one-way ANOVA and Tukey 
post-test was conducted with Prism software (GraphPad). 

# 
P≤0.05 vs HPβCD 

group and *P≤0.05 vs OVA group 
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Figure 7. Chalc4 is rapidly eliminated from the lung after intranasal administration. A-C. Chalc4-I123 was administrated i.n. with Chalc4 to a final dose of 
300nmol/kg and followed by tomography (SPECT) in Blab/c mice. Representative SPECT-CT image reconstitution of Chalc4-I123 distribution in whole body (A) 
and lung (B). C. Chalc4-I123 specific activity in several organs 5min and 30 min after intranasal administration. D. Lung, BALF, plasma and urine concentration-
time curve of Chalc4 after i.n. administration (300 nmol/kg). Dots are means and error bars show S.E. values (n=3). E. Plasma and urine concentration-time 
curve of Chal4-glucuronid metabolite following Chalc4 i.n. administration (300 nmol/kg). Dots are means and error bars show S.E. values (n=3). 

 

Figure 7C shows the fast distribution of the radioactive 

compound and elimination of the chalcone 4 in bile and urine. 

I123-chalcone 4 trough the lung tissues, drive to the liver and 

kidneys in blood, and eliminate in bile and urine. Because 

SPECT image reconstitution is limited by image acquisition 

time and to precise pharmacokinetic of the chalcone,  chalcone 

4 was administered intranasally and BALF, plasma, urine and 

lung were harvest and frozen in liquid nitrogen to measure 
chalcone 4 (Figure 7D) and metabolite (Figure 7E) in 

UHLPC-MSMS. Concentration-time curve of local 

administration of 300 nmol/kg chalcone 4 show a quick 

decrease in BALF and lung (6 fold less, of 313ng to 44 ng 

between 2 and 10 min) and is accompanied with an increase of 

chalcone 4 in plasma, with a peak at 5 min (42 ng) then the 

compound decrease quickly to 2 ng at 15 min (20 fold less). 

Chalcone 4 can be measure in urine with a peak at 20 min (4.5 

ng). In the same time, concentration-time curves of Chalcone 

4 glucuronid, the major metabolite determined in microsomal 

stability assay, show a fast increase of chalcone 4 glucuronid 

in plasma and in a large amount in urine with a maximum at 
30 min (Figure 7E) 

Therefore, the intranasal administration deliver the chalcone 4 

into the airway and especially in lung and is follow by a quick 

absorption, distribution an elimination of the chalcone and is 

characterized by  half-life times usually considered as "fatal" 

in the development of a drug: T1/2 < 5 min in lung (the target), 

T1/2 < 10 min in plasma and an elimination >95% of the 

compound in less than 30 min. 

 

 

Chalc4 intranasal administration take away the chemokine 
CXCL12 
Our result highlight that chalcone 4 is active in a mouse model 

of asthma after local administration and eliminate from the 

lung tissues in few minutes and more broadly from the mouse 

tissues in less than 30 min. This fact reveal a gap between the 

activity and the pharmacokinetic. 
As chalcone 4 elimination occurs rapidly, we investigated its 

neutraligand activity. We measure the CXCL12 concentration 

in plasma and BALF after intranasal administration of 

chalcone 4 or chalcone 1, the unsubstitued chalcone backbone 

already report as inactive on CXCL12 binding to CXCR4 [15, 

28]. Figure 8A shows that i.n. administration of chalcone 4 

increase by 1000 fold the plasma concentration of CXCL12. 

The kinetic is the same as chalcone 4, with a peak at 5min 

follow by a rapid back to standard concentration, in 1h. The 

concentration-time curve measured in BAL shows the same 

profile. In contrast, i.n. administration of chalcone 1 does not 

promote any increase in CXCL12 concentration in BAL and 
plasma. In addition, each i.n. administration of chalcone 4 

induce an increase of CXCL12 in plasma 5 min after 

instillation (Figure 8B) and reveal that the increase observed 

is lower after 3 administrations. Figure 8C shows the same 

change in BALF.In parallel,  Figure 8D shows the decrease of 

CXCL12 in lung homogenate after each intranasal 

administration of chalcone 4 up to -20±4 %. These results 

highlight that local treatment with the chalcone 4, neutralizes 

the chemokine CXCL12 of the lung tissues and take it away 

into the bloodstream where they are removed rapidly. This 

phenomenon appears to be very fast and linked to the 
pharmacokinetic of the chalcone 4. 
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Figure 8. Chalc4 intranasal administration take away the chemokine CXCL12. A. Plasma and BALF concentration-time curve of CXCL12 after i.n. 
administration of 300 nmol/kg Chalc4 or Chalc1. CXCL12 level was determined using ELISA. Dots are means and error bars show S.E. values (n=3). B and C. 
CXCL12 concentration in plasma and BALF before and 5 min after 1 to 4 daily administrations of Chalc4 (300 nmol/kg). Blocks are means and error bars show 
S.E. values (n=3). D. CXCL12 concentration in lung 24 hours after 1 to 4 daily administrations of Chalc4 (300nmol/kg). Blocks are means and error bars show 
S.E. values (n=3). E. Flow cytometry analysis of CXCL12 on the surface of BALF inflammatory cells from control (empty blocks) or OVA sensitized and 
challenged mice (full blocks)  following incubation 30min with 5 µM Chalc4 (grey) or HPβCD (black). Data are represented as % of CXCL12+ cells in respective 
cell populations. Blocks are means and error bars show S.E. values (n=3). F.  Confocal image of HEK cells coated with CXCL12-TR 10 nM before and after 
incubation with 10 µM Chalc4 or chalc1. G. Flow cytometry analysis of CXCR4+ macrophages, eosinophils, neutrophils and lymphocytes from OVA sensitized 
Balb/c mice challenged with OVA (full blocks) or saline (empty blocks) and treated with Chalc4 (grey) or HPβCD (black). Blocks are means obtained in 2 
independent studies and error bars show S.E. values (n=6+8/group). Statistical analysis consisted of two-way ANOVA with Bonferroni post-test was 
conducted with Prism software (GraphPad). 

$$$
 P≤0.001 vs HPβCD group and ***P≤0.001 vs OVA group. 

 

 

Moreover, the ability of the chalcone 4 to neutralize and 
capture the chemokine CXCL12 was confirmed on BALF 

cells by flow cytometry. In Figure 8E, we show that unlike 

other BALF cells, alveolar macrophages are naturally coated 

with CXCL12 in OVA sensitized mice challenged with saline 

or OVA. Ex vivo incubation with chalcone 4 leads a 

significant decrease in CXCL12 (50%) on the membrane of 

macrophages (Figure S8).  

In Figure 8F, the use of HEK cells and exogenous CXCL12-

TR confirmed the ability of chalcone 4 to capture the 

chemokine bind at the cell surface. CXCL12-TR is bind at the 

cell surface then chalcone 4 is added in the culture medium 
and incubated. After rinse, pictures show CXCL12-TR is 

suppress from the cell membrane. 

Furthermore, flow cytometry analysis of the expression of the 

receptor CXCR4 on BALF inflammatory cells (Figure 8G 

and S9) shows this expression is limit to a fraction of 

macrophages (± 40 %), eosinophils (± 15 %) and lymphocytes 

(± 1.4 %). In BALF, no neutrophils and only few lymphocytes 

express the receptor CXCR4. CXCR4+ macrophages 

population seems to be stable between OVA sensitized mice 

challenged with saline or OVA and treated with HPβCD or 

chalcone 4. OVA sensitization and challenges increase 

significantly CXCR4+ eosinophils in BALF. Treatment with 
chalcone 4 significantly abolishes the influx of CXCR4+ 

eosinophils (-98±1 %). Regarding to CXCR4+ lymphocytes, 

OVA challenges increase significantly the recruitment of 

CXCR4+ lymphocytes in BALF and this is significantly 

inhibited by treatment with chalcone 4 (-69±6%). 

 

 

Macrophages release CXCL12 in response to allergen 
While flow cytometry analysis reveals that macrophages 

expressed CXCL12 at the membrane, immuno-

cytofluorescence against CXCL12 clearly demonstrated that 

alveolar macrophages from BAL expressed CXCL12 in the 

cytoplasm and suggests that macrophage could release 

CXCL12 (Figure 9A). The in vitro stimulation of alveolar 

macrophages by LPS or ovalbumin followed 24h after by the 

measure of CXCL12 chemokine in supernatants confirmed 

that macrophages is able to release the CXCL12 chemokine 

(Figure 9B). Surprisingly, macrophages from OVA sensitized 

and challenged mice release more CXCL12 than macrophages 
from control mice and support that CXCL12 release should be 

increase after ovalbumin challenges. 

 
Figure 9. Macrophages release CXCL12 in response to LPS and allergen. A. 
Immunocytofluorescence of CXCL12 chemokine (green) on permeabilised 
cytospun macrophages. Nuclei are counterstain with DAPI (blue). B. Alveolar 
macrophages of OVA sensitized mice challenged with OVA (black) or saline 
(white) were collected in BALF 24h after the last OVA challenge, isolated in 
96-wells microplates and stimulated overnight (16h) with LPS (100ng/ml) or 
OVA (100ng/ml). The levels of CXCL12 was determined using ELISA in 
supernatant. Blocks are means and error bars show S.E. values (n=6/group). 
Statistical analysis consisted of two-way ANOVA with Bonferroni post-test 
was conducted with Prism software (GraphPad). $ P≤0.05 vs Ctrl/PBS group, 
*P≤0.05 vs Ctrl group, $$$ P≤0.001 vs HPβCD group, and ***P≤0.001 vs OVA 
group.
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DISCUSSION 
 

Our results show the anti-asthmatic effect of a 

CXCL12 neutraligand in a mouse model of acute allergic 

asthma. We previously described that the chalcone 4 is an 

efficient blocker of CXCL12 binding to CXCR4, and of the 

associated inhibition of cAMP production [28]. This 

compound is stable in biological fluids but also poorly soluble 
in physiological solutions and require to be complemented 

with HPβCD (10%, W/W) in order to be administrate locally 

at an efficient dose [15,25]. 

Several models of allergic asthma have been 

developed in mice and have revealed that disparities exist 

between mouse strains, protocols and the response against 

allergens. The ability to induce asthma features varies greatly 

among the different strains. Among the most widely used 

strain, BALB/c mice typically mount Th2-dominated immune 

responses, and the induction of parameters of allergic 

responses such as allergen-specific IgE, AHR, and 
eosinophilic airway inflammation are robust. Although all 

models promote a T helper type 2 (Th2) cell-based pulmonary 

inflammation, mouse models of allergic asthma are classically 

divided in 2 groups as acute and chronic models [51]. Acute 

models are defined as an artificial asthma-like reaction 

induced in the airways in few weeks and are generally 

constituted by a sensitization phase with adjuvant and a 

challenge phase composed with multiple local ovalbumin 

administration [32,45]. In contrast, chronic models have been 

developed to more closely mimic the human disease defined 

as a chronic inflammatory and required to multiply allergen 

exposures over many weeks without adjuvant and with 
extracts or purified proteins derived from potent human 

allergens such as HDM extract and/or grass pollen. 

Nevertheless, it appears that the acute ovalbumin models was 

used in development of many drugs and therapeutic strategies 

as corticosteroids, calcineurin inhibitor, thromboxane 

antagonist, leukotriene antagonist, anti-IgE, anti-IL-5, anti-IL-

4, anti TNF-α and are preferred models to develop anti-

asthmatic strategies [45].  

For these reasons, we decided to assess the anti-

asthmatic properties of chalcone 4 using an acute model of 

allergic asthma consisted of sensitization of Balb/c mice by 
intraperitoneal (i.p.) injection of chicken egg ovalbumin 

(OVA) adsorbed on the adjuvant aluminum hydroxide (alum), 

followed by repetitive intranasal (i.n.) challenges with OVA.  

In this acute model to OVA, local treatment with 

300nmol/kg chalcone 4, by the intranasal route, decrease 

significantly asthma symptoms as AHR, inflammatory cells 

recruitment and remodeling in the lung. Airway 

hyperresponsiveness (AHR) to methacholine was assessed 

with two exploratory techniques, by barometric whole body 

plethysmography and the forced oscillation technique 

(Flexivent®). AHR in response to MCh induce by ovalbumin 

is significantly inhibited by the local administration of 
chalcone 4 in non-invasive and was confirmed in invasive 

methodology. Inhibition of mucus production and collagen 

deposition in the lung by the chalcone 4 is accompanied with 

an inhibition of inflammatory cell recruitment in the lung and 

a significant decrease of eosinophils, neutrophils and 

lymphocytes in BALF. This concurs with the chalcone 4-

induced inhibition of Th2 cytokine production as 

demonstrated in this study for Il-5, CCL11 in BALF and 

TNFα in lung homogenate.  

Surprisingly, chalcone 4 does not reduce IL-4 

production measured in BALF and does not affect OVA-

specific immunoglobulins levels in plasma. IL-4 is 
predominantly produce by Th2 lymphocytes and IL-4 is 

known to promote activated B-cell proliferation, the 

differentiation of B cells into plasma cells and to induce B-cell 

class switching to IgE [37]. Moreover, chalcone 4 does not 

affect mast cell recruitment and also their ability to release 

protease and inflammatory mediators in response to 

ovalbumin. This results suggests that CXCL12 is not 

implicated in the recruitment of mast cells although mast cells 

are known to expressed CXCR4 and precursor of mast cell 

population can be recruited by CXCL12 [26,70]. The absence 

of activity of CXCL12 neutraligand on mast cell is support by 
the down regulation of CXCR4 observed upon IgE-mediated 

antigen stimulation [38]. However, our result about mast cells 

requires to be moderate because it was demonstrated that the 

presence of adjuvant (alum) leads to inflammation, IgE 

production and airway hyperresponsiveness independent of 

mast cells [78], suggesting that an asthma model without alum 

may be more relevant to study mast cells recruitment to 

CXCL12. On the other hand, elevated level of IL-4 was report 

of induce mastocytosis in allergic response [10] and promote 

mast cells to produce IL-4 in response to an allergen linked to 

the complex formed by high-affinity Fc receptor (FcγRI) and 

IgE [47,50] which suggests that elevated IL-4 level may be 
implicated in the maintain of mast cell recruitment.  

Before the first challenge with allergen, one of the 

prominent immune system cells found in the airways is the 

alveolar macrophages. Traditionally characterized as the first 

line of defense against foreign invaders, the role of alveolar 

macrophages extends to developmental processes, 

maintenance of tissue homeostasis and have been implicated 

in the development and progression of asthma [8]. 

Macrophages are also known to express CXCR4 [33] and can 

be able to release CXCL12 [49]. In addition, activation of the 

receptor CXCR4 by the chemokine CXCL12 may lead to a 

rapid extracellular release of TNFα [5] and macrophages are 

one of major origin of TNFα in the lung [48]. TNFα is an 

important pro-inflammatory cytokine in asthma notably 

involved as a chemoattractant for neutrophils and eosinophils 

and in the activation of, and cytokine release by, T cells [4]. 

According to these facts, alveolar macrophages may represent 

an important target in the treatment with CXCL12 

neutraligand. Our results show that 24 hours after the last 

challenge, alveolar macrophages in BALF expressed CXCR4 

and are coated with CXCL12. We shows that alveolar 

macrophages from OVA sensitized mice are able to release 

TNFα in response to CXCL12, and chalcone 4 suppress the 

increase observed in macrophages from OVA challenged 
mice. Alveolar macrophages release also TNFα and IL-5 in 

response to OVA and they are reduce by treatment with 

chalcone 4.  

Classically (M1) and alternatively (M2) activated 

alveolar macrophages has been differentiate by flow 
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cytometry with two classic membrane markers: the CCR7 

receptor (CD197) for M1-like macrophages [57,58,59,60,61] 

and the mannose receptor (CD206) for M2-like macrophage 

[56,61,62,63,64]. Analysis of alveolar macrophages activation 

state reveals that BALF macrophage population is constituted 

by 100% of M2 activated macrophages in control Balb/c mice 

sensitized with OVA/alum. Ovalbumin challenges induce M1 

activated macrophages influx in BALF and is reduce by 

chalcone 4. M1 activated macrophages are described to be 

pro-inflammatory and release profusely TNFα [6,41], and also 

to be associated with antigen presentation function [82]. In 

addition, the marker used to study the polarization of M1 

macrophages, the CCR7 receptor, is also know to be a marker 

for maturation of antigen presenting cells or APC [83,84] and 

is involved in the migration of APCs to lymph nodes in 

response to the chemokines CCL19 and CCL21 [85,86]. 

Maturation of APCs is also accompanied by overexpression of 

the CXCR4 receptor [87] and the CXCL12 chemokine 

contributes to the migration of CCR7+ cells to the lymph 

nodes [88,89,90,91]. These findings suggests that the cell 
population identified as M1 macrophage (CD45+, CD11b+, 

GR1-, MHCII+, CD11c+, CCR7+) may also be considered as 

APCs. Chalcone 4 reduces the activation of APC-like cells 

and suggests that CXCL12 is implicated in the activation of 

macrophages in response to allergen. chalcone 4 may be also 

succeptible to disrupt the migration of APCs to the lymph 

nodes, and contributes to reduce the allergic response. 

In addition, our results show alveolar macrophages 

represent an important source of IL-5, therefore regulation of 

macrophage activation state and their response to OVA by 

chalcone 4, decreases eosinophil recruitment in the airways 

following the inhibition of the recruitment and activation of 
the lymphocytes, but also directly with a decrease of IL-5 

release. The inhibition of the eosinophil influx is complete by 

the direct neutralization of CXCL12 by chalcone 4. Flow 

cytometry analysis of CXCR4+ cells in BALF show that OVA 

sensitization and challenges induce the recruitment of 

CXCR4+ eosinophils in BALF. In OVA sensitized/challenged 

mice, CXCR4+ eosinophils represented 14% of the eosinophil 

population and is totally abolished by chalcone 4 treatment. 

The percent of CXCR4+ eosinophils measured in BALF, is 

consistent with previous studies that have demonstrated a low 

expression of CXCR4 on eosinophils in blood or in BALF of 
asthmatic patients [35, 42].  

The dissection of the pharmacokinetic of the 

chalcone has led us to study the interaction between CXCL12 

and the neutraligand and leads to describe an original 

mechanism. Local administration of chalcone 4 take away the 

chemokine CXCL12 through the lung, in the blood stream 

where they are removed rapidly. Chalcone 4 is eliminated by 

the liver, in the bile or in urine in the form of glucuronid-

chalcone 4. For CXCL12, the chemokine is not found in bile 

or urine (data not shown) and its rapid elimination of the 

blood stream suggests the presence of active mechanisms. 

CXCR7 is known to be a scavenger receptor for CXCL12 
[30,43], is highly expressed on endothelial cells and a recent 

article suggests that CXCR7 on the surface of the vascular 

endothelium can regulate the plasma concentration of the 

chemokine CXCL12 [92]. According to these findings, we 

suggest that CXCL12 in the blood stream binds to CXCR7 

receptors to be internalized and degraded.  

Furthermore, the neutralization of CXCL12 by 

chalcone 4 in the lung leads to record a pharmacokinetic 

usually considered as "fatal" and which usually results in the 

elimination of the drug candidate [31]. The pharmacokinetic is 

a key component in the development of new drug and often 

considered before in vivo activity in the choice of drug 

candidate. Our results show the necessity to be careful in the 
setting up of an early drug discovery plan and put question 

about the place of the pharmacokinetic in the rational 

governing the early drug discovery and the choice of new 

candidate. 

In our study, the chalcone 4 is able to bind CXCL12 

chemokine and loosed the chemokine from 

glycosaminoglycans (GAG) at the cells surface and its 

pharmacokinetic is correlate with the trapping of CXCL12. 

Repeated intranasal administration of chalcone 4 results in a 

decrease of the chemokine CXCL12 in the lung. After 4 

intranasales, the amount of CXCL12 measured by ELISA is 
reduce by 20% in control and OVA challenged balb/c mice. 

Moreover, in our hands, CXCL12 production is not affect in 

OVA sensitized and challenged mice. This observation is also 

report with immunohistochemical detection in lung tissue 

shows no change [27], while immunochemical determination 

in BALF [44] and gene expression in lung [23] conclude that 

CXCL12 is up-regulated. The most likely explanation is that 

CXCL12 production appears to be dependant of the mouse 

strain [80]. 

In addition, our results confirmed that macrophages 

are able to release CXCL12 according to the literature [49] 
and suggest that M1 macrophages are more sensitive to LPS 

or OVA. Moreover, Sánchez-Martín decribe an autocrin 

release of CXCL12 in macrophages able to increase CD14 

expression in response to LPS. In accord with this description, 

our results suggest that allergen may induce a similar autocrin 

release of CXCL12, able to module macrophage activation 

and APC like differentiation. 

 

In conclusion, our results show a strong antiasthmatic 

activity of chalcone 4 administered intranasally in a mouse 

model of acute asthma. Local administration of chalcone 4 

neutralizes then takes away the chemokine CXCL12 and 
reduce CXCL12 in lung by 20% after four intranasales 

administrations. This trapping of CXCL12 by the neutraligand 

inhibits the macrophages differentiation in M1 macrophages 

in response to the allergen and reduces the release of pro-

inflammatory cytokines by macrophages. These findings may 

lead in the decrease of the recruitment / activation of T cells. 

The action of chalcone 4 treatment on macrophages seems 

also directly implicated in the inhibition of the recruitment of 

neutrophils and eosinophils. In addition, neutralizing CXCL12 

decrease the chemo-attractant activity of CXCL12 to 

CXCR4+ eosinophils and CXCR4+ lymphocytes. Finally, our 
results highlight the role of CXCL12 on macrophages 

activation and differentitation and allow us to propose an 

original link between the CXCL12 chemokine and 

macrophages in the response to allergen.
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SUPPLEMENTAL INFORMATION 

 

METHODS 
Measurement of airway resistance by the forced oscillation 
technique. Airway responsiveness to methacholine was 

assessed using the forced oscillation technique (Flexivent®, 

SCIREQ, Montreal, Canada) and as described previously 

[19]. Mice were anesthetized with an intraperitoneal injection 

of 6ml/kg of xylasine (Rompun®;0.25%), followed 50 

minutes later by an intraperitoneal injection of 6ml/kg of 

pentobarbital sodium (0.9%). The trachea was exposed and 

an 18-gauge metal needle was inserted into the trachea. 

Airways were connected to a computer-controlled small 

animal ventilator, and quasi-sinusoïdally ventilated with a 

tidal volume of 10 ml/Kg at a frequency of 150 breaths/min 
and a positive end-expiratory pressure of 2 cm H2O to 

achieve a mean lung volume close to that during spontaneous 

breathing. Each mouse was challenged for 10 sec with an 

aerosol,  generated with an in-line nebulizer and administered 

directly through the ventilator: PBS for the baseline and 

followed by MCh challenge at 50 mg/ml. For calculation of 

the effect of methacholine, the peak response was used as the 

mean of the three maximal values, and integrated for 

calculation of airway elastance (E) and compliance (C). 

Airway elastance is expressed as cm H2O.ml-1 and airway 

compliance as ml.cm H2O-1 

ELISAs. TNFα, (R&D systems) ELISA kits were used 

according to the manufacturer’s instructions. TNFα were 

quantified in the culture supernatants and TNFα was also 

quantified in the supernatants obtained from the lung tissues 

after they were grounded with an UltraTurax® and 

centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4°C. 

Ovalbumin-specific IgG1 and IgG2a plasma levels were 

determined by ELISA. Microtiter plates were coated 

overnight at 4°C with the capture antibody: anti-mouse IgG1 

or IgG2a at 2 μg/well in carbonate buffer, pH 9.5 (BD 

pharmingen, R19-15 and A85-1). After three washings with 

phosphate-buffered saline containing 0.05% Tween-20, 
microtiter plates were blocked for 1 h at 37 °C with 10% 

bovine serum albumin in phosphate buffered saline. After 

three washings with phosphate-buffered saline containing 

0.05% Tween-20, plasma samples were incubated for 2 h at 

room temperature. After three washings with phosphate-

buffered saline containing 0.05% Tween-20, an ovalbumin-

HRP (BUF048, Abdserotec) was added to the wells and 
incubated for 1 h at room temperature. The plates were 

washed and the horseradish peroxidase substrate, 

tetramethylbenzidine (BD Pharmingen) was added and 

coloration allowed to develop for 15–20 min. The reaction 

was stopped by addition of 0.5 M H2SO4 and absorbance 

intensity was read at 450 nm. Plasma levels of ovalbumin-

specific Igs were expressed as optical densities (O.D). 

Alveolar macrophages culture. On day 21, BALF cells from 

each group of treated mice (HPβCD, chalc4, OVA and OVA-

chac4) were centrifuged (300 g for 5 min at 4 °C) to pellet 
cells and cells were re-suspended in 0.5ml of RPMI 1640 

medium, supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 

penicillin (50 U/ml) and streptomycin (50 µg/ml) and were 

dispatched in a culture 96 well microplate and incubated 3 

hours at 37°C. The microplate was then vortex (1200rpm, 

1min) to resuspend all unfixed cells in supernatant and 

supernatant were immediately removed. The microplate was 

immediately wash with complete media. Alveolar 

macrophages were stimulated with OVA (100ng/ml) in 

complete media for 16h at 37°C. Supernantant was collected 

in a Protein LoBind Deepwell plate (0030504100, 

Eppendorf) and store at -20°C and cells were fixed by 
dehydration with a Concentrator plus (Eppendorf) at room 

temperature and store at room temperature and protect from 

the light.  

Cells were incubated with F'4/80-AlexaFluor®488 and 

propidium iodide in 100µl of cold PBS-BSA 1% for 1h at 

4°C and cells were wash with cold PBS. Purity and quantity 

of macrophages per well was analysis using Celigo® S 

Imaging Cell Cytometer (Brooks). 

White blood cells formula. White blood cells were analysis 

using ADVIA 120® System (Siemens Healthcare). Samples 

of Blood were collected day 21 in inferior vena cava and 
placed in EDTA-CAPIJECT® Micro Collection Tubes  (T-

MQK, Terumo®) and stored in ice. White blood cells were 

analysis 5 hours after collection. 

 

FIGURES 
 
Figure S1. Effect of chalcone 4 on the development of airway 
hyperreactivity assessed by Flexivent® technique in a mouse model of 
asthma. Balb/c mice were sensitized to OVA and challenged with OVA or 
saline. Chalc4 (grey line) or  HPβCD (black line) were administered i.n. 
(300nmol/kg) 2h before each OVA (square) or saline (dots) challenge. A. 
Airway elastance (cm H2O.ml-1) in response to aerosolized PBS and MCh 
(50mg/ml, i.e. 0.26 M, in PBS). B. Airway compliance (ml.cm H2O-1) in 
response to aerosolized PBS and MCh (50mg/ml, i.e. 0.26 M, in PBS). Dots 
and squares are individual values, lines are means and error bars show S.E. 
values (n=8/group). Statistical analysis consisted of two-way ANOVA and 
Bonferroni post-test and was conducted with Prism software (GraphPad). 

$$$
 

P≤0.001 vs HPβCD group and ***P≤0.001 vs OVA group.
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Figure S2. Effect of Chalc4 on white blood cell formula. WBC was 
determined with ADVIA 120® System in blood samples collected on day 21 
in OVA sensitized mice challenged with OVA (full blocks) or saline (empty 
blocks) and treated with Chalc4 (grey) or HPβCD (black). Number of white 
blood cells (WBC), neutrophils (Neutro), lymphocytes (Lympho), monocytes 
(Mono), eosinophil (Eosino), large unstained cells (LUC) and basophils (Baso) 
are represented. Blocks are means and error bars show S.E. values 
(n=8/group). 
 
 
 
 
 

 
Figure S3. Effect of Chalc4 on plasma OVA-specific Ig levels. A and B. Levels 
of OVA-specific IgG1 and IgG2a in plasma. Dots and squares are individual 
values, lines are means and error bars show S.E. values (n=6/group). 
Statistical analysis consisted of one-way ANOVA and Tukey post-test was 
conducted with Prism software (GraphPad). 

$$
 P≤0.001 and 

$$$
 P≤0.001 vs 

HPβCD group. 
 
 
 
 
 

 
Figure S4. Homogeneity in number and proportion of alveolar 
macrophages in 96 wells plate. Alveolar macrophages of OVA sensitized 
mice  challenged with OVA or saline and treated with Chalc4 (grey) or 
HPβCD (black) were collected in BALF 24h after the last OVA challenge, 
isolated in 96-wells microplates and stimulated overnight (16h) with CXCL12 
(50nM) or OVA (100ng/ml). Celigo® S Imaging Cell Cytometer (Brooks) was 
used to determine the number of CF4/80+ cells and the number of PI+ 
(propidium iodide) cells in each well. Results were expressed in percent of 
macrophage (F4/80+/PI+) in wells (Black blocks with left Y axis). Grey dots 
are numbers of macrophages in wells (right Y axis). Blocks and Dots are 
means and error bars show S.E. values. 
 
 
 

 
Figure S5. Effect of Chalc4 on TNFα level in the lung and TNFα release by 
alveolar macrophages in response to OVA. A. Lungs were collected 24h 
after the last OVA challenge and homogenate with UltraTurax® The levels of 
TNFα was determined using ELISA in OVA sensitized mice challenged with 
OVA (squares) or saline (dots) and treated with Chalc4 (grey) or HPβCD 
(black). Dots and squares are individual values obtained in 2 independent 
studies, lines are means and error bars show S.E. values (n=6+8/group).  
B. Alveolar macrophages of OVA sensitized mice challenged with OVA or 
saline and treated with Chalc4 (grey) or HPβCD (black)were collected in 
BALF 24h after the last OVA challenge, isolated in 96-wells microplates and 
stimulated overnight (16h) with OVA (100ng/ml). The levels of TNFα was 
determined using ELISA in supernatant. Blocks are means obtained in 2 
independent studies and error bars show S.E. values (n=3+3/group). 
Statistical analysis consisted of one-way ANOVA with Tukey post-test was 
conducted with Prism software (GraphPad). 

$$
 P≤0.01, 

$$$
 P≤0.001 vs HPβCD 

group and *P≤0.05, ***P≤0.001 vs OVA group. 
 
 
 
 
 

 
Figure S6. Effect of Chalc4 on CXCL12 detection by ELISA. Dose response 
curve to CXCL12 incubated in PBS, HPβCD 10% and with increasing dose of 
ChalC4 (0.5µM to 100µM). Dots are means. 
 
 
 
 
 

 
Figure S7. Effect of Chalc4 and I-Chalc4 on eosinophil recruitment in a 8-
day mouse model of airway hypereosinophilia. Effect of local 
administration of 300 nmol/kg Chalc4 (grey), I-chalc4 (light grey) or HPβCD 
(black) on absolute number of eosinophil in BAL fluid 24h after the last 
challenge in Balb/c mice sensitized to OVA and challenged with OVA or 
saline. Blocks are means and error bars show S.E. values (n=6/group). 
Statistical analysis consisted of one-way ANOVA with Tukey post-test was 
conducted with Prism software (GraphPad). 

$$$
 P≤0.001 vs HPβCD group and 

**P≤0.01, ***P≤0.001 vs OVA group.  
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Figure S8. Effect of Chalc4 on expression of CXCL12 on the surface of 
macrophages. Flow cytometry analysis of CXCL12 on the surface of BALF 
macrophages from OVA sensitized mice challenged with saline (A) or OVA 
(B) following incubation 30min with 5 µM Chalc4 (red histogram) or HPβCD 
(Blue histogram). Black histogram: unstained macrophages. 
 
 
 
 

 
Figure S9. Effect of Chalc4 on CXCR4+ cells in BALF. Flow cytometry analysis 
of CXCR4 on the surface of BALF cells from OVA sensitized/challenged mice 

treated with Chalc4 (red histogram) or HPβCD (blue histogram). Black 
histogram: unstained cells. 
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Ce travail est le résultat d'une étroite collaboration entre le laboratoire d'Innovation Thérapeutique 

(UMR7200, faculté de pharmacie), le laboratoire de biotechnologie et signalisation cellulaire 

(UMR7242, ESBS), et la plateforme Techmed’ILL. La synergie née de cette collaboration a permis le 

développement de neutraligands de la chimiokine CXCL12, la chalcone 4, la mise en évidence de son 

activité anti-antiasthmatique dans un modèle aigu d'asthme allergique et de son mode d'action 

original. 

L'implication de CXCL12 et de ses récepteurs CXCR4 et CXCR7 dans l'asthme a notamment été mis en 

évidence chez la souris par l'utilisation d'anticorps neutralisant soit CXCR4 ou CXCL12, ou encore 

l'utilisation d'un antagoniste du récepteur CXCR4: le composé AMD3100. Ces stratégies permettent 

de réduire l'éosinophilie et l'hyperréactivité des voies aériennes, tandis que la surexpression du 

récepteur CXCR4 par les leucocytes, suite au transfert du gène médié par un vecteur rétroviral, 

augmente l'inflammation pulmonaire (Gonzalo et al. 2000, Lukacs et al. 2002, Hogaboam et al. 2005). 

Il apparait ainsi que les modèles d'asthme allergique chez la souris sont adaptés à l'étude de l'activité 

in vivo de nos neutraligands de la chimiokine CXCL12. Nous avons ainsi évalué l'activité anti-

inflammatoire in vivo de la chalcone 4, le premier neutraligand de CXCL12 mis en évidence par nos 

équipes (Hachet-Haas et al. 2008).  

Cependant, l'utilisation d'un modèle aigu d'asthme allergique en 21 jours est coûteux et 

consommateur d'espace dans l'animalerie car il requiert le maintien des animaux sur une période de 

4-5 semaines. Ce modèle  nécessite également une organisation et une planification rigoureuse et 

s'avère peu adapté à l'évaluation de l'activité anti-inflammatoire in vivo de nouveaux neutraligands 

de CXCL12.  

 

Développement d'un modèle rapide d'asthme allergique chez la souris. 

La première partie de ma thèse a consisté à mettre au point et valider un modèle de courte durée 

d'asthme allergique chez la souris, caractérisé par une hyperéosinophilie robuste dans les voies 

aériennes, afin de garantir une évaluation rapide de l’activité anti-inflammatoire des nouveaux 

composés. Nous pourrons ainsi optimiser nos échanges avec les autres équipes, chimistes, 

biochimistes et pharmacologues moléculaires, dans le but de garantir un développement raisonné de 

nos stratégies.  

Forts de notre expérience sur les modèles d'asthme allergique à l'ovalbumine qui permettent  

d'induire une inflammation rapide, robuste et reproductible des voies aériennes, nous avons 

envisagé d'adapter le modèle conventionnel cité précédemment (Hachet-HaaS et al. 2008). Notre 

travail a permis de mettre au point un modèle rapide d'hyperéosinophilie bronchique chez la souris 

Balb/c, en 8 jours. Ce modèle est constitué d'une étape de sensibilisation à l'ovalbumine composée 

de trois administrations intrapéritonéales consécutives les trois premiers jours, suivie de trois 
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provocations allergéniques par voie intranasale au jours 5, 6 et 7 (publication n°1). Nous avons 

montré que la sensibilisation à l'ovalbumine nécessite l'utilisation d'hydroxyde d'aluminium de 

qualité (publication n°A1), un adjuvant connu pour favoriser le développement du phénotype Th2 

par le système immunitaire exposé à un antigène (McKee et al. 2009). De plus, nous montrons 

qu'une durée de trois jours est indispensable au recrutement d'un grand nombre d'éosinophiles dans 

les voies aériennes (publication n°1 et n°A4), et que la répétition journalière des provocations 

allergéniques sur 3 jours permet d'accroître la réponse inflammatoire dans les voies aériennes et de 

garantir un afflux important d'éosinophiles (≥50% des cellules présentes dans le lavage 

bronchoalvéolaire ou LBA), ainsi qu'une reproductibilité suffisante permettant de limiter le nombre 

d'animaux à 6 animaux par groupe (publication n°1 et n°A4). La reproductibilité de ce modèle court  

est équivalente au modèle conventionnel en 21jours (publication n°1). 

Nous avons démontré que l'infiltrat inflammatoire est équivalent à celui mesuré dans le modèle 21 

jours et que l'afflux d'éosinophiles est également en accord avec l'augmentation significative d'IL-5, 

principale cytokine impliquée dans le recrutement des éosinophiles (Rothenberg et al. 2006), d'IL-4 

responsable de la différenciation lymphocytaire B en plasmocyte sécréteur d’immunoglobulines E 

(IgE) spécifiques de l'ovalbumine (publication n°1). La répétitions des provocations allergéniques 

permet de maintenir une libération élevée des cytokines Il-4 et IL-5 et promeut ainsi la réponse 

inflammatoire (publication n°A4). La répétition des provocations allergéniques permet de maintenir 

une libération élevée des cytokines IL-4 et IL-5 et promeut ainsi la réponse inflammatoire 

(publication n°A4). Nos résultats confirment ainsi que le protocole d'immunisation mis en place, bien 

que très court, est suffisant pour induire une réponse allergique de type Th2, spécifique de 

l'allergène, conduisant au recrutement des cellules inflammatoires dans les voies aériennes.  

L'inflammation induite dans le modèle court est également accompagnée, comme dans le modèle 

conventionnel, d'une augmentation du nombre de mastocytes autour de la bronche primaire et d'un 

remodelage bronchique caractérisé par une hyperplasie des cellules caliciformes et une 

augmentation des dépôts de collagène autour des bronches (publication n°1). Nos résultats mettent 

en évidence que la réponse à l'allergène est très similaire entre ces deux modèles et que seule la 

réactivité bronchique à la métacholine diffère. Le modèle 8 jours présente une hyperréactivité dont 

l'amplitude est plus faible que dans le modèle 21 jours (réactivité bronchique 2 fois plus élevée par 

rapport aux animaux témoins, pour le modèle 8 jours, et 4 fois plus élevée dans le modèle 21 jours). 

Cette hyperréactivité est difficile à mesurer par pléthysmographie sur animaux vigiles, mais bien 

caractérisée sur animaux anesthésiés (Flexivent®). L'hyperréactivité bronchique mise en évidence 

dans le modèle court reste cependant trop faible pour permettre d'évaluer l'activité d'un composé 

sur ce paramètre avec un faible nombre d'animaux (National Centre for the Replacement, Refinement 

and Reduction of Animals in Research). 
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Nous avons ainsi développé un modèle rapide, présentant les principales caractéristiques de l'asthme 

allergique et capable de réduire les délais et les coûts. Toutes les données confirment que le modèle 

8 jours est un modèle rapide et reproductible, adapté à l'étude de nouvelles stratégies 

thérapeutiques pour le traitement de l'hyperéosinophilie des voies aériennes associée à l'asthme 

(mesuré dans le LBA, publication n°A2). 

 

Développement de dérivés de la chalcone 4, promotion d'une activité local du neutraligand 

adaptée au traitement de l'asthme 

Dans un deuxième temps, nous avons parfait le concept de neutraligand de CXCL12 dans l'asthme. Il 

a été montré précédemment que l’administration systémique de la chalcone 4 inhibe efficacement 

l’afflux d’éosinophiles dans le modèle aigu d’asthme en 21 jours chez la souris (Hachet-Haas et al. 

2008), une activité in vivo qui est cependant limitée par la faible solubilité du composé dans les 

tampons aqueux (9 µM dans un tampon HEPES). Dans le but d'accroître la distribution du 

neutraligand dans les voies aériennes et d'augmenter ainsi l'accès à sa cible pharmacologique et son 

efficacité, nous avons envisagé une administration locale du neutraligand, par voie intranasale. Trois 

dérivés solubles ont été conçus et synthétisés par l'ajout d'une fonction solubilisante constituée d'un 

groupement phosphate, sérine ou sulfate (publication n°2).  

Nous avons montré que ces dérivés étaient plus solubles que la chalcone 4 (jusqu'a 3000 fois plus 

pour la chalcone 4 phosphate), mais qu’ils n'inhibent pas la liaison de la chimiokine CXCL12 à CXCR4, 

mesurée in vitro par FRET. Ils ne sont donc pas neutraligands de CXCL12. L'étude physicochimique de 

ces composés à la plateforme TechmedILL a cependant révélé que les trois composés sont rapidement 

clivés en chalcone 4, le principe actif, en présence d'un homogénat pulmonaire. Les dérivés 

synthétisés se comporte donc comme des prodrogues de la chalcone 4. Les mesures 

physicochimiques ont mis en évidence que les 3 dérivés présentent une demi-vie inférieure à 30 min, 

la chalcone 4 sulfate étant le composé clivé le plus lentement, et que le dérivé chalcone 4 sérine est 

le moins stable en solution. La chalcone 4-phosphate est le composé le plus soluble et le plus 

rapidement clivé en chalcone 4 dans les milieux biologiques, deux critères plébiscités pour en faire 

une prodrogue efficace (Stella et al. 1985, Rautio et al. 2007), et représente donc le composé le 

mieux adapté pour l'étude de l'activité anti-inflammatoire in vivo.  

L'administration locale, par voie intranasale, de la chalcone 4 et de la chalcone 4 phosphate  

(chalc4-P) à la dose maximale de 22nmol/kg (compte-tenu de la faible solubilité de la chalc4 dans le 

PBS: 22µM), a montré que seule la chalc4-P réduit l'inflammation des voies aériennes, permettant 

une diminution du recrutement des éosinophiles, des neutrophiles et des lymphocytes. Cette activité 

est corroborée par la courbe dose-réponse de la chalc4-P qui révèle une concentration inhibitrice 

médiane par la chalc4-P de 10nmol/kg (publication n°2). Ces résultats mettent en évidence l'intérêt 
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d'un neutraligand soluble et suggèrent que la prodrogue permet une distribution plus efficace de la 

chalcone 4 dans le tissu cible. L'étude in vivo des prodrogues sérine et sulfate montre une activité 

anti-inflammatoire similaire à la prodrogue chalc4-P à la dose de 30 nmol/kg ce qui indique que les 

trois prodrogues libèrent la même quantité de chalcone 4 active lorsqu'elles sont administrées 

localement dans les voies aériennes, un résultat cohérent avec la libération rapide de la chalcone 4 

mesurée in vitro dans les homogénats de poumon. Ainsi, nous avons développé dans cette étude 

trois composés prodrogues solubles et adaptés à une application topique à très faibles doses dans les 

voies aériennes, des résultats corroborés par l'activité systémique des prodrogues. Nous avons 

montré que l'administration systémique (i.p.) de la prodrogue par le biais de la chalc4-P permet de 

réduire le recrutement des éosinophiles dans le modèle court d'asthme allergique, et présente une 

activité équivalente à la chalcone 4, avec une concentration inhibitrice médiane proche de 

350µmol/kg (effet dose-réponse non publié). Ce résultat met en évidence que la dose administrée 

dans le cas du traitement local est très faible, soit 10 000 fois plus faible que par voie systémique 

pour une activité équivalente (publication n°2). 

Les prodrogues du neutraligand chalcone 4 représentent une stratégie intéressante, dans le cas du 

traitement de l'asthme, car leur activité à des doses très faibles permettraient de réduire les effets 

indésirables des traitements sur toutes les autres fonctions associées à la chimiokine CXCL12 en 

dehors du poumon. Une telle stratégie a aussi été décrite dans le cas des glucocorticoïdes (Derendorf 

et al. 2006). Le bénéfice de cette stratégie semble d'autant plus importante que la chimiokine CXCL12 

et ses récepteurs CXCR4 et CXCR7 soient impliqués dans l'inflammation, le cancer ou encore le 

syndrome d'immunodéficience acquise lié au VIH, la chimiokine CXCL12 est aussi impliquée dans 

l'homéostasie et permet notamment la rétention des précurseurs hématopoïétiques dans la moelle 

osseuse (Suarez-Alvarez et al. 2012). Aujourd'hui, l'antagoniste de CXCR4, l'AMD 3100 (Plerixafor, 

MOZOBILTM , solution injectable), est commercialisé pour le traitement de troubles lympho-

prolifératifs chez l'homme (Liles et al. 2005). Il y est utilisé pour sa capacité à mobiliser les cellules 

progénitrices CXCR4+, une activité également démontrée chez la souris (Broxmeyer et al. 2005). Un 

autre composé, dirigé contre la chimiokine CXCL12, le NOX-A12 (solution injectable), est en cours de 

développement clinique (phase II) et pressenti pour le traitement de la leucémie lymphoïde 

chronique (Vater et al. 2013), une fois encore pour sa capacité a recruter les cellules de la moelle 

osseuse dans le sang. 

Ainsi la conception de prodrogues solubles du composé chalcone 4 permet une administration locale, 

une activité anti-inflammatoire du neutraligand de CXCL12 à de très faible doses, et offre une 

stratégie intéressante pour le développement de médicament candidat pour le traitement de 

l'asthme en limitant les effets adverses. 
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Dans un second travail, nous avons cherché à développer un neutraligand actif localement et ne 

présentant pas d'activité systémique, de manière à éviter toute dissémination de l’activité dans 

l’organisme. Parmi les composés synthétisés, nous avons montré que le composé carbonitrile-

chalcone 4 (CN-chalc4) inhibe efficacement la liaison de la chimiokine CXCL12 à CXCR4 in vitro (FRET), 

et présente une activité identique à la chalcone 4 (publication n°3). Néanmoins, de même que la 

chalcone 4, le dérivé CN-chalc4 présente une très faible solubilité dans les tampons aqueux (9±1 µM 

et 16±2 µM, respectivement). Afin de permettre une administration locale in vivo, nous avons 

solubilisé ces composés dans une solution contenant 10% de 2-hydroxypropyl β-cyclodextrine, une 

formulation compatible avec une administration intranasale (Loftsson et al. 1996, Tewes et al. 2008) 

et qui permet d'augmenter la solubilité des composés (690±44 µM pour la chalc4 et 493±36 µM pour 

la CN-chalc4). 

Nous avons démontré que l'administration locale in vivo du dérivé CN-chalc4 permet d'inhiber le 

recrutement des éosinophiles dans les voies aériennes selon une courbe dose-réponse similaire à la 

chalcone 4. La comparaison des courbes doses-réponses des CN-chalc4 et chalc4 avec celle obtenue 

avec la chalc4-P met en évidence que la prodrogue chalc4-P a une concentration inhibitrice médiane 

50 fois plus faible  (500 nmol/kg versus 10 nmol/kg, respectivement) (publications n°2 et 3). De plus, 

la formulation des neutraligands CN-chalc4 et chalc4 permet de mesurer une activité anti-

inflammatoire après administration locale, mais elle reste inférieure à celle atteinte par les 

prodrogues à la même dose. Cette différence pourrait être expliquée par une distribution augmentée 

dans les poumons pour les prodrogues par rapport à la distribution obtenue avec des dérivés moins 

solubles (publication n°2 et 4). 

L'administration systémique (i.p.) des composés CN-chalc4 et chalc4 a révélé que le dérivé CN-chalc4 

est inactif, contrairement à la chalcone 4 qui permet de réduire significativement  l'inflammation des 

voies aériennes. La formulation des composés, en solution dans la 2-hydroxypropyl β-cyclodextrine 

ou en suspension dans une solution contenant 1% de carboxymethyl cellulose, est sans effet sur 

l'activité systémique (publication n°3). L'étude des propriétés physicochimiques de la CN-chalc4  a 

mis en évidence que l'absence d'effet à un site distant est liée à une dégradation rapide du composé 

en deux fragments inactifs, comme démontré in vitro dans du sérum de souris et dans un homogénat 

de poumon . Nous avons ainsi démontré que la CN-chalc4 est un neutraligand avec une durée de vie 

courte (demi-vie de 35 min) qui peut être défini comme une ante-drogue: un composé actif 

localement et dégradé en produits inactifs avant leur distribution dans l'organisme. Cette approche a 

permis d'obtenir un neutraligand de CXCL12 actif localement, adapté au traitement des maladies des 

voies aériennes, sans perturber les autres rôles de la chimiokine CXCL12 dans l'organisme. 
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Mode d'action du neutraligand chalcone 4 dans l'asthme 

Parallèlement au développement des prodrogues et de l'ante-drogue de la chalcone 4, nous avons 

étudié le mécanisme d'action de la chalcone 4 et son activité anti-asthmatique (publication n°4). 

Pour cela, nous avons utilisé le modèle conventionnel d'asthme allergique à l'ovalbumine en 21 jours 

chez la souris Balb/c. Nous avons montré que ce modèle est adapté à l'étude de la réactivité 

bronchique chez la souris Balb/c et présente une inflammation robuste et reproductible de type Th2, 

avec augmentation du nombre de mastocytes et qu’il permet d'étudier l’hypersécrétion de mucus et 

de collagène (publication n°1). Ce modèle aigu d'asthme allergique, plus classiquement utilisé que le 

modèle court (modèle 8 jours développé pour la sélection des composés) comprend une phase de 

provocation allergénique de 4 jours consécutifs, suffisant pour induire la plupart des caractéristiques 

de l'asthme allergique et adaptée à l'étude de l’activité de composés pharmacologiques : une 

chronologie parfaitement établie, traitement de courte durée et quantité de composé raisonnable. 

Ces caractéristiques en font les modèles les plus utilisés dans le développement des stratégies anti-

asthmatiques (Nials et al. 2008). En particulier, une hyperréactivité bronchique (HRB) à la 

métacholine bien reproductible est observée dans ce modèle 21 jours. 

 

Activité antiasthmatique: Nous avons montré que l'administration locale (i.n.) de chalcone 4 réduit 

l’hyperréactivité bronchique mesurée par plethysmographie chez l’animal vigile et non contraint. 

Cette réduction est confirmée par la mesure de la réactivité bronchique chez l’animal anesthésié 

(Flexivent®) par la mesure de la résistance des voies aériennes (publication n°4). Cette diminution de 

l'HRB est accompagnée d'une réduction significative et reproductible de l’hyperéosinophilie des voies 

aériennes, d’une diminution d'IL-5 et CCL11 (éotaxine), les deux principaux agents chimioattractants 

des éosinophiles. Le recrutement des neutrophiles et des lymphocytes dans le lavage 

bronchoalvéolaire est également diminué, ainsi que la production de mucus et la déposition de 

collagène. Il apparaît cependant que ce traitement par un neutraligand de la chimiokine CXCL12 ne 

permet pas de réduire les taux d'IL-4 libérée en réponse à l'ovalbumine, ainsi que des IgE 

plasmatiques, indiquant que l’activité de la chalcone 4 n’a pas pour cible les lymphocytes B 

producteurs d’IgE. Ces derniers résultats, réduction de la production d’IL-5 et pas de modification de 

production d’IL-4, ainsi que les effets connexes (hyperéosinophilie et production d’IgE) ont 

également été confirmés dans le modèle court d'asthme allergique (résultats non présentés), 

permettant d’asseoir ces résultats dans le contexte de l‘asthme allergique. La chalcone 4 ne réduit 

pas non plus le recrutement de mastocytes dans le poumon, laissant à penser que la neutralisation 

de CXCL12 n'est pas active pour influencer ce recrutement de cellules mastocytaires, dont les 

progéniteurs expriment pourtant CXCR4 (Matsuura et al. 2010). Il a été mis en évidence que la 

présence d'adjuvant (alum) aboutit à une inflammation, une production d'IgE et une hyperréactivité 
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bronchique indépendante des mastocytes (Nakae et al. 2007). Ces résultats ne nous permettent pas 

d’avancer sur cette hypothèse puisqu’une diminution de l’inflammation et de l’HRB sont observées 

sous l’influence de la chalcone 4, et que l’infiltrat mastocytaire n’est pas modifié. Il nous parait 

maintenant utile d’évaluer le rôle de la chalcone dans un modèle sans adjuvant qui permettra 

d’étudier la réponse des mastocytes à CXCL12. 

 

Pharmacocinétique: Nous avons mis en évidence une relation singulière existant entre la 

pharmacocinétique et la pharmacodynamie de la chalcone 4 lors de son administration locale. Dans 

l’objectif d’utiliser une analyse par imagerie SPECT, une collaboration entre les chimistes de notre 

équipe (Dr Dominique Bonnet) et de l’institut pluridisciplinaire Hubert Curien à Cronenbourg  

(Dr Ali Ouadi) a permis de synthétiser une chalcone iodée, dont l’activité est identique à celle de la 

chalcone 4 (neutraligand de CXCL12 inhibant le recrutement d’éosinophiles in vivo dans le modèle 

court d’asthme). Cette iodo-chalcone a été marquée par l’Iode123 radioactif (chalc4-I123) (publication 

en cours de rédaction). L'étude pharmacocinétique de la chalc4-I123 réalisée par SPECT et par 

activimétrie révèle que le neutraligand est rapidement éliminé du poumon (30 min) vers la 

circulation sanguine (pic à 5 min) pour être éliminé dans les urines, principalement sous la forme 

glucuronoconjuguée, et dans la bile qui relargue alors le composé dans les intestins pour être éliminé 

dans les fèces. L'élimination de la chalcone 4 dans la bile et sous forme glucuronoconjuguée dans les 

urines indique que la chalcone 4 est filtrée et métabolisée par le foie (Hagenbuch 2010). De plus, 

nous avons montré que cette absorption rapide de la chalcone 4, des poumons vers le sang, est 

concomitante à la présence de la chimiokine CXCL12 mesurée dans le sang, selon une cinétique 

parallèle à celle du composé (publication n°4). Nous en déduisont que la liaison de la chimiokine 

CXCL12 au neutraligand dans le tissu pulmonaire permet de la libérer des glycosaminoglycannes 

auxquels elle est liée à la surface cellulaire pour former un gradient de concentration et que ceci 

conduit à son élimination des poumons. Un tel phénomène de "capture" mis en jeu par la chalcone 4 

a été validé in vitro sur des cellules HEK293 par microscopie confocale où la chimiokine CXCL12-TR 

exogène préalablement liée à la surface des cellules peut être capturée par la chalcone 4 et éliminée. 

Nous montrons également qu'une incubation rapide ex vivo des macrophages du LBA en présence de 

chalcone 4 (5µM, 30min), suivie d'un rinçage, entraine une forte diminution du nombre de 

macrophages CXCL12+ (cytométrie en flux).  

De plus, nous avons montré que l'élimination de la chimiokine CXCL12 engendrée par 

l'administration de chalcone 4 diminue la concentration de CXCL12 dans le poumon après chaque 

administration de chalcone 4, et conduit à une réduction significative de 20% de la quantité de 

CXCL12 présente dans le poumon après 4 administrations intranasales (publication n°4).  
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Macrophages:  L'étude histologique et cytologique de la distribution de CXCL12 dans le poumon et 

les cellules inflammatoires met en évidence que la chimiokine est présente à la surface des cellules 

de l'épithélium bronchique, ainsi qu'à la membrane et dans le cytoplasme des macrophages 

(publication n°4, Gomperts et al. 2006). Nous avons donc étudié le rôle de la chimiokine CXCL12 et 

l'effet de la chalcone 4 sur les macrophages, représentant des cellules sentinelles du poumon. Une 

étude par cytométrie en flux des cellules du LBA permettant d'identifier efficacement les populations 

leucocytaires: éosinophiles, neutrophiles, lymphocytes T et B et macrophages (publication n°A3), à 

laquelle nous avons adjoint un anticorps anti-CXCL12, a confirmé la présence de la chimiokine 

CXCL12, à la surface des macrophages, contrairement aux autres leucocytes présents dans le LBA et 

qu'une proportion importante de ces macrophages exprime aussi le récepteur CXCR4 

(publication n°4). Nous avons observé que le nombre de macrophages est augmenté en réponse à 

l'ovalbumine dans nos modèles d’asthme et n'est pas significativement diminué par le traitement par 

les neutraligands de CXCL12, chalcone 4, prodrogues et ante-drogue (publication n°2, 3 et 4). Ces 

constats nous ont amenés à étudier l'état d'activation des macrophages en macrophages de type M1 

ou M2. Pour cela, nous avons utilisé des marqueurs extracellulaires connus pour être spécifique  de 

l'état d'activation des macrophages: l'expression du récepteur CCR7 (CD197) pour les macrophages 

M1 (Murphy et al. 2008, Badylak et al. 2008, Zeyda et al. 2010, Kodumudi et al. 2010, Riek et al. 

2012, Mercalli et al. 2013, Vasconcelos et al. 2013) et un récepteur au mannose (CD206) pour les 

macrophages M2 (Muller et al. 2007, Pechkovsky et al. 2010, Wentworth et al. 2010, Bhatia et al. 

2011, Riek et al. 2012).  

L'étude par cytométrie en flux de l'activation des macrophages en macrophages de type M1 (CCR7+, 

CD206-) ou M2 (CD206+, CCR7-) a mis en évidence que le traitement locale par la chalcone 4 diminue 

significativement le recrutement des macrophages de type M1 alors que la population des 

macrophages de type M2  reste stable (publication n°4).  

Le phénotype d'activation M1 des macrophages est associé à une activité pro-inflammatoire accrue 

(TNF-α), et à la fonction de présentation d'antigène (Lawrence et al. 2011). Nous montrons ex-vivo, 

que les macrophages du LBA des souris sensibilisées et provoquées à l'ovalbumine et traitées par la 

chalc4, libèrent moins de TNF-α et d'IL-5 en réponse à l'ovalbumine, mais également ne libèrent plus 

de TNF-α en réponse au CXCL12 exogène.  

D'autre part, le marqueur utilisé pour étudier le phénotype d'activation M1 des macrophages, le 

récepteur CCR7, est aussi connu pour être un marqueur de la maturation des cellules présentatrices 

d'antigène ou CPA (Poole et al. 2009, Jin et al. 2010) et est impliqué dans la migration de ces cellules 

vers les ganglions lymphatiques en réponse aux chimiokines CCL19 et CCL21 (Rivas-Caicedo et al. 

2009, Johnson et al. 2013). La maturation des CPA est aussi accompagnée d'une surexpression du 

récepteur CXCR4 (Sallusto et al. 1998) et plusieurs publications mettent en évidence la contribution 
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de la chimiokine CXCL12 dans la migration des cellules CCR7+ vers les ganglions lymphatiques 

(Humrich et al. 2006, Bai et al. 2009, Stutte et al. 2010), notamment par l'utilisation d'AMD3100, qui 

inhibe in vitro le chimiotactisme des CPA en réponse à CXCL12 et CCL21 et in vivo le recrutement des 

CPA CCR7-/- vers les follicules lymphoïdes de la rate (Umemoto et al. 2012). Ces résultats suggèrent 

que la population identifiée comme macrophage M1 (CD45+, CD11b+, GR1-, MHCII+, CD11c+, CCR7+) 

est constituée de macrophages activés qui pourraient être en cours de différentiation en CPA.  

Le neutraligand de la chimiokine CXCL12 permet de réduire la quantité de CXCL12 dans le poumon et 

permettrait ainsi de prévenir ou limiter l'activation des macrophages en réponse à l'allergène.   

 

Perspectives 

Nos résultats montrent que l'administration locale de la chalcone 4 entraîne une très forte 

augmentation de la concentration plasmatique de CXCL12, qui diminue ensuite rapidement, pour 

retrouver une concentration basale une heure après l'administration de la chalcone 4 (publication 

n°4). L'élimination rapide de CXCL12 dans le sang évoque la présence de mécanismes actifs. 

Cependant, le ou les mécanismes impliqués dans l'élimination de CXCL12 présente dans le sang suite 

à l'administration de la chalcone 4, restent inconnus. Un récent article suggère que l'expression de 

CXCR7 à la surface de l'endothélium vasculaire permet de réguler la concentration plasmatique de la 

chimiokine CXCL12 (Berahovich et al. 2013), un mécanisme conforté par le rôle de récepteur "piège" 

de CXCR7 (Naumann et al. 2011). L'administration systémique d'un antagoniste du récepteur CXCR7, 

le composé CCX771, augmente la concentration plasmatique de la chimiokine CXCL12, suggérant que 

l'inhibition de CXCR7 perturbe la régulation de la concentration plasmatique de CXCL12 (Berahovich 

et al. 2013). Il semble donc indispensable de confirmer le rôle du récepteur CXCR7 dans l'élimination 

de la chimiokine CXCL12 plasmatique suite l'administration de la chalcone 4. La démonstration 

pourrait être réalisée en prétraitant des souris par le composé CCX771 avant l'administration locale 

de la chalcone 4 et la mesure de CXCL12 dans le plasma. 

 

D'autre part, nous montrons que la chalcone 4 réduit le remodelage bronchique, notamment les 

dépôts de collagènes péri-bronchiques, mais nous ignorons si le neutraligand inhibe le recrutement 

des fibrocytes liés au développement de l'asthme (Nihlberg et al. 2006) . La chimiokine CXCL12 et ses 

récepteurs sont connus pour être impliqués dans le recrutement des fibrocytes CXCR4+/CD34+ 

(Gomperts et al. 2007, Garibald et al. 2013) qui contribueraient à la genèse d'une fibrose sous-

épithéliale (Schmidt et al. 2003, Nihlberg et al. 2006), et qui peuvent aussi produire des médiateurs 

pro-angiogéniques et favoriser l'angiogenèse (Hartlapp et al. 2001). De plus, la chimiokine CXCL12 

semble aussi impliquée dans la migration et la prolifération des cellules endothéliales (Costello et al. 

2012), notamment en induisant l'expression des facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF et 
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CXCL8 par son action sur CXCR7, et pourrait être impliquée dans la néo-vascularisation observée dans 

l'asthme. L'augmentation de la microcirculation des voies aériennes dans l'asthme est accompagnée 

d'une augmentation du flux sanguin et de la perméabilité microvasculaire entraînant la formation 

d'œdème dans la paroi bronchique. Ce phénomène contribue à l'épaississement de la paroi des 

bronches, et conduit à un rétrécissement de la lumière bronchique lors de la contraction du muscle 

lisse et amplifie l'hyperréactivité bronchique (Ribatti et al. 2009). Ainsi, la neutralisation de la 

chimiokine CXCL12 par la chalcone 4 pourrait diminuer le recrutement des fibrocytes et réduire la 

néo-angiogenèse. Nous montrons que l'administration de la chalcone 4 est associées à une 

diminution du recrutement des éosinophiles et des lymphocytes CXCR4+ dans les voies aériennes 

(publication n°4) et il semble donc intéressant de mesurer l'activité de la chalcone 4 sur le 

recrutement des fibrocytes et la néo-angiogenèse. Pour cela, nous utiliserons un modèle d'asthme 

chronique, connu pour présenter une recrutement important de fibrocytes et une néo-angiogenèse, 

et nous mesurerons l'activité du neutraligand sur le recrutement des fibrocytes (CD34+, CXCR4+) et 

l'angiogenèse (CD45-, CD31+, CXCR7+ et ou CXCR4+) par cytométrie en flux après dissociation des 

cellules du poumon. 

Le choix d'un modèle sans adjuvant nous permettra aussi d'étudier le rôle de la chimiokine CXCL12 et 

l'action du neutraligand sur le recrutement des mastocytes qui pourra être mesuré par des 

techniques histologiques (Bleu de toluidine) ou après mis en culture des  cellules dissociées du 

poumon en présence de SCF et d'IL-3, pour mesurer le recrutement des progéniteurs des cellules 

mastocytaires (Dahlin et al. 2011). 

 

Nos travaux mettent en évidence que la chimiokine CXCL12 est impliquée dans l'activation des 

macrophages alvéolaires et la libération des cytokines pro-inflammatoires, TNF-α et IL-5, et de la 

chimiokine CXCL12, en réponse à l'ovalbumine (publication n°4). D'autre part, une récente étude 

met en évidence que la chimiokine CXCL12 est impliquée dans la régulation de l'expression du 

marqueur CD14 à la surface des macrophages en réponse au LPS (Sánchez-Martín et al. 2013). Les 

auteurs ont mis en évidence que le LPS stimule la libération de la chimiokine CXCL12 par les 

macrophages et active les récepteurs CXCR4. Cette activation autocrine de CXCR4 accroit l'expression 

du récepteur CD14 qui fait partie du complexe de détection des lipopolysaccharides (LPS) et est 

connu pour potentialiser la libération du TNF-α en réponse au LPS (Lichtman et al. 1998).  

L'ensemble de ces données suggèrent que l'activation des macrophages en réponse à l'allergène 

pourrait aussi impliquer l'activation autocrine de CXCR4 par CXCL12. Nous envisageons d'étudier le 

rôle des récepteurs FCεRI et FCεRII et des immunoglobulines IgE dans la libération de la chimiokine 

CXCL12 et des cytokines pro-inflammatoires par les macrophages, en réponse à l'ovalbumine. Pour 

cela, nous utiliserons des macrophages alvéolaires de souris sensibilisées et non sensibilisées, traités 
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ou non par des anticorps bloquants les récepteurs FC et par la chalcone 4. La libération des cytokines 

et de CXCL12 sera mesurée en réponse à l'ovalbumine, de même que l'expression des récepteurs 

CXCR4 et CCR7. 

 

Enfin, l'implication de la chimiokine CXCL12 dans de nombreuses pathologies inflammatoires ainsi 

que dans la fibrose pulmonaire (Balkwill et al. 2004), l'hypertension artérielle pulmonaire (Young et 

al. 2009, Montani et al. 2011, Gambaryan et al. 2011, Yu et al. 2011, Costello et al. 2012) et certain 

cancer (Furusato et al. 2010, Lazennec et al. 2010, Hattermann et al. 2013, Wald et al. 2013), permet 

d'envisager d'autres applications à un neutraligand de CXCL12. En ce sens, des travaux sont en cours 

au sein du laboratoire sur la bronchiolite oblitérante (modèle murin de greffe hétérotopique de 

trachée, Simona Nemska) et la dermatite atopique (modèle murin en réponse au Calcipotriol ou 

MC903, Dayana Abboud) qui doivent être confirmés, mais les premiers résultats ont mis en évidence 

des effets bénéfiques du traitement par la chalcone 4.  

 

Conclusion 

 En conclusion, nos travaux nous ont permis de mettre en évidence l'activité antiasthmatique des 

neutraligands de CXCL12 dans l'asthme allergique. La synthèse de dérivés de chalcone 4 a validé deux 

stratégies intéressantes, adaptées au traitement local de l'asthme allergique permettant d’en limiter 

les effets systémiques: les prodrogues solubles permettent une administration locale à de très faible 

doses, tandis que la conception d'une ante-drogue permet d'obtenir un neutraligand de courte durée 

de vie, dégradé avant sa distribution dans l'organisme. Ces travaux sont l’exemplification du 

potentiel de molécules neutralisant l’activité de la chimiokine CXCL12 sur ses récepteurs comme 

agents anti-inflammatoires et antiasthmatiques, selon les modèles d’asthme utilisés. 

Nos travaux décrivent le mécanisme d’action de la chalcone 4 administrée in vivo par voie intranasale 

dans un modèle murin d’asthme allergique. La chalcone 4 neutralise CXCL12 au niveau pulmonaire et 

l’entraîne hors du tissu bronchique, perturbant ainsi le chimiotactisme des cellules inflammatoires, 

en particulier les éosinophiles et les lymphocytes, et modifiant la réponse des macrophages 

alvéolaires à l'allergène. Ces effets conduisent à une réduction de la réponse inflammatoire, de 

l'hyperréactivité bronchique et du remodelage bronchique. L’ensemble de ces résultats soutient 

l'intérêt de l'utilisation de neutraligands de CXCL12 pour le traitement de l'asthme allergique. 
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Annexe n°1:  

Acute Ovalbumin Asthma Model In The Mouse. 

Daubeuf and Nelly Frossard 

Current Protocols in Mouse Biology. March, 2013 

http://www.currentprotocols.com/WileyCDA/CPUnit/refId-mo120202.html 

 

 

Cet article décrit les procédures à suivre pour obtenir des modèles aigus d'asthme chez la souris. Les 

protocoles décrits engendrent le développement des principales caractéristiques de l'asthme en 

réponse à un allergène, l'ovalbumine. Elles présentent les modèles en présence d’un adjuvant, 

l'hydroxyde d'aluminium ou alum afin d'accroître la réponse Th2 à l'allergène. Le suivi de ces 

procédures permet le développement de modèles aigus, de manière efficace et reproductible, chez 

les souris de souche BALB/c ou C57BL6, et permet l'évaluation de l'activité de candidats-

médicaments et/ou de stratégies anti-asthmatiques. 
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ABSTRACT

Human asthma is defined as a chronic inflammatory disease of the airways. Animal
models are required to study asthma pathophysiology and identify and/or evaluate new
therapeutic strategies. Several models of asthma have been developed in mice to mimic
asthma symptoms, and can be divided in two groups as acute and chronic models. They
are characterized by airway hyperresponsiveness (AHR), inflammation, and remodeling.
Several experimental procedures have been implemented, the one mostly used being
acute asthma models to ovalbumin. It comprises a sensitization step in the presence of
aluminum hydroxide as an adjuvant, and a second step where mice are challenged with
the allergen introduced directly into the airways to induce the modeled asthma features.
This article describes procedures to efficiently and reproducibly obtain acute asthma
features in mice, with ovalbumin as the allergen, which allow group comparisons and/or
assessment of the activity of drug candidates. Curr. Protoc. Mouse Biol. 3:31-37 C© 2013
by John Wiley & Sons, Inc.

Keywords: asthma � allergy � inflammation � bronchial hyperresponsiveness

INTRODUCTION

Human allergic asthma is defined as a chronic inflammatory disorder of the airways
and is characterized by airway inflammation and hyperresponsiveness (Meurs et al.,
2008; Berend et al., 2008) with airway structural modifications corresponding to “air-
way remodeling;” this includes excessive mucus secretion, fibroblast proliferation with
collagen deposition as “subepithelial fibrosis,” smooth muscle thickening, and increased
vascularity (Bai and Knight, 2005; Ozier et al., 2011). To study the airway responses to
an allergen and develop anti-asthma strategies, several animal asthma models have been
developed. The mouse is nowadays the most widely used species. Mice do not sponta-
neously develop asthma, and it is therefore necessary to generate an artificial asthma-like
reaction in the airways. The most commonly used strain for antigen challenge models is
the BALB/c, but the C57BL/6 or A/J strains have also been used successfully for allergen
challenge studies and development of asthma features (Kumar et al., 2008). Allergens
that may have clinical relevance, such as house dust mite and cockroach extracts (Lukacs
et al., 2002; Ulrich et al., 2008), have been successfully developed for asthma models
in the mouse. Ovalbumin (OVA) derived from chicken egg is a more frequently used
allergen since it induces a robust allergic bronchial inflammation, particularly where
acute allergic response is concerned. Asthma models to OVA reproduce many features
of clinical asthma, and are very useful to identify novel therapeutic targets and strategies.
Many different sensitization and challenge protocols have been developed.

As a general statement, acute sensitization protocols require multiple systemic admin-
istration of the allergen in the presence of an adjuvant. Adjuvants such as aluminum
hydroxide [Al(OH)3] are known to promote the development of a Th2 phenotype of the
immune system exposed to an antigen (Brewer et al., 1999; McKee et al., 2009), which is

Current Protocols in Mouse Biology 3: 31-37, March 2013
Published online March 2013 in Wiley Online Library (wileyonlinelibrary.com).
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required for a validated acute asthma model. In addition, these protocols require multiple
airway ovalbumin challenges administered either by aerosol or by the intranasal route.

In this short protocol, we describe the optimized procedures to sensitize and challenge
mice in order to develop acute asthma with OVA as the allergen, and which warrant the
best reproducibility. We present three models, detailing the different steps; each model
represents a suitable alternative dependent on the mouse strain and on parameters to be
measured.

BASIC
PROTOCOL

ACUTE OVALBUMIN ASTHMA MODELS

This protocol describes the procedure for sensitizing and challenging mice with OVA,
thereby inducing the development of reproducible and robust asthma models. Acute
models of asthma to ovalbumin require several sensitization steps to ovalbumin in the
presence of aluminum hydroxide, leading to a high inflammatory cell recruitment (Fig. 1),
which can be measured in the bronchoalveolar lavage collected as described (Daubeuf
and Frossard, 2012). The following steps may be used for several asthma models; they
are dependent on the number of sensitizations and challenges, the adjuvant, the dose
of ovalbumin used, and the time between sensitizations and/or challenges. The controls
for experiments will be mice sensitized with ovalbumin in presence of Al(OH)3 and
challenged with solvent (saline) alone.

Materials

Ovalbumin grade V (Sigma-Aldrich, cat. no. A5503)
Sterile saline
Aluminum hydroxide (Sigma-Aldrich, cat. no. 23918-6)
9-week-old male BALB/c or C57BL/6 mice
Anesthetics (50 mg/kg Ketamine/3 mg/kg Xylazine), stored at 4◦C

Precision balance (0.1 mg)
50-ml Falcon tubes
1.5-ml microtubes, sterile
5 ml sterile culture tubes
15-ml sterile centrifuge tubes
Rotator mixer
1-ml sterile syringes
25-G needles
Vortex mixer
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Figure 1 Number of eosinophils in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid in the 8-day model with
and without aluminum hydroxide. Number of eosinophils in BAL of mice sensitized to OVA in the
presence or absence of alum after OVA challenges in the 8-day hypereosinophilia model. Dots
are individuals values and bars are means and SEM values (n = 10).
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Sterile tips
Precision pipets (20 μl and 1000 μl)
Heating blanket or heating lamp

Prepare the ovalbumin and aluminum hydroxide
1. Prepare a sterile 4 mg/ml solution of ovalbumin as follows:

a. Weigh 200 mg ovalbumin.

b. Dissolve it in 50 ml cold sterile saline in a 50-ml Falcon tube.

c. Mix well.

2. Distribute 20 ml of the solution as 1-ml aliquots into 1.5-ml microtubes. Immediately
store the aliquots up to 1 year at −80◦C.

To be used for the 23-day model.

3. Take 20 ml of the solution, dilute it 1/2 (2 mg/ml) and distribute as 1-ml aliquots
into microtubes. Immediately store aliquots up to 1 year at −80◦C.

4. Take 4 ml of the remaining 4 mg/ml solution and dilute it 1:10 in cold sterile saline.
Mix and distribute as 1-ml aliquots in microtubes. Immediately store aliquots up to
1 year at −80◦C.

To be used for the 8-day and 21-day models.

5. In addition, transfer 1 ml sterile saline into microtubes and 4 ml saline into sterile
culture tubes. Immediately store the aliquots up to 1 year at −80◦C.

You should have a total of sixty tubes containing 1ml sterile saline and forty tubes
containing 4 ml saline.

6. As soon as the aluminum hydroxide powder [Al(OH)3, alum] arrives at the laboratory,
weigh aliquots of 80 mg in 5-ml sterile culture tubes. Store the alum aliquots protected
from light at room temperature.

Be very careful while choosing the aluminum hydroxide reagent (see Fig. 2).

Perform ovalbumin sensitization with aluminum hydroxide
7. Before use, bring an aliquot of 2 mg/ml ovalbumin solution and a 4-ml aliquot of

sterile saline to room temperature.

8. Freshly prepare a suspension containing ovalbumin and aluminum hydroxide diluted
in sterile saline. Take an aliquot of aluminum hydroxide (80 mg), add 1 ml ovalbumin
solution (2 mg/ml) and 3 ml sterile saline.

9. Gently homogenize the ovalbumin+Al(OH)3 suspension for 4 hr at 4◦C on a rotator
mixer to adsorb ovalbumin on aluminum hydroxide.

Aluminum hydroxide is not entirely soluble and will be presented as a suspension.

10. Before use in animals, bring the solutions to room temperature (18◦ to 23◦C).

11. Hold the mouse in your hand by the dorsal skin so that its head is up and its rear legs
are down. Maintain its tail with fingers.

12. Use 1-ml syringes and 25-G needles to inject the suspension and administe 4 ml/kg
per mouse by intraperitoneal injection.

Gently homogenate the suspension between each injection.

Ovalbumin challenge
This point concerns three different models: the 8-day model and the 21-day-model are
performed in BALB/c mice; the 23-day-model is performed in C57BL/6 mice.
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Figure 2 Influence of the quality of aluminum hydroxide on the number of eosinophils in BAL.
Number of eosinophils in BAL in ovalbumin-sensitized and challenged mice in the 8-day asthma
model. Alum 1: mice were sensitized with aluminum hydroxide from Merck (cat. no. 101091); Alum
2: mice were sensitized with aluminum hydroxide from Sigma-Aldrich (cat. no. 239186). Dots are
independent studies (n = 6 mice/study) and bars are means with SEM values (n = 6 independent
studies).

13. Before use, bring an aliquot of 0.4 mg/ml OVA solution (for the 8-day and the 21-
day models) or an aliquot of 4 mg/ml OVA solution (for the 23-day model) to room
temperature (18◦ to 25◦C).

14. Vortex for 15 sec to mix.

15. Anesthetize the mice as follows:

a. Hold the mouse in your hand by the dorsal skin so that its head is up and its rear
legs are down. Maintain its tail with fingers.

b. Use 1-ml syringes and 25-G needles to inject the anesthetic solution; inject
4 ml/kg of a 12.5 mg/ml ketamine and 0.83 mg/ml xylasine solution per mouse
intraperitoneally.

c. Place the mouse in the cage and wait until it is anesthetized. Check that vibrissae
do not move any more.

16. Hold the mouse in your hand in a vertical position with its head up and its rear legs
down. Administer 12.5 μl OVA solution or saline alone for controls in each nostril
by using sterile tips and a 20-μl precision pipet.

Solution has to be administered drop by drop, slowly and very carefully.

17. Keep the mouse in your hand in a vertical position for at least 1 min so that the
solution can be distributed low in the airways, and check that the mouse breathes
normally.

If the mouse does not breathe normally, perform a thorax massage by pressing the rib
cage several times, quickly but carefully.

18. Next, place the mouse in a horizontal decubitus on a heating blanket until the mouse
is completely awake.

SUPPORT
PROTOCOL

MODELS OF ASTHMA INDUCED BY OVALBUMIN

This protocol describes three models of asthma induced by ovalbumin, as the aller-
gen, in presence of an adjuvant, aluminum hydroxide, in mice: the rapid 8-day model
(Gasparik et al., 2012), and the commonly used 21-day model (Hachet-Haas et al.,
2008) in BALB/c mice, and a 23-day model for C57BL/6 mice (Caceres et al., 2009).
In these models (Fig. 3), BALB/c or C57BL/6 mice develop an ovalbumin-specific
IgE production, airway inflammatory cell recruitment, and airway remodeling. Airway
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Figure 3 Acute asthma models to ovalbumin in mice. Three models of acute asthma composed of
sensitization steps with intraperitoneal (i.p.) administration of ovalbumin and aluminum hydroxide,
and intranasal (i.n.) challenges with ovalbumin or saline for control mice.
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Figure 4 Measurement of airway resistance in the C57Bl/6 strain of mice in the 21-day and
the 23-day asthma models. Airway resistance (R) in response to a single dose of aerosolized
methacholine (50 mg/kg) was assessed by the Flexivent technique. Blocks are means, and bars
are SEM values (n = 12). *p ≤0.05.

hyperresponsiveness (AHR) to methacholine can be measured in BALB/c mice in the
21-day model, either by unrestrained whole-body barometric plethysmography (PenH
measurement) or by the Flexivent techniques (resistance, compliance, and elastance mea-
surements). AHR can be measured in BALB/c in the 8-day (Gasparik et al., 2012), and
in C57bl/6 in the 23-day (Caceres et al., 2009) asthma models by the Flexivent technique
(Fig. 4). For materials, see the Basic Protocol.

8-day model
1a. Sensitize mice i.p. with 4 ml/kg of the OVA-Alum suspension (2 mg/kg ovalbumin

and 80 mg/kg aluminum hydroxide) on days 0, 1, and 2 as described in the Basic
Protocol, steps 7 to 12.

2a. Anesthetize and challenge mice intranasally (i.n.) with the 0.4 mg/ml ovalbumin
solution by administering 12.5 μl per nostril on days 5, 6, and 7.
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3a. Perform measurements on day 8, i.e., 18 to 24 hr after the last challenge.

21-day model
1b. Sensitize mice i.p. with 4 ml/kg of the OVA-Alum suspension (2 mg/kg ovalbumin

and 80 mg/kg aluminum hydroxide) on days 0 and 7 as described in the Basic
Protocol, steps 7 to 12.

2b. Anesthetize and challenge mice i.n. with the 0.4 mg/ml ovalbumin solution by
administering 12.5 μl per nostril on days 18, 19, 20, and 21.

3b. Perform measurements on day 22, i.e., 18 to 24 hr after the last challenge.

23-day model
1c. Sensitize mice i.p. with 4 ml/kg of the OVA-Alum suspension (2 mg/kg ovalbumin

and 80 mg/kg aluminum hydroxide) on days 0, 7, and 14 as described in the Basic
Protocol, steps 7 to 12.

2c. Anesthetize and challenge mice i.n. with the 4 mg/ml ovalbumin solution by admin-
istering 12.5 μl per nostril on days 20, 21, and 22.

3c. Perform measurements on day 23 i.e., 18 to 24 hr after the last challenge.

COMMENTARY

Background Information
The acute asthma models are very useful for

studying the effects of anti-asthma drugs and
new therapeutic strategies, since they allow
appraisal of airway inflammatory cell infil-
trate and cytokine expression, airway hyper-
responsiveness, and bronchial wall remodel-
ing. The frequently used allergen in acute
asthma models is ovalbumin from chicken egg.
This allergen leads to a rapid, robust, and re-
producible allergic response in regard to in-
flammatory cell recruitment, AHR, and re-
modeling (Delayre-Orthez et al., 2004, 2005).
However, ovalbumin is seldom implicated in
human asthma, and in recent years, several
models have been developed with more real-
istic allergens that may have greater clinical
relevance, such as house dust mite (HDM) or
cockroach extracts. HDM and cockroach ex-
tracts are now used in chronic asthma models
to study the mechanisms underlying the asth-
matic disease. These models take long to de-
velop and are very “drug-consuming” when
therapeutic strategy is concerned as adminis-
tered in a chronic manner.

We have developed the ovalbumin-induced
8-day asthma model to rapidly screen the activ-
ity of drug candidates in vivo, which requires
less compounds, or antibodies, etc. This acute
model is very reliable and reproducible, and
allows rapid results as a Go-NoGo in the de-
velopment of drug-candidates. Nowadays, the
acute ovalbumin models described in this ar-
ticle have been used in the development of
many drugs and therapeutic strategies such as

corticosteroids, calcineurin inhibitors, throm-
boxane antagonists, leukotriene antagonists,
anti-IGE, anti-IL-5, anti-IL-4, and anti-TNF-α
monoclonal antibodies, and remain important
as first models to develop anti-asthma strate-
gies (Nials et al., 2008).

Critical Parameters
The validity of results obtained from pul-

monary phenotyping where genetically mod-
ified mice are concerned is likewise largely
dependent on the methods used. Asthma mod-
els require intranasal administration for air-
way challenge. Intranasal challenge is a simple
technique, easy to perform, but it requires ex-
pertise to obtain reproducible responses. This
step should be performed by the same inves-
tigator within the same protocol to optimize
the quality and reproducibility of results. In
addition, we advise to keep aliquots of both
ovalbumin and aluminum hydroxide powders,
which will avoid opening stock bottles and
help prevent bacterial and fungal contamina-
tion to guarantee the best reproducibility on
inflammation. Concerning ovalbumin powder,
which must be stored at 4◦C, each handling
of the bottle at room temperature (to weigh an
aliquot for instance) will cause water conden-
sation in the bottle and hydration of ovalbumin
powder that will promote protein degradation
and fungal proliferation.

Troubleshooting
Intranasal administration is the key for suc-

cess of good reproducibility. If the mouse is not
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Table 1 Time Considerations

Step Time required

Preparation 4 hr

Sensitization 10 min

Challenges 15 min

sufficiently anesthetized, the challenge will
not be effective since the mouse will elimi-
nate the solution through the nostrils. Check-
ing the vibrissae reaction is essential before
intranasal administration. Moreover, when
anesthesia has to be repeated on the same day,
e.g., for successive intranasal administration
of a drug-candidate, followed 1 to 2 hr later by
ovalbumin challenge, the dose of anesthetics
will need to be increased in order to optimize
the second administration.

Time Considerations
Table 1 summarizes the timelines asso-

ciated with completing these procedures for
one mouse. Note that the preparation of
ovalbumin-aluminum hydroxide solution re-
quires mixing 4 hr before the intraperitoneal
administration. For sensitization and chal-
lenge, the time does not increase linearly with
the number of mice.
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Cet article décrit une procédure, rapide, peu onéreuse et hautement reproductible pour effectuer un 

lavage bronchoalvéolaire (LBA) chez la souris et analyser les populations leucocytaires dans ce LBA. 

Le LBA permet d'étudier l'afflux cellulaire dans les maladies des voies aériennes telles que l'asthme, 

la BPCO et l’inflammation aigüe. Le comptage et l'identification des cellules peuvent être combinés 

avec des méthodes comme l’ELISA, l'immunohistochimie, la RT-qPCR ou encore la spectrométrie de 

masse (detection et mesure des eicosanoïdes, des composés pharmacologiques), dans le but 

d'évaluer les composantes inflammatoires comme les cytokines, les facteurs de croissance, des 

analytes, les récepteurs exprimés à la membrane cellulaire ou la distribution de composés 

thérapeutiques. Cette procédure décrit la méthodologie et l'ensemble des résultats validant la 

technique.  
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ABSTRACT

Bronchoalveolar lavage (BAL) is a simple technique commonly used in humans to sam-
ple the contents of the epithelial lining fluid and determine the cellular and molecular
composition of the pulmonary airways. In murine models, BAL makes it possible to sam-
ple immunological and inflammatory cell populations; it is indispensable for studying
cell influx in disease models of the airways such as asthma and COPD. Cell counts can
be combined with methods such as ELISA, immunoblot, immunohistochemistry, quan-
titative polymerase chain reaction, and HPLC to assess such inflammatory components
as cytokines, growth factors, analytes, and receptors expressed at the cell membrane.
Performing BAL in a reproducible manner is a hallmark of airway research in the mouse.
Several procedures may be implemented. This unit describes a basic, rapid, inexpensive,
and highly reproducible procedure to collect BAL fluid and cells that can be counted
efficiently and reproducibly. Curr. Protoc. Mouse Biol. 2:167-175 C© 2012 by John Wiley
& Sons, Inc.

Keywords: bronchoalveolar lavage � inflammation � airways � lung � asthma � COPD

INTRODUCTION

Bronchoalveolar lavage (BAL) is an invaluable technique to evaluate the inflammatory
response and explore immune mechanisms in the lung (Hunninghake et al., 1979).
In humans, it is commonly used in the clinic to diagnose lung diseases, infections,
inflammation, and cancer (Henderson, 1994). This procedure makes it possible to study
the components of the epithelial lining fluid. Levels and phenotypes of inflammatory
cells infiltrating the airways can be assessed, for they are recovered in the BAL fluid
(BALF) after transmigration through the epithelial layer. BAL is also used to quantify
the protein composition of the airways. In experimental studies in small animals, BAL is
a rapid and effective procedure for studying inflammation in the airways after euthanasia
(Andreasen, 2003). Hence, BAL is generally a terminal experiment in animals.

In animal models of inflammatory or infectious diseases, BAL is most commonly used
to study the influx of inflammatory cells in the airways, such as the eosinophils in
allergic asthma for instance. To study this influx, BAL is performed and differential cells
counted by optical microscopy: eosinophils, neutrophils, macrophages, and lymphocytes
(Delayre-Orthez et al., 2004, 2005a,b; 2008; Hachet-Haas et al., 2008; Blé et al., 2008,
2009; Zhang et al., 2009; Deschamps et al., 2011; Reber et al., 2012). For more specific
assessments, flow cytometric methods can be applied, e.g., to identify T cell phenotypes
in the cellular composition of BALF cells in asthma models (Van Rijt et al., 2004; Reber
et al., 2012).

Surprisingly, however, there is no one standardized BAL procedure used in the large
number of publications and teams in the field. There are as many ways to perform BAL
as there are research laboratories using BAL. This variability causes difficulty in the
interpretation and comparison of the results.
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In this short unit, we describe a basic, easy-to-use, inexpensive, and reproducible BAL
procedure that makes it possible to collect most of the cells infiltrating the airway lumen
of the mouse.

BASIC
PROTOCOL 1

BRONCHOALVEOLAR LAVAGE

This protocol describes a basic, rapid, inexpensive, and highly reproducible procedure
for collecting BAL cells and fluid. BAL may be used to assess the number and phenotype
of cells, compound levels for pharmacokinetics, the composition of proteins such as
cytokines, chemokines, growth factors, and mucus, and enzyme activity including but
not limited to myeloperoxidase, alkaline phosphatase, and lactate dehydrogenase. To
optimize cell recovery, lavage needs to be performed several times; to prevent destruction
of the lung structure, the total volume of lavage should not exceed airway volume. In
the mouse, this volume is 500 μl, and the optimal number of lavages is ten. However, to
assess protein composition accurately, the initial concentrated supernatant, from the first
two lavages, must be collected, centrifuged, and frozen. The cell pellet will be added to
the one collected from the other eight lavages also centrifuged to pellet cells; the fluid is
generally discarded.

Materials

Anesthetic (Ketamine 50 mg/kg-Xylazine 3 mg/kg)
Sterile saline with EDTA added (2.6 mM) on ice

1-ml sterile syringes
21- and 25-G sterile needles
23-G sterile needles, optional (if sampling blood)
Scissors
Cotton thread no. 40
21-G lavage tubing, carefully placed over a 21-G needle
5-ml polypropylene tubes
Centrifuge

Perform a tracheostomy
1. Anesthetize the mouse by intraperitoneal injection of the anesthetic using a 1-ml

syringe equipped with a 25-G needle.

2. Place the animal in the dorsal decubitus position.

At this step, blood can be collected within the inferior vena cava after opening the
abdominal cavity, with a 1-ml syringe equipped with a 23-G needle.

3. Using scissors, make a small incision in the neck skin on the trachea and open the
skin upwards to expose the salivary glands. Separate these to expose the sternohyoid
muscle.

4. Incise the muscle longitudinally and expose the trachea.

5. Place a cotton thread under the trachea.

6. Make a small semi-excision of the trachea to allow a 21-G lavage tube to pass into
the trachea. Take care not to cut through the trachea.

7. Stabilize the tube and needle by attaching them with a cotton thread.

Collect lavage fluid
8. Load a 1-ml syringe with 0.5 ml sterile saline-EDTA.

9. Place the 1-ml syringe in the 21-G lavage tube and inject 500 μl saline-EDTA into
the lung.
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Figure 1 Evolution of total cell count per lavage in bronchoalveolar lavage (BAL). Total cells
in BALF from control naive (Ctrl), ovalbumin-sensitized and -challenged (OVA), and Escherichia
coli lipopolysaccharide-treated (LPS) mice. Cells from the first and second lavages 1-2, and from
lavages 3-4, 5-6, 7-8, and 9-10 were stored in saline-EDTA at 4◦C, and total cells were counted in
a hemacytometer (Neubauer). Data show that lavage must be done 10 times for the most efficient
cell recovery. Dots are means and bars are SEM values (n = 6)

10. Massage the chest for 10 sec.

11. Aspirate saline for the first lavage.

12. Remove the syringe from needle and inject the recovered lavage fluid into a 5-ml
tube placed on ice.

13. Repeat the procedure 10 times per animal (Fig. 1). Centrifuge the initial concentrated
supernatant from the first two pooled lavages for 5 min at 300 × g, 4◦C. Freeze the
supernatant for further analysis, and keep the cell pellet.

14. Pool the other eight lavages recovered and centrifuge them for 5 min at 300 × g,
4◦C, to pellet the cells. Add the pellet to the cell pellet from the first two lavages.

15. Store the pellets on ice (max 6 hr).

The lungs can be perfused at this stage and collected for histology studies, PCR, ELISA,
immunoblot analysis, etc.

BASIC
PROTOCOL 2

CELL COUNTS

After BAL collection, erythrocytes must be removed from the cell pellet so that only
the white blood cells are kept (this step must be performed as soon as possible and
no more than 6 hr after collection). Total leukocytes should be counted manually with
a hemacytometer (e.g., a Neubauer chamber). Finally, the cells must be cytospun and
stained for differential counting, either with Diff-Quick staining within 1 hr, since Diff-
Quick requires freshly cytospun cells, or with the home-made staining described below.

Materials

BAL (see Basic Protocol 1)
Sterile deionized H2O (H2Od)
Sterile potassium chloride solution (0.6 M)
Sterile saline (0.9% NaCl) with EDTA (2.6 mM) on ice
Diff-Quick staining kit (Hemacolor; Merck, cat. no. 1.11661.0001) containing:

Diff-Quick fixative
Solution I
Solution II
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Reagent HMS-A (Home-Made stain A, methanol 100%)
Reagent HMS-B (Eosin 0.075%, H2Od)
Reagent HMS-C (methylene blue 0.06%, toluidine blue 0.04%, H2Od)

Centrifuge
Hemacytometer (Neubauer or other)
Cytofunnel (Shandon; Thermo Scientific, cat. no. 5991040)
Shandon filter cards (Shandon; Thermo Scientific, cat. no. 5991022)
Superfrost slides (MENZEL-GLÄSER; Thermo Scientific, cat. no. LCSF)
Cytospin (Shandon; Thermo Scientific, cat. no. A78300002)
Conventional brightfield microscope
Automated stainer Shandon Varistain XY (with low agitation)

Perform hemolysis
1. Centrifuge the BAL for 5 min at 300 × g, 4◦C. Discard the supernatant.

2. Add 1500 μl distilled water to the cell pellets.

3. Wait for 10 sec, add 500 μl 0.6 M KCl, and homogenize by inverting.

4. Centrifuge the BAL for 5 min at 300 × g, 4◦C. Discard the supernatant.

5. Add 500 μl saline-EDTA to the cell pellet and homogenize by inverting.

Obtain the total cell count
6. Place 5 μl of the cell suspension on a hemacytometer.

The total cell count should be performed within 24 hr after BAL (Fig. 2).

7. Count the cells and calculate the total cell concentration. Calculate the total number
of cells as a function of the volume of lavage fluid recovered.

Cytospin
8. Homogenize by inverting and dilute with saline-EDTA to obtain a final concentration

of 250,000 cells/ml.

BALF can be preserved at 4◦C. If this is to be done, cytospinning must be performed
within 3 days of BAL (Fig. 3).

9. Place the slide covered with a Shandon filter card clipped to the cytofunnel in the
cytospin.

10. Place 200 μl of the cell suspension in the cytofunnel.
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Figure 2 Evolution over time in the total number of cells counted in BALF from control (Ctrl
1), OVA-sensitized and -challenged (OVA 1), or LPS-treated (LPS 1) mice. Cells were stored in
saline-EDTA at 4◦C; total cells were counted in a Neubauer hemacytometer on days 0, 1, 2, and
3. Data show that total cell count should be performed within 24 hr after BAL. Dots are means and
bars are SEM values (n = 3.)
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Figure 3 Evolution over time of differential cell counts on cytospinning after BAL storage at 4◦C. Cells were
stored in saline-EDTA at 4◦C and cytospun and stained on days 0, 1, 2, 3, 4, or 7. The data show that cells
(A) can be stored a few days to avoid immediate cytospinning but that they must be cytospun within 3 days
after the BAL for correct differential cell count. After more than 3 days, the cells become fragile, and fewer
eosinophils (C), neutrophils (D) and lymphocytes (E) are preserved on cytospinning, resulting in an increased
percentage of the more “stable” macrophages (B) after 3 days. Dots are means and bars are SEM values
(n = 3).

11. Centrifuge for 10 min at 700 rpm in a Cytospin.

12. Let the slide air-dry and proceed to cell staining.

Cell staining
Two different stainings are detailed below, the commercial Diff-Quick staining being
possible with less than an hour of cytospinning; the home-made staining can be used at
any time.
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Figure 4 Photograph of cytospun BAL cells stained with Diff-Quick. (A) Control BAL; (B) BAL
from ovalbumin-sensitized and challenged mice. BAL cells show macrophages, eosinophils, neu-
trophils and lymphocytes in OVA-challenged animals.

Diff-Quick staining

13a. Immerse the slide for 15 sec in Diff-Quick fixative reagent.

14a. Immerse the slide for 30 sec in Diff-Quick solution I.

15a. Immerse the slide for 15 sec in Diff-Quick solution II.

16a. Rinse the slide for 5 sec in tap water.

17a. Let the slide air-dry.

18a. Count and identify 400 cells under light microscopy.

Magnification ×1000; oil immersion (Fig. 4).

Home-made staining (HMS)

This HMS staining is better if performed in an automated stainer.

13b. Immerse the slide for 15 sec in reagent HMS-A.

14b. Immerse the slide for 30 sec in reagent HMS-B.

15b. Immerse the slide for 25 sec in reagent HMS-C.

16b. Rinse the slide for 15 sec in tap water.

17b. Let the slide air-dry.

18b. Count and identify 400 cells under light microscopy.

Magnification ×1000; oil immersion (Fig. 4).

COMMENTARY

Background Information
BAL appears to be the leading technical

approach for studying airway inflammation in
animal models of airway diseases, and thus for
examining the effect of new anti-inflammatory
drugs and therapeutic strategies in airway dis-
eases.

Two approaches are commonly used to
identify and count cells from BAL: the stan-
dard manual morphologic counting (described
in this procedure) and the flow cytometric
method (Van Rijt et al, 2004; Mathers et al,
2006). These methods are typically comple-
mentary. Manual counting may appear very
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Figure 5 Interindividual reproducibility of total cell counts. Cells in saline-EDTA were cytospun
and counted on a hemacytometer after BAL. Dots are individual values and horizontal bars are
means (n = 6).
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Figure 6 Interindividual reproducibility of differential cell counts. Cells in saline-EDTA were cy-
tospun and stained before the differential cell count; 100 (right panel) or 400 (left panel) cells were
counted and identified on six replicated cytospins. Data show that counting and identifying 400
cells is necessary and sufficient for good reproducibility. Dots are individual values and horizontal
bars are means (n = 6).

tedious but is an extremely reproducible
(Figs. 5 and 6) and inexpensive technique and
does not need to be performed very soon af-
ter the lavage, unlike flow cytometry. In addi-
tion, cytospun cells can be stored for years for
later colorimetric staining—except Diff-Quick
staining that should be performed within less
than an hour of cytospinning—or immunohis-
tochemical or immunofluorescence labeling.

Flow cytometry takes more time to perform
and is more expensive, but necessary in order
to be able to use a one-pot step to study spe-

cific cell types, such as B, Th1, Th2, TReg,
Th17 lymphocytes and dendritic cells within
BAL.

Critical Parameters
The BAL procedure is a simple technique

and is easy to perform, but it requires expertise
if it is to be reproducible. This step should
be performed by the same investigator within
the same protocol to optimize the quality and
reproducibility of results. All other steps are
investigator-independent.
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Table 1 Timeline for Procedures

Step Time required

BAL 15 min

Hemolysis 15 min

Total cell count 5 min

Cytospin 15 min

Diff-Quick stain 3 min

Differential counting 15 min

Troubleshooting
Diff-Quick staining requires fresh cells,

within an hour of cytospinning, in order to ob-
tain good staining that allows accurate identifi-
cation of the structures and cells, in particular
for eosinophil granules (see Fig. 3).

Diff-Quick can be replaced by other stains
for use with cytospun cells, performed later
on, after several days or months, with the
same results, like our home-made stain de-
scribed here above, which we recommend to
all researchers. However, using our home-
made stain without an automated stainer will
require a precise time adjustment.

Unstained cytospun cells must be stored at
room temperature. It is important to avoid the
humidity occurring in refrigerated conditions,
because water will destroy cells and cause
mold growth.

Time Considerations
Table 1 summarizes the timelines associ-

ated with these procedures. Note that several
steps are very time-consuming. However, the
time does not increase linearly with the num-
ber of mice. In addition, staining can be auto-
mated, so that all slides are stained in 3 min.
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Annexe n°3:  

A Fast And Easy Flow Cytometric Method For Analysis Of The Cellular Content 
Of Bronchoalveolar Lavage Fluid In Mouse. 

 Daubeuf, Julien. Becker, Claudine. Ebel, Juan Antonio Aguilar-Pimentel,  
Yann. Hérault and Nelly Frossard 

En préparation 

 

 

 

Dans le but de déterminer avec précision la composition leucocytaire du lavage bronchoalvéolaire 

chez la souris, nous avons développé et validé une procédure rapide, en une étape, d'analyse par 

cytométrie en flux. 

La validation de ce protocole de cytométrie en flux a été contrôlée par l'analyse morphologique des 

différentes populations de leucocytes, après tri des cellules à l'aide d'un analyseur-trieur à haut 

débit. La reproductibilité du protocole a également été contrôlée, ainsi que son utilisation dans 

différents modèles de maladies inflammatoires des voies aériennes chez la souris.  
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ABSTRACT 

Mouse models are increasingly used to study airway diseases. To characterize airway inflammation in asthma 

models, cell composition of the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) is commonly used. Leukocytes are 

generally fixed on cytospin, identified after May–Grünwald Giemsa or Diff-Quick® staining as eosinophils, 

neutrophils, macrophages and lymphocytes by morphological criteria, and counted under optical microscopy. 

Identification of macrophages from activated T cells is not always easy. We here describe a rapid, easy-to-use, 

one-step and evolutive flow cytometric method to perform differential cell counts, and compared it to the counts 

based on morphological criteria on Diff-Quick®-stained cytospins. Identification of cells from BAL was based 

on forward and side scatter characteristics (FSC and SSC) and a simultaneous one-step staining with antibodies 

for T cells (CD3), B cells (CD19), neutrophils (GR-1), eosinophils and macrophages (CD11c). Validation of this 

flow cytometric protocol was performed by morphological analysis of flow-sorted cellular subsets. 

Keywords: Flow cytometry • bronchoalveolar lavage • inflammation • airways • lung 

 

INTRODUCTION 

Numerous mouse models of airway disease were developed and are widely used to study the pathophysiology of 

airway disorder as allergic asthma, acute inflammation and fibrosis (Shin et al. 2009, Nials et al. 2008, Daubeuf 

et al. 2013, Kips et al. 2003, Mouratis et al. 2011, Vodovotz et al. 2006). In all of these models, the recruitment 

of leukocytes into the lung is a critical parameters used to measure the effect of anti-inflammatory drugs or 

strategies (Nials et al. 2006). 

 Bronchoalveolar lavage (BAL) is an essential technique to measure inflammatory response and explore immune 

mechanisms in the lung (Hunninghake et al. 1979). It is commonly used in the clinic to diagnose lung diseases, 

infections, inflammation, and cancer (Henderson et al. 1994). This procedure makes it possible to study the 

components of the epithelial lining fluid. Levels and phenotypes of inflammatory cells infiltrating the airways 

can be assessed, for they are recovered in the BAL fluid (BALF) after transmigration through the epithelial layer. 

BAL is also used to quantify the protein composition of the airways. 

In experimental studies in small animals, BAL is a rapid and effective procedure for studying inflammation in 

the airways after euthanasia (Andreasen 2003).  The cellular composition of the BALF is the reflect of the lung 

inflammatory cells with eosinophils, neutrophils, macrophages and lymphocytes (Ble et al 2008; 2009; Delayre-

Orthez et al 2004; 2005a; 2005b; 2008; Deschamps et al 2011; Hachet-Haas et al 2008; Zhang et al 2009). The 

cellular composition of BAL fluid (BALF) is commonly determined on cytospins stained with either May-
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Grünwald Giemsa or Diff-Quick® and using morphological criteria by optical microscopy (Daubeuf et al. 2012).  

Some authors have therefore used the endogenous cyanide-resistant peroxidase activity of eosinophils or the 

intracellular presence of major basic protein to enumerate these cells in BAL fluid (Lee et al. 1997) and equally 

with Haematology analyser as Sysmex XT-2000i or ADVIA 120 (Mathers et al. 2007). However, morphological 

criteria are insufficient to discriminate between activated T and B cells that required to identified CD (cluster of 

differentiation) molecules as cell surface markers (Van Rijt et al. 2004).  

Today, democratization of multi-color flow cytometers with 6 or more color and the development of a wide 

range of fluorescently labeled antibodies allow to consider possible to analyse rapidly and efficiently several cell 

types in large numbers of samples. With flow cytometry, a substantial number of cells can be analyzed as 

compared with the number of cells counted by an investigator (10,000 events or more  vs. the traditional 200–

400 counted cells in morphological analysis). In addition, flow cytometry analysis of many samples 

simultaneously is less time consuming compared with preparing, staining and counting cytospins. 

In comparison, flow cytometry analysis promises to be more rapid and reliable and requires expertise in 

handling, have a multi-color cytometer and many antibodies whereas manual counting is basic, easy to use, 

inexpensive, reproducible, boring and time consuming. Nonetheless, our experience shows that the majors limits 

are the false ideas about flow cytometry as need complex protocol, the weakness of fluorescent antibodies and 

there time limited conservation. 

Here, we describe a rapid, easy to use, reliable and evolutive flow cytometric method for differential cell counts 

of BALF cells by staining with a combination of commercially available antibodies to identifies T and B 

lymphocytes, eosinophils, neutrophils and macrophages in BALF and exceed prejudiced ideas.  

 

TOTAL CELL COUNTS 

After BAL collection, total leukocytes are counted manually with a hemocytometer (e.g. Neubauer or Malassez 

chamber). Total leukocytes may be counted indifferently before or after flow cytometry analysis but it is 

necessary to concentrate BAL cells before flow cytometry analysis. 

 

Materials 

BALF from mouse with inflamed airways comparatively to controls (see Daubeuf et al. 2012) 

Phosphate buffered saline containing EDTA (3 mM) kept on ice 

Centrifuge (300 g) 

Conventional bright field microscope 

Hemocytometer (Neubauer or other) 
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Concentrate the BAL cells 

1. Centrifuge BAL (5 min, 300 g). 

2. Discard supernatant. 

3. Add 500 µL PBS-EDTA on pellet cells and homogenize by inverting. 

 

Obtain the total cell count 

4. Place 5 µL of the cell suspension on a hemocytometer. 

The total cell count should be performed within 24 h after BAL (see Daubeuf et al. 2012). 

5. Count cells and calculate the total cell concentration. 

6. Calculate the total number of cells as a function of the volume of lavage fluid recovered. 

 

FLOW CYTOMETRY PROCEDURE AND ANALYSIS 

After BAL cells were concentrated, leukocytes were labeled with antibodies to identified macrophages, 

eosinophils, neutrophils and lymphocytes T and B. This protocol describe a fast, one-step and easy antibodies 

staining. 

 

Materials 

Concentrated BAL cells  

Phosphate buffer  saline with EDTA (3 mM) on ice 

FC Block™ (553142, BD bioscience) 

7-AAD (559925, BD bioscience) 

Antibodies anti-mouse: CD11C-FITC (557400, BD bioscience), I-A/I-E-PercpCy5,5 (107626, BioLegend), 

CD19-PE-Cy7 (552854, BD bioscience), CD3-EFlour 450 (48-0032-82, eBioscience), CD11b-APC Alx750 

(557657, BD bioscience), CD45-AlxFluor700 (103128, BioLegend), Ly-6G (Gr-1)-PE (12-5931-85, 

eBioscience) 

5-ml polystyrene round bottom test tube (352058, BD Falcon™) 

Sterile tips 

Precision pipets (2.5 μl, 20, 200 and 1000 μl) 

LSR II Flow cytometer or FACS Aria II (BD bioscience) 

FlowJo® software 

 

Block the Fc-mediated adherence of antibodies 

1. Homogenize BAL cells by vortexing slowly (1000rpm, 5sec) and distribute 150µl of each BAL cells in a 

microplate  96/U or in microtubes 

2. Add 5µl of FC Block™ in each well 

3. Incubate 10min to room temperature  

 

Antibody solution 

4. Add 1ml of PBS-EDTA in a 1.5-ml microtube and store on ice 

This volume is required to 36 samples 
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5. Add antibodies: 3µl of CD11C-FITC, 1µl of I-A/I-E-PercpCy5,5, 1.5µl of CD19-PE-Cy7, 3µl of CD3-

EFlour 450, 2µl of CD11b-APC Alx750, 3.5µl of CD45-AlxFluor700 and 1.5µl of Ly-6G (Gr-1)-PE 

antibody 

6. Homogenize by vortexing 

 

Antibody labeling and flow cytometry analysis 

7. Distribute 25µl of the antibody solution  in each well containing BAL cells in the microplate or in the 

microtubes.  

8. Incubate 30min to room temperature 

9. Add 5µl of 7-AAD (pre-dilute, 1:3 in PBS-EDTA) in each well or microtube  

10. data to Flow Jo software to differentiate and count cells (Fig. 1) 

11. Export results to Excel to calculate the percent of each leukocytes population to live cells population. Use 

these percent and the total number of BAL cells (Basic protocol one) to obtain the number each leukocytes 

in BAL. 

  

Figure 1: Analysis of multi-
color Flow cytometry labeling 
of BALF cells. FlowJo software 
is used to select BALF cells, on 
2-D plot, in naive mice 
(Control) and in a model of 
asthma induced by ovalbumin 
(Asthma). In first, live CD45+ 
leukocytes are selected to 
eliminate debris, erythrocytes 
and dead cells, then 
lymphocytes are gated on 
SSC-A/CD11b plot to 
discriminate CD19+ B cells and 
CD3+ T cells. Others cells are 
analyzed with SSC-A/GR1 plot 
to identify neutrophils and 
MHC-II/CD11c plot are used to 
separate eosinophils and 
macrophages in the remaining 
cells. This procedure identify 
98.7±1.4% of live leukocytes. 
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COMMENTARY 
 

Background Information 

BAL appears to be an essential approach for 

studying airway inflammation in animal models of 

airway diseases and needs to identify and count 

leukocytes. Today, several possibilities are offers by 

the development of cytometry : the standard manual 
morphologic counting (described in procedure 

daubeuf et al. 2012) and the flow cytometric method 

(Van Rijt et al. 2004, and described in this 

procedure). Manual counting appear wearisome, 

inexpensive, reproducible and controlled method 

and may be delayed as compare to flow cytometry 

that required to be achieve during the day and 

dispose of a multi-color cytometer. From this point 

of view, manual counting seems more attractive but 

flow cytometry is useful to separate macrophage 

from activated T cells and necessary to study 
specific cell types, such as B, Th1, Th2, TReg, Th17 

lymphocytes or dendritic cells. In our hand, flow 

cytometry reveal an important fact: our results show 

that lymphocytes are frequently confounded with 

macrophages in manual counting whereas they are 

perfectly discriminate in flow cytometry. Moreover, 

lymphocyte is a leading population in airway disease 

(Fig. 2).  

Our protocol is design to identify macrophages, 

eosinophils, neutrophils and lymphocytes T and B 

with efficient and to be fast, easy to use, 
reproducible and upgradable. It is possible to adding 

antibodies to identified another subset or receptors 

found on previous describe cells. 

However, it subsist another false idea: the limited 

conservation of antibodies. Our experience confirms 

the great stability of the antibodies describes in this 

procedure. They can be used during several years 

and were stable to repeated temperature fluctuation 

from 4°C to room temperature. 

 

Critical parameters 

Hemolysis, centrifugation and rinse steps were avoid 
to warranty the BAL cell viability, stability and 

quality of labeling. Moreover, we recommend to 

beware about tubes and microplate quality. 

Microtube with low adsorption prevent surface 

coating of diluted antibodies (in PBS-EDTA without 

BSA or serum) and quality of microplate must be 

control to prevent macrophages adhesion. In 

complement, phosphate saline buffer with EDTA is 

essential to limit macrophage activation and required 

endotoxin-free PBS to prevent cells  activations and 

gage quality, purity and reproducibility of the flow 
cytometry procedure and analysis (Fig. 3) 

 

 
Figure 2: Cell population in BALF in airway disease. A. 
Comparison between manual morphologic count (M) and 
flow cytometry analysis (FC) in naive mice (Control) and in 
a model of asthma induced by ovalbumin (Asthma). Data 
shows that flow cytometry is useful to separate 
macrophage from lymphocytes whereas manual and flow 
cytometry are perfectly comparable for eosinophils and 
neutrophils. B. Example of flow cytometry analysis in 
three models of airway disease: a model of asthma 
induced by ovalbumin, an acute inflammatory model 
induced by intranasal administration of Escherichia coli 
Lipopolysaccharide (LPS, 200µg/kg, BALF were performed 
24 h after)and a model of pulmonary fibrosis with 
bleomycin (one intranasal administration, 1mg/kg, BALF 
were performed 14 days after). 

 

Troubleshooting 

Because of the absence of hemolysis step, manual 

total cell counting with a hemocytometer could be 

difficult when the number of erythrocytes is too 

high. In this case, our experience show that only few 

apparatus are adapted to count precisely leukocytes 

in BAL in samples containing debris and 

erythrocytes.  
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Figure 3: Purity and control quality of the one-step flow cytometry procedure. A. Flow cytometry procedure are used on a 
cell sorter ARIA II (BD bioscience) and sorted cells were  cytospun and stained with Diff-Quick®. B. Sorted macrophages, 
eosinophils, neutrophils and lymphocytes were counted on cytospin to determine the efficacy and the purity of the flow 
cytometry procedure. C. Intra-individual reproducibility of the flow cytometry procedure on BALF cells is represented in two 
asthmatic mice (gray dots and black squares). 

 

 

 

Three apparatus are useful and validate: the ADVIA 

120 hemocytometer or the  Cellometer Auto X4 and 

the Celigo® S Imaging Cell Cytometer with 

fluorescent dye nuclear staining, respectively acridin 

orange or propidium iodine (Fig 4A). Conventional 
cell counters using Bright field images or 

impedance-based particle detection appear few 

discriminate in heterogenic samples and can’t be 

used with BALF (Fig 4B).  

 

Time considerations 

The following table summarizes the timelines 

associated with these procedures 

Note that several steps are very time-consuming. 

The time does not increase linearly with the number 

of mice so we present the time necessary for 20 

samples. 
 

Step Time required 

BAL cells concentration 15 min 

Manual total cell count 60 min 

Antibodies labelling 60 min 

Flow cytometry 60 min 

Analysis 90 min 
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Annexe n°4:  

Eosinophils And The Ovalbumin Mouse Model Of Asthma 

 and Nelly Frossard 

Article à paraître dans “Methods in Molecular Biology – Eosinophils”,  
 

 

 

Dans cet article, Nous décrivons des méthodes pour obtenir un afflux d’éosinophiles dans les voies 

aériennes dans un modèle d’asthme allergique . Les modèles d'asthme allergique présentés offrent 

une grande reproductibilité et entrainent le recrutement de nombreux éosinophiles dans le poumon. 

Ce recrutement est mesuré dans le lavage bronchoalveolaire et est accompagné d'une 

hyperréactivité des voies aériennes et d’un remodelage bronchique. Nous présentons ici le modèle 

conventionnel d’asthme allergique à l'ovalbumine, en 21 jours, les ajustements nécessaires pour un 

modèle rapide d’hyperéosinophilie allergique des voies aériennes en 8 jours, et un modèle en 57 

jours, adapté à l’utilisation des souris C57BL/6, dans le but de développer une hyperéosinophilie 

associée à une hyperréactivité bronchique. 
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Laboratory of Excellence Medalis, Strasbourg, France 
 
 
 

Summary 

 

Mouse models of asthma are essential to understand asthma pathogenesis and eosinophil 

recruitment in the airways, and to develop new therapeutic strategies. Animal models try 

mimicking all features of the human disease including airway hyperresponsiveness (AHR), 

eosinophilic inflammation, and remodeling, which are the typical asthma-related 

characteristics. The mouse is now the species of choice for asthma research due to the 

availability of transgenic animals and of wide array of specific reagents and techniques 

available. Cellular responses may be studied with innovative imaging and flow cytometry 

methods while lung mechanics may be precisely measured by the forced oscillation technique, 

and airway responsiveness approached by barometric plethysmography in awaken and 

unconstrained animals. Here, we describe procedures to generate acute models of 

hypereosinophilic asthma in mice, with ovalbumin as the allergen. The presented allergic 

asthma models offer a large and reproducible eosinophil recruitment, measured in the 

bronchoalveolar lavage (BAL), accompanied with airway hyperresponsiveness, inflammation 

and remodeling, and are particularly suited to assess the activity of drug candidates. We here 

present the classical 21-day allergic asthma model to ovalbumin, and adjustments for a rapid 

8-day model of airway allergic hypereosinophilia, and a more chronic 57-day model suitable 

for C57BL/6 mice to develop airway hyperresponsiveness together with airway eosinophilic 

inflammation and remodeling. 

 

 

Key words: Allergic asthma, Mouse model, Ovalbumin 
 
 
 

1. Introduction 

 
 

Human allergic asthma is defined as a chronic eosinophilic 

inflammatory disorder of the airways, and is characterized 

clinically by airway hyperresponsiveness (AHR) and intermittent, 

reversible airway obstruction (1). Histopathological features of 

asthma show the presence of a large eosinophilic infiltrate in the 

bronchi, and structural changes grouped as "airway remodelling" 

including subepithelial fibrosis, goblet cell hyperplasia, airway 

smooth muscle thickening, and increased vascularity. It is accepted 

that AHR and remodeling result from repeated exposure to 

allergen, that lead to chronic inflammation of the airways (2). 

Studies in laboratory animals have produced a large amount of 

knowledge on the mechanisms responsible for allergic asthma. 
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Among animal models, the mouse is now the most widely used 

species. Mice are not naturally prone to asthma but asthma-like 

artificial reactions may be induced in the respiratory tract to 

develop inflammation and symptoms that are similar to those of the 

human disease. Some differences persist however in the 

pathophysiology of asthma between mouse and human. AHR in 

mice follows allergen challenge, and is transient while it is present 

at any time in human even in the absence of symptoms (3). Chronic 

models appear difficult to develop in mice, probably due to the 

absence of environmental cofactors such as pollution, lung 

infection, and also probably to the employed allergen. These 

observations suggest that allergic asthma models in mice do not 

exactly replicate the human disease, but the observations made in 

these mouse models support most existing paradigms and are 

useful to develop new anti-asthma strategies (4). 

The most commonly used strain for allergen challenge models and 

eosinophil recruitment is the Th2-type BALB/c mice, but the 

C57BL/6 or A/J strains have also been used successfully for 

allergen challenge studies and development of asthma features (5). 

A/J mice seem more sensitive to allergen and able to develop 

chronic models (6). Allergens that may have clinical relevance, 

such as house dust mite or cockroach extracts (7, 8), have been 

recently successfully developed for asthma models in the mouse. 

However, ovalbumin (OVA) derived from chicken egg is until now 

a more frequently used allergen since it induces a robust and 

reproducible allergic bronchial inflammation, particularly in acute 

allergic response (9). Various sensitization and challenge 

procedures have been developed to induce acute asthma symptoms 

to OVA. For priming, allergen sensitization requires multiple 

systemic administrations of OVA in the presence of an adjuvant via 

intraperitoneal route. Aluminium hydroxide (Al(OH)3) is a 

commonly used adjuvant to promote the development of a Th2 

immune response to OVA (10). After the sensitization period 

allowing IgE production (usually from 5 to 21 days), all protocols 

require local challenges with the allergen. OVA may be applied to 

the airways by nebulization, or by intratracheal (i.t) or intranasal 

(i.n.) instillation (11,12). Following these procedures, mice develop 

key features of clinical asthma, including increased levels of 

allergen specific IgE in serum, eosinophil and Th2 cell infiltration 

into the airways referred to as airway inflammation, mucus 

hyperproduction and collagen deposition as airway remodeling, and 

AHR to methacholine. 

The influx of inflammatory cells in the airways, in particular the 

eosinophil infiltration, is studied in the bronchoalveolar lavage 

(BAL) (20). BAL is performed after euthanasia and differential 

cells are counted by optical microscopy as eosinophils, neutrophils, 

macrophages, and lymphocytes (15). For more specific 

assessments, flow cytometric methods can be applied, e.g. to 

identify T cell phenotypes in the cell composition of BAL fluid in 

asthma models (21). 
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We here describe the optimized procedures to sensitize and 

challenge mice to ovalbumin, in order to develop reproducible 

features of airway inflammation, e.g. eosinophil infiltration 

assessed in BAL fluid, remodeling and hyperresponsiveness. To do 

so, we present the classical acute 21-day asthma model in Balb/c 

mice and special adjustments for a rapid 8-day model of airway 

allergic hypereosinophilia and a more chronic 57-day model 

suitable for C57BL/6 mice to develop airway hyperresponsiveness 

associated with inflammation and remodeling. In a following step, 

we describe an easy-to-perform, inexpensive, and reproducible 

manner to obtain bronchoalveolar lavage to measure inflammatory 

cell recruitement in mouse airways. 
 
 
 

2. Materials 

 
 

Prepare all solutions using sterile and pyrogen-free commercial 

saline (NaCl 0.9%, B. Braun, Boulogne, France), and all reagents 

on ice. Ovalbumin (OVA) solutions are prepared, aliquoted and 

frozen ready-to-use to increase reproducibility of the experiment. 
 

2.1. Ovalbumin 
Solutions And 
Aluminium Hydroxide 
Powder 

1. Prepare a sterile 2 mg/ml solution of OVA as follows: weigh 

80 mg ovalbumin (Sigma-Aldrich, A5503) and dissolve it in 40 ml 

cold sterile saline in a 50 ml Falcon tube with a vortex (at maximal 

speed, see Note 1) 

2. For sensitization procedures in the 8-day and 21-day models, 

take 25 ml of this solution, and distribute as 1.1-ml aliquots into 

1.5-ml microtubes. Immediately freeze and store aliquots at −80◦C. 

3. For challenge procedures in the 8-day and 21-day models, take 

8 ml of the remaining 2 mg/ml solution and dilute it 1/5
th
 by adding 

32 ml cold sterile saline in a 50-ml Falcon tube with a vortex (at 

maximal speed, see Note 1). Distribute as 1-ml aliquots in 1.5-ml 

microtubes. Immediately store aliquots at −80°C. 

4. For sensitization and challenge procedures in the 57-day model, 

take 8 ml of the 2 mg/ml solution and dilute it 1/2.5
th
 by adding 

12 ml cold sterile saline in a 50-ml Falcon tube with a vortex (at 

maximal speed, see Note 1). Distribute as 1-ml aliquots in 1.5-ml 

microtubes. Immediately store aliquots at −80◦C. 

5. In addition, prepare aliquots of ready-to-use sterile saline for 

control experiments. Transfer 1 ml sterile saline into 1.5-ml 

microtubes and 4 ml saline into sterile culture tubes (BD Falcon, 

352003). Immediately store the aliquots at −80°C.  

6. Directly when the aluminium hydroxide powder [Al(OH)3, alum, 

Sigma-Aldrich, cat. no. 239186] (see Note 2) arrives at the lab, 

weigh aliquots of 80 mg in 5-ml sterile culture tubes. Be careful to 

store alum aliquots protected from light at room temperature. 
 

2.2. Ovalbumin And Conjugation of OVA to alum is a critical step to guarantee the 
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Alum Conjugates reproducibility of the sensitization. 

1. Before use, bring an aliquot of 2 mg/ml OVA solution and an 

aliquot of 4-ml sterile saline to room temperature. 

2. Take an aliquot of alum (80 mg), add 1 ml OVA solution 

(2 mg/ml) and 3 ml sterile saline. This suspension should be 

prepared fresh every day.  

3. Gently homogenize the OVA-alum suspension for 4 hr at 4°C on 

a rotator mixer to allow adsorption of OVA on alum. (Alum is not 

entirely soluble and this will be presented as a suspension). 

4. Before administration to animals, bring the suspension to room 

temperature on a rotator mixer for 10 min (18° to 23°C). 

 

2.3 Anaesthetic  
Solution  

1. In a 15 ml Falcon tube, add 1.5 ml of a 100 g/L commercial 

solution of ketamine (Mérial, Imalgene
®
), 0.5 ml of a 20 g/L 

commercial solution of xylasine (Bayer, Rompun
®
 2%) and 10 ml 

of sterile saline. The prepared solution contains 12.5 mg/ml 

ketamine base and 0.83 mg/ml xylasine base from hydrochloride. 

This preparation may be stored at 4°C for 10 days. 

2. Before use in animals, bring the solution to room temperature. 

Inject 100 μl of the anaesthetic solution per mouse (25 g), i.e. 

4 ml/kg. The administered dose is 50 mg/kg ketamine and 3.3 

mg/kg xylazine.  

2.4 Anaesthetic  
Solution for 
bronchoalveolar lavage 
procedure 

1. In a 15 ml Falcon tube, add 4.5 ml of a 100 g/L commercial 

solution of ketamine (Mérial, Imalgene
®
), 1.5 ml of a 20 g/L 

commercial solution of xylasine (Bayer, Rompun
®

 2%) and 6 ml of 

sterile saline. The prepared solution contains 37.5 mg/ml ketamine 

base and 24.9 mg/ml xylasine base from hydrochloride. This 

preparation may be stored at 4°C for 10 days. 

2. Before use in animals, bring the solution to room temperature. 

Inject 100 μl of the anaesthetic solution per mouse (25 g), i.e. 

4 ml/kg. The administered dose is 150 mg/kg ketamine and 

10 mg/kg xylazine.  

2.5 Solutions for 
bronchoalveolar lavage 
procedure 

1. Saline-EDTA 2.6 mM: in a sterile 1-l DURAN
®
 glass bottle 

(Schott, 21801545), add 970 mg of EDTA (ethylene diamine-

tetra acetic acid disodium salt dihydrate, Sigma-Aldrich, E1644), 

9 g of Sodium chloride (Sigma-Aldrich, S7653) and 1-l of ultrapure 

water. Add a PTFE coated stir bars in the bottle and place it on a 

magnetic stirrer (Stuart, CB161) for 30 min until dissolved. Adjust 

pH to 7.3 with a 2 N sodium hydroxide solution (Fluka, 71474). 

This preparation may be stored at 4°C for 1 week. 

  

2. Potassium chloride 0.6 M: in a sterile 500-ml DURAN
®

 glass 

bottle (Schott, 21801545), add 22,36 g of potassium chloride  

(Sigma-Aldrich, P9541) and 500 ml of ultrapure water. 
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3. Methods 

 
 

This procedure describes how mice sensitized and challenged to 

OVA will develop reproducible and robust allergic asthma features, 

in particular eosinophil infiltration to be recovered in the 

bronchoalveolar lavage. Mice should be sensitized 

intraperitoneally, then challenged by intranasal administration at 

the indicated times (Fig.1). Repeated exposure to OVA is required 

to induce cytokine production and increase eosinophil recruitment 

(Fig.3). Eosinophils recovered in the bronchoalveolar lavage fluid 

are presented on Fig.2. Control mice are sensitized with the OVA-

alum suspension for the 8-day and 21-day models or with OVA in 

the absence of adjuvant for the 57-day model. They are challenged 

with solvent (saline) alone. 

Asthma features will be assessed twenty-four hours after the last 

OVA challenge: AHR may be measured by whole body 

plethysmography as described (13) or the forced oscillation 

technique (14) and inflammatory cell recruitment in particular 

eosinophils assessed in the collected bronchoalveolar lavage (15) 

decribed below and presented on Fig.2. 

 

 

 
Figure 1: Allergic asthma models to ovalbumin in mice. (A) The 8-day rapid model of hypereosinophilia is composed of a 
sensitization step with intraperitoneal (i.p.) administrations of OVA-alum suspension on days 0, 1 and 2, followed by 
intranasal (i.n.) challenges with ovalbumin or saline for control mice on days 5, 6 and 7. (B) The 21-day acute model of 
asthma is composed of a sensitization step with i.p. administrations of OVA-alum suspension on days 0 and 7, followed by 
i.n. challenges with ovalbumin or saline for control mice on days 17, 18, 19 and 20. (C) The 57-day chronic model of asthma 
is composed of a sensitization step with i.p. administrations of ovalbumin alone (no adjuvant) on days 0, 4 and 7, followed 
by i.n. challenges with ovalbumin or saline for control mice weekly for 7 weeks. Assessments of AHR, OVA-specific IgE 
production, airway inflammatory cell recruitment, and airway remodeling are performed twenty-four hours after the last 
OVA challenge.  
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3.1. Perform ovalbumin 
sensitization with 
adjuvant in the 8-day 
and 21-day models 

1. Take the OVA-alum suspension (see §2.2). 

2. Hold the mouse (see Note 3) in your hand by the dorsal skin so 

that its head is up and its rear legs are down. Maintain its tail with 

fingers. 

3. Use 1-ml syringes and 25-G needles to inject the OVA-alum 

suspension and administer 4 ml/kg, i.e. 100 μl per mouse (of 25 g) 

by intraperitoneal injection. Gently homogenize the suspension 

between each injection (see Note 4). Each mouse receives 50 μg 

OVA adsorbed on 2 mg alum in saline. 

 

3.2. Perform ovalbumin 
sensitization in the 57-
day model 

1. Bring an aliquot of 0.8 mg/ml OVA solution to room 

temperature, and vortex for 5 sec at maximal speed (see Note 1). 

2. Hold the mouse (see Note 3) in your hand by the dorsal skin so 

that its head is up and its rear legs are down. Maintain its tail with 

fingers. 

3. Use 1-ml syringes and 25-G needles to inject OVA and 

administer 5 ml/kg, i.e. 125 μl per mouse (of 25 g) by 

intraperitoneal injection. Each mouse receives 50 μg OVA in saline. 

 

3.3. Ovalbumin 
challenge 

1. Bring an aliquot of 0.4 mg/ml (8-day and 21-day models) or 

0.8 mg/ml (57-day model) OVA solution to room temperature and 

vortex for 5 sec at maximal speed (see Note 1). 

2. Mice should be anaesthetized for intranasal administration. 

Anesthetize mice as follows: Hold the mouse in your hand by the 

dorsal skin so that its head is up and its rear legs are down. 

Maintain its tail with fingers and use 1-ml syringes and 25-G 

needles to inject 4 ml/kg of the anaesthetic solution (see Note 5) by 

intraperitoneal injection. 

3. Place the mouse in the cage and wait until vibrissae do not move 

any more. 

4. Hold the mouse in your hand in a vertical position with its head 

up and its rear legs down. Administer, drop by drop, 12.5 μl OVA 

solution in each nostril or of saline alone for controls, by using 

sterile tips and a 20-μl precision pipette (see Note 6). Each mouse 

receives 10 μg (8-day and 21-day models) or 20 µg (57-day model) 

of OVA. 

5. Keep the mouse in your hand in a vertical position for at least 1 

min so that the solution can be distributed in the airways, and check 

that the mouse breathes normally (see Note 7)  

6. Next, place the mouse in a horizontal decubitus on a heating 

blanket until the mouse is completely awaken. 

3.4. Bronchoalveolar 
lavage procedure 

1. Mice should be anaesthetized for BAL procedure as follows: 

Hold the mouse in your hand by the dorsal skin so that its head is 

up and its rear legs are down. Maintain its tail with fingers and use 

1-ml syringes and 25-G needles to inject 4 ml/kg of the anaesthetic 

solution (see 2.4) by intraperitoneal injection. 

2. Place the animal in a dorsal decubitus position until the mouse is 

deeply anesthetized. 

3. Using scissors, make a small incision in the neck skin. Separate 
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salivary glands, incise the sternohyoid muscle to expose the trachea, 

and place a cotton thread (black haberdashery cotton thread no. 40) 

under the trachea. 

4. Make a small semi-incision of the trachea to allow a 21-G lavage 

tube to pass into the trachea (see Note 8). Stabilize the tube and 

needle by attaching them with a cotton thread 

6. Load a 1-ml syringe (Terumo, BS-01T) with 0.5 ml sterile saline-

EDTA, place it in the 21-G lavage tube and inject 0.5 ml saline-

EDTA into the lung. Massage the chest for 10 sec, re-aspirate saline 

of the first lavage, and keep the recovered lavage fluid into a 5-ml 

tube placed on ice.  

7. Repeat the procedure 10 times per animal. (see Note 9)  

8. Pool lavages recovered and centrifuge them for 5 min at 300 × g 

at 4°C to pellet the cells. Discard the supernatant and add 1500 μl 

ultrapure water to the cell pellet for erythrocyte hemolysis. Wait for 

10 sec, add 500 μl KCl (0.6 M), and homogenize by inverting. 

9. Centrifuge the BAL fluid for 5 min at 300 × g at 4°C. Discard the 

supernatant, add 500 μl saline-EDTA to the cell pellet, and 

homogenize by inverting. 

3.4. Inflammatory cell 
counting 

1. For total cell count: place 5 μl of the cell suspension on a 

hemocytometer (Neubauer, Malassez, or other), count the cells and 

calculate the total cell number in BALF. 

2. For differential cell count: homogenize by inverting and dilute 

with saline-EDTA to obtain a final concentration of 250,000 

cells/ml. In a cytofunnel (CytoSpin™ 4 Cytocentrifuge), place 

200 μl of the cell suspension. Centrifuge for 10 min at 700 rpm then 

let the slide air-dry and proceed to cell staining. 

3. Cell staining with Diff-Quick staining kit (Hemacolor; Merck, 

cat. no. 1.11661.0001): immerse the slide for 15 sec in Diff-Quick 

fixative reagent, for 30 sec in Diff-Quick solution I then for 15 sec 

in Diff-Quick solution II and rinse the slide for 5 sec in tap water. 

Let the slide air-dry (see Note 10). 

4. Count and identify 400 cells under light microscopy on each 

slide. Magnification ×1000; oil immersion. Manual counting allows 

to identify eosinophils, neutrophils, macrophages, and lymphocytes. 

The percentage of each cell population is reported to the total 

number of cells, and the absolute number of each cell population is 

then calculated in BALF.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2: Photograph of 
eosinophils recovered in BALF 
in the 21-day acute model of 
asthma to ovalbumin in mice. 
(A) Bright field photograph of 
cytospun eosinophils stained 
with Diff-Quick. (B) 
Fluorescent photograph of 
eosinophils stained with DAPI 
to highlight the typical circular 
nucleus of murine eosinophils. 

 



192 

4. Notes 

 

1. OVA is a protein that may be difficult to dissolve in saline. In our 

experience, it is better to use a high speed vortex, with maximal 

speed ≥ 3000rpm (Eppendorf MixMate
®
) to dissolve OVA rapidly 

and prevent the formation of a turbid suspension composed of 

hydrated OVA particles. 

2. Be very careful while choosing the aluminium hydroxide reagent. 

The quality of aluminium hydroxide influences the number of 

eosinophils recovered in BAL in the 8-day and 21-day model. We 

recommend to use aluminium hydroxide from Sigma-Aldrich (cat. 

no. 239186). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3: Repeated exposure to OVA is required to induce both eosinophil recruitment and cytokine production. 
Example of the 8-day model. (A) Evolution of absolute numbers of eosinophils, neutrophils and lymphocytes in the 
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) 24h (D6), 48h (D7) and 72h (D8) after a single challenge to OVA (performed on D5 
and represented by the arrow) in mice sensitized to OVA. Dots are means and bars are SEM values (n=3 to 6 mice per 
group). ¤¤¤ P≤0.001 vs D5 for eosinophils, *** P≤0.001 vs D5 for neutrophils and $$ P≤0.01 vs D5 for lymphocytes. (B) 
Absolute numbers of macrophages (Macro), eosinophils (Eosino), neutrophils (Neutro) and lymphocytes (Lympho) in 
BALF on D8 after a single challenge to OVA on D5 (grey blocks) or 3 challenges to OVA on 3 consecutive days (D5, D6 
and D7) (black blocks). Blocks are means and bars are SEM values (n=6 mice per group). 

¤
 P≤0.05; 

¤¤
 P≤0.01; 

¤¤¤ P≤0.001 (C) Evolution of IL-4 and IL-5 cytokine levels recovered in BALF 24h, 48h and 72h after a single challenge to 
OVA on D5 (represented by the arrow). Dots are means and bars are SEM values (n=3 to 6 mice per group). 
¤¤¤ P≤0.001 vs D5 for IL-5 and ** P≤0.01, *** P≤0.001 vs D5 for IL-4. (D) Levels of IL-4 and IL-5 recovered in BALF on D8 
after a single challenge to OVA on D5 (grey blocks) or 3 challenges to OVA on 3 consecutive days (D5, D6 and D7) 
(black blocks). Blocks are means and bars are SEM values (n=6 mice per group). ¤¤¤ P≤0.001. 
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3. These protocols are developed to be used with nine week-old male 

or female Balb/c mice to study AHR, OVA-specific IgE production, 

airway inflammatory cell recruitment, and airway remodeling (16-

19). C57BL6 mice may be used to study eosinophilic airway 

inflammation in the 8-day and 21-day models, but AHR cannot be 

measured (Fig.4). To measure AHR together with eosinophil 

assessment in C57BL6 mice, we recommend the 57-day allergic 

asthma model. In addition, the described steps may be used for 

various other asthma models. Most of asthma models are dependent 

on the number of sensitizations and challenges, the dose of OVA and 

alum used, and the time between sensitizations and/or challenges. 

4. Gently homogenize the suspension by 3-4 repeated reversals of 

the tube/syringe between each use so that the suspension does not 

drop at the bottom of the tube/syringe. 

5. Anaesthesia is key to successful intranasal administration. Too 

light anaesthesia reduces reproducibility of inflammatory cells 

recruitment, and too higher anaesthesia enhances respiratory failure 

during and after i.n. administration. It may be necessary to adapt the 

dose of anaesthetic to warrant the best quality of anaesthesia. It often 

requires to increase the dose over time. 

6. Solution has to be administered drop by drop, slowly and very 

carefully to maximize the distribution of OVA into the airways. 

Intranasal challenge is a simple technique, easy to perform, but it 

requires expertise to obtain reproducible responses. 

7. If the mouse does not breathe normally, perform a thorax massage 

by pressing the rib cage several times, quickly but carefully. Please 

take care to identify each mouse who stops breathing, because this 

may affect AHR and eosinophilic inflammation of the airways. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4: Comparison of inflammatory cell recruitment and airway hyperresponsiveness between Balb/c and C57BL6 in 
the 21-day allergic asthma model. (A) Inflammatory cells in BALF on day 21 in Balb/c mice (grey blocks) or in C57BL6 mice 
(black blocks). Blocks are means and bars are SEM values. (B) Airway hyperresponsiveness to metacholine measured by 
plethysmography on vigil and unrestrained mice (EMKA Technologies, Paris, France) on day 21. Dots are means and bars are 
SEM values. 
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8. While semi-incising tte trachea, take care not to cut through the 

trachea. For tracheotomy, use a 21-G lavage tubing, carefully placed 

over a 21-G needle or a single-use Terumo surshield® IV catheter 

(Terumo, 1SR*SFA2025A).  

9. Supernatant from the first two lavages may be pooled and 

separated from the eight following lavages for cytokine or mucus 

analysis, since a higher concentration is present in the 2 first lavages. 

In this case, centrifuge the initial two first lavages for 5 min at 

300 × g at 4°C, then freeze the supernatant for further analysis, and 

add the cell pellet to the eight following lavages. 

10. We describe the staining of cytospined cells with the commercial 

Diff-Quick staining : this staining requires to be performed in less 

than an hour of cytospinning. Other commercial staining may be 

usefull as RAL 555 (RAL-diagnostics) or could be advantageously 

replaced by a home-made staining described in (15). 
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La régulation des réponses cellulaires à des cytokines et des chimiokines implique de nombreuses 

étapes de régulations et de contrôles. Une des possibilités est le piégeage ou la neutralisation des 

cytokines et des chimiokines, et peut permettre la validation des voies de signalisation dans les 

conditions physiologiques et pathophysiologiques, mais aussi concourir au dévelopment de 

molécules thérapeutiques. Cet revue explore le domaine de la neutralisation des ligands et tente de 

déterminer dans quelle mesure les petites molécules chimiques pourraient se substituer aux 

anticorps neutralisants pour des approches thérapeutiques . 
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Regulation of cellular responses to external stimuli such as hormones, neurotransmitters, or cytokines is
achieved through the control of all steps of the complex cascade starting with synthesis, going through
maturation steps, release, distribution, degradation and/or uptake of the signalling molecule interacting with
the target protein. One possible way of regulation, referred to as scavenging or neutralization of the ligand,
has been increasingly studied, especially for small protein ligands. It shows innovative potential in chemical
biology approaches as well as in disease treatment. Neutralization of protein ligands, as for example
cytokines or chemokines can lead to the validation of signalling pathways under physiological or
pathophysiological conditions, and in certain cases, to the development of therapeutic molecules now used
in autoimmune diseases, chronic inflammation and cancer treatment. This review explores the field of ligand
neutralization and tries to determine to what extent small chemical molecules could substitute for
neutralizing antibodies in therapeutic approaches.

© 2010 Published by Elsevier Inc.
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1. Introduction

Deciphering biological signalling pathways makes use of conver-
gent approaches including direct gene manipulation or downstream
information processing intermediates such as messenger RNAs,
proteins or signalling small molecules/hormones or their metabolites.
Gene manipulation, in particular gene deletion/invalidation, is one of
the most widely used approaches to determine the function of a gene

and of its products. It presents the major advantage of selectively
altering one gene structure or expression so that a given phenotype,
when observed, is generally closely associated with the gene of
interest and to its products. On the other hand, gene deletion or
overexpression can be induced, but not yet in a reversible manner, so
that control experiments must be carried out on wild type animals in
which developmental or compensatory effects may not have taken
place in a comparable manner (Chensue et al., 2001; Auwerx et al.,
2004; Brown et al., 2005; Yang et al., 2006). Chemical biology
approaches, i.e. methods that use chemical tools to elucidate the
function of a protein in a given signalling pathway, and are at the
frontier between pharmacology, chemistry and biophysics, are useful
too and show complementarity with genetic approaches. They also
offer the possibility to transpose small molecule tools into drugs when
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pathological issues are coming into play during the assessment of the
protein function. The advantages and drawbacks of the chemical
biology approach are mirror images of the genomic approach.
Reversibility of the effect of a molecule can be studied on the same
living individual upon cessation of molecule administration. On the
other hand, molecules are rarely specific for a given target protein,
and the claimed selectivity of a compound generally follows an
inverse relationship with the extent of side effects (Wermuth, 2006).
Antibodies, and in particular monoclonal antibodies, have arisen as
potential substitutes to both the genetic and the chemical biology
approaches in the sense that they exhibit quasi-exclusive selectivity
for a protein target and that the interruption of treatment leads to
reversal of their effects. Antibodies offer in addition the possibility of
target interactions, especially large protein–protein interactions, that
are difficult to perturb with small molecules. This has led to the
exponential development of antibodies or antibody fragments
(Chames et al., 2009; Nelson & Reichert, 2009; Wesolowski et al.,
2009) for therapeutic purposes. Antibodies are powerful tools in
laboratory research because they can be developed much faster than
small chemical molecules (see below). They have thus been largely
used to validate the involvement of proteins in signal transduction
pathways, and as potential target for drug development. On the other
hand, antibodies have intrinsic limitations that constrain their use for
biological systems exploration. With some exceptions, antibodies and
antibody fragments do not cross biological barriers, such as the
intestinal or blood brain barriers. The consequence is that antibodies
must be injected andmost central nervous system proteins will not be
reached. Also, antibodies cannot reach intracellular target proteins
unless they cycle to the plasma membrane.

For all these reasons, the chemical biology approach using small
molecules as tools or drugs remains a useful and valid strategy. In this
article, we review examples of small chemical molecules that can be
used to neutralize small signalling proteins such as chemokines or
cytokines. The reader should appreciate that only a few examples are
known to date. The reason for this is that all neutralizing molecule
discoveries that are presented here were serendipitous, and specifi-
cally designed experimental approaches are only just entering starting
blocks. Small molecules are being searched to inhibit protein–protein
interactions, with a focus on intracellular compartments and cancer
related interactions, or brain function exploration (Berg, 2003; Arkin &
Wells, 2004; Arkin, 2005; Wells & McClendon, 2007; Blazer & Neubig,
2009). These will not be reviewed here. We will focus mainly on the
family of small signalling proteins, the chemokines, which constitute a
well adapted biological system to develop neutralizing small mole-
cules. Examples from other cytokines will be discussed as well.

1.1. Chemokines and chemokine receptors

Chemokines are small secreted chemotactic cytokines endowed
with multiple activities. Their main function is chemical attraction of
leukocytes, but they also contribute to the regulation of organ
development during ontogeny. In inflammation, the chemotactic
signal given by chemokines leads to egress of leukocytes from the
blood circulation across the walls of small blood vessels. To do this,
chemokines that are produced on the site of inflammation cross the
endothelial cell wall and remain immobilized on the luminal surface
of the endothelium. Circulating leukocytes, depending on their
chemokine receptor expression will then be attracted and directed
towards the inflamed site along the chemotactic gradient. Chemo-
kines, in addition to attracting cells, contribute to the regulation of
gene expression on target cells and help to control cell proliferation
and apoptosis, for instance in angiogenesis.

Chemokines are also subdivided into several functional groups
depending on whether their expression is constitutive or inducible by
inflammatory signals, and also on their capacity to stimulate or inhibit
angiogenesis, especially in tumors (Vandercappellen et al., 2008). The

CXC chemokines in particular exert angiogenic or angiostatic activities
depending on the presence of an ELR (Glu-Leu-Arg) motif in their N-
terminal portion (Addison et al., 2000). As important regulators of cell
migration, therapeutic intervention of the chemokine system(s)
includes infectious diseases, intra-organism alert systems possibly
leading to autoimmune diseases such as multiple sclerosis, rheuma-
toid arthritis, psoriasis or lupus erythematosus, as well as allergic
disorders such as asthma, inflammatory bowel disease, transplant
rejection, neuropathies or dermatitis.

More than 50 chemokines are known (Wells et al., 2006). The
chemokine structure (Figs. 1 and 3) comprises an N-terminal loop
region, three-strand anti-parallel beta-sheets forming the typical core
fold of the chemokines and a C-terminal alpha helix which overlays the
beta-sheet. CC, CXC and CX3C chemokines comprise in addition two
disulfide bridges linking the N-terminal domain with the loop
separating sheet 1 and sheet 2 and the N-terminal domain with the
end of sheet 3. In order to allow gradients to be formed at the vicinity of
the site of release, chemokines bind to extracellularmatrix components,
i.e. the negatively charged glycosaminoglycans (GAGs), by means of
their positively charged amino acids. These positive amino acids form
distinct clusters at the surface of the chemokine depending on whether
the chemokine belongs to the CC, CXC or CX3C group (Laguri et al.,
2008). In the CXC chemokine group, theGAG-binding area is on the side
of the protein that does not interact with the receptor (Amara et al.,
1999; Santiago et al., 2006; Murphy et al., 2007) and, mutation of the
positive amino acids that bind to GAGs does not alter chemokine
binding to the receptor (Amara et al., 1999; Proudfoot et al., 2001), and
interaction with heparan sulfates does not change the equilibrium
binding affinity of the chemokine for its receptor (Valenzuela-
Fernandez et al., 2001). In the CC group of chemokines, in contrast,
there is significant overlap between receptor binding and GAG-binding
areas which, in the case of CCL5 for instance, has influence on receptor
subtype-specific interactions (Proudfoot et al., 2001).

Chemokines signal through G proteins coupled to seven transmem-
brane receptors which are classified according to the chemokines they
bind (CXCR, CCR, CX3CR and XCR) (Murphy, 2002). The chemokine
receptor family groups twenty G-protein-coupled receptors (GPCRs)
and covers extremely diverse physiological responses. As a general rule,
structural promiscuity betweenGPCRs accounts for frequently observed
problems of ligand selectivity among subtypes. Reciprocally, GPCR
ligands, in particular chemokines, are grouped in small chemical
families, so that neutralizing the ligand rather than the receptor may
allow good focus on a subset of targeted signalling pathways.

Alongwith several other signalling proteins (Alcami& Smith, 1992;
Colotta et al., 1993; Pitti et al., 1998; Rahaman et al., 2002; Bezerra
et al., 2005; Bamias et al., 2008; de Moura et al., 2009; Fili et al., 2009;
Funke et al., 2009; Mueller et al., 2009; Scola et al., 2009), chemokines
are subject to naturalmodulationof their concentrations by proteins to
which they bind (Fig. 2) without leading to typical signalling (Murphy,
2000; Alcami, 2003; Graham & McKimmie, 2006; Mantovani et al.,
2006; Murphy et al., 2007; Graham, 2009; Pruenster et al., 2009).
These proteinsmay be endogenously encoded tomodulate chemokine
functions or expressed by exogenous sources like pathogens or
parasites with the aim of escaping the host immune system (see
below). These naturally occurring “scavenger” or “decoy” proteins act
as “interceptors” – i.e. intercepting receptors – that neutralize the
action of the chemokine. We shall briefly review these systems
because they validate the concepts of ligand neutralization, before
considering approaches to unnatural neutralization.

2. Natural cytokine and chemokine neutralization

Besides metabolic regulation of hormone or peptide production
such as enzymatic degradation, transport (Mortier et al., 2008), a
captivating aspect of response regulation is scavenging of ligands by
molecules that bind to it and modulate its biological function. This
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has been illustrated in the past 25 years with the identification of
endogenous receptor-like structures that do not lead to conventional
signalling in response to small protein ligands but rather seem to
contribute to their blockade or elimination (Colotta et al., 1993;
Colotta et al., 1995; Bezerra et al., 2005; Mantovani et al., 2006;
Mantovani et al., 2007; Thelen & Thelen, 2008; Mantovani et al.,
2008; Bamias et al., 2008; Bonecchi et al., 2008b; de Moura et al.,
2009; Mueller et al., 2009; Scola et al., 2009). These receptor-like
molecules, which can be soluble (Colotta et al., 1993; de Moura et al.,
2009; Funke et al., 2009) or membrane-bound (Mantovani et al.,
2006; Scola et al., 2009), have been termed “decoy” or “scavenger”
proteins. They however serve physiological as well as pathophysi-
ological functions.

Decoy proteins for interleukins IL-1 (Colotta et al., 1993), IL-22 (de
Moura et al., 2009), IL-13 (Caput et al., 1996; Rahaman et al., 2002),
death ligands TRAIL (Bellail et al., 2009) and CD95L (Pitti et al., 1998),
activators of NF-kB-RANK (Simonet et al., 1997; Khosla, 2001) or
complement (Cain & Monk, 2002; Scola et al., 2009) generally exhibit
ligand selectivity and/or specificity. Those for chemokines (Mantovani
et al., 2006; Graham, 2009) display poor ligand selectivity.

2.1. Endogenous chemokine interceptors

There are three, possibly four, endogenous proteins that belong to
the structural family of G-protein-coupled receptors, bind chemo-
kines with limited to low selectivity, do not signal toward G-protein-
dependent pathways but keep the capacity to internalize and
transport the bound chemokine across the plasma membrane. These
proteins, DARC, D6, CCX-CKR and possibly CXCR7, act as uptake or re-
uptake proteins that trap the ligand, internalize it and direct it
towards degradation, possibly also towards transcytosis. These
proteins play important roles in inflammation, development, and
chemokine-associated diseases such as cancer (Graham &McKimmie,
2006; Mantovani et al., 2006).

2.1.1. Duffy antigen receptor for chemokines
Duffy antigen receptor for chemokines, DARC, binds both CC (CCL-2,

-5, -7, -11, and -13) and CXC (CXCL-1, -3, -5, -6, -8, and -11)
inflammatory chemokines as well as the homeostatic chemokine
CCL14. It is a G-protein-coupled receptor-like protein that lacks the
capacity to stimulate G proteins.

DARC is expressed at high levels in the cell membrane of
erythrocytes where it was shown to contribute to clearing circulating
chemokines (Darbonne et al., 1991). Supporting this role in chemokine
clearance, lack of DARC protein is associated with an exaggerated
inflammatory response to lipopolysaccharide LPS (Dawson et al., 2000),
while overexpression of the protein leads to diminished angiogenesis
(Bonecchi et al., 2008a). Further supporting the importance of DARC in

Fig. 1. Folding of chemokines: chemokine adopts a typical structure with 3 anti-parallel
β-strands and one carboxy terminal helix. C–C denotes disulfide bridges.

Fig. 2. Examples of different possible routes that can be followed by chemokines/cytokines in the presence of neutralizing macromolecules. Route 1 leads to signalling in the target cell
expressing the chemokine/cytokine receptor. Route 2 is used either endogenously or by pathogens. Binding of chemokines takes place without signalling. This event may either lead to
degradation of the chemokine or to its transcytosis. Route 3 is used by pathogens that express soluble proteins capable of binding chemokines, generally with moderate affinity and
selectivity, andprevents them fromnormal signalling to the immune system. InRoute 4, theneutralizingmoleculeprevents chemokine binding to glycosaminoglycans. The resulting effect
is a collapse of the chemotactic gradient that abolishes leukocyte attraction in the inflamed tissue.
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chemokine clearance, circulating CXCL1 is mostly associated with red
blood cells inwild typemice, while it is found in the plasma in DARC−/−

mice. Accordingly, in a mouse model of acute lung injury, LPS-induced
polymorphonuclear leukocyte migration in the alveolar space is
elevated two-fold in knock-out animals (Reutershan et al., 2009). The
chemokine sequestering function of DARC is also clinically validated as
preventing/reducing tumor cell growth, as was demonstrated in breast
cancer (Wang et al., 2006b).

DARC is also expressed on endothelial cells, but under normal
conditions, this expression is restricted to postcapillary venules (Fra
et al., 2003). It may extend to other types of blood vessels (arteries,
capillaries) during infection, inflammation or graft rejection (Segerer
et al., 2000; Gardner et al., 2006). In endothelial cells, DARC protein
serves as a transporter that allows chemokine transcytosis, thus
leading to efficient exposure of tissue-derived inflammatory chemo-
kines to the lumen of vessels and subsequent leukocyte recruitment
and extravasation (Pruenster et al., 2009).

2.1.2. D6 binds and suppresses inflammatory chemokines
Like DARC, D6 exhibits poor selectivity towards chemokines. It

binds 12 different chemokines out of which none belong to the CXC
group and 8 are CC pro-inflammatory molecules, implicating D6 as a
probable regulator of inflammation. Noteworthy also is the fact that
DARC and D6 bind 7 identical chemokines (Bonecchi et al., 2008a). D6
is expressed in lymphatic endothelial cells from non-inflamed skin,
gut and lung. Upon inflammation, D6 is expressed in leukocytes,
especially in those that invade inflamed tissues (Graham & McKim-
mie, 2006). In contrast to DARC, D6 does not promote chemokine
transcytosis, but rather contributes to their degradation by directing
them towards endosomes. D6 is predominantly localized in recycling
endosomes capable of trafficking to and from the cell surface in the
absence of ligand. In the presence of ligand, D6 can rapidly internalize
chemokines; however, D6-internalized chemokines are more effec-
tively retained intracellularly because they more readily dissociate
from the receptor during vesicle acidification. These chemokines are
then degraded while the receptor recycles to the cell surface (Fra
et al., 2003; Galliera et al., 2004; Weber et al., 2004). The most likely
physiological role of D6 thus is to clear tissues from remaining
chemokines in order to prevent an excessive response, and eventually
terminate the inflammatory response (Graham & McKimmie, 2006). In
support of this, the lack of D6 expression, in vivo, results in an amplified
chemokine-mediated inflammatory response (Jamieson et al., 2005;
Martinez de la Torre et al., 2005). D6−/− mice show high levels of
inflammatory chemokines in the lymph nodes. By contrast, over-
expression of D6 reduces leukocyte responses in inflammation models
(Nibbs et al., 2007).

As a result of deregulated expression of chemokine receptors and
chemokines in cancer, a role of D6 in carcinogenesis has been
proposed (Nibbs et al., 2007; Wu et al., 2008). Due to its capacity to
sequester chemokines, D6 protects from tumorigenesis in chemical
treatment-evoked skin tumors (Nibbs et al., 2007). In another study,
D6 has been reported to reduce intratumor levels of CCL2 and CCL5
chemokines, and consequently to inhibit proliferation and invasion of
breast cancer cells in vitro as well as tumorigenesis and metastasis in
vivo (Wu et al., 2008).

2.1.3. CCX-CKR binds and suppresses homeostatic chemokines
CCX-CKR is, like DARC and D6, derived from a G-protein-coupled

structure, and is devoid of signalling capacity towards G proteins. It is
expressed in various organs such as spleen, lymph nodes, heart,
kidney, placenta, trachea and brain (Gosling et al., 2000), and in
various cell types like T cells, immature dendritic cells, stromal cells,
astrocytes (Dorf et al., 2000), ciliated bronchial epithelial cells in
pulmonary sarcoidosis (Kriegova et al., 2006), and endothelial cells
surrounding cancer cells in tumors (Feng et al., 2009).

CCX-CKR binds the homeostatic chemokines CCL19 and CCL21
which control trafficking of naive T cells, CCL25, and CXCL13 which
mediate B cells and helper T cell migration (Gosling et al., 2000;
Townson & Nibbs, 2002; Comerford et al., 2006), and directs them
towards degradation. In vitro, cells expressing CCX-CKR deplete large
quantities of these chemokines (Gosling et al., 2000; Townson &
Nibbs, 2002; Comerford et al., 2006). Inflammation promoting signals,
such as interleukin 1beta, tumor necrosis factor TNFα or interferon
IFN gamma attenuate CCX-CKR mRNA levels, supporting a potential
link of this interceptor with inflammation. In vivo, in particular in
mice harbouring CCX-CKR transfected xenografts, reduced tumor
growth, neovascularization and metastasis are detected (Feng et al.,
2009). Also, a clinical study in breast cancer shows the natural level of
CCX-CKR expression to correlate with longer survival of the patients
(Feng et al., 2009).

2.1.4. Chemokine receptors as
temporary interceptors: the debated case of CXCR7

The capacity of G-protein-coupled receptors to endocytose
together with their ligands makes it likely that at least some of
them behave as interceptors. The expression of CCR5, for example, is
up regulated in T cells responding to anti-inflammatory lipids. Such
modification represents a mechanism by which chemokines can be
trapped and inflammation terminated (Ariel et al., 2006).

The second receptor for CXCL12 and for CXCL11, namely CXCR7, is
another example of an atypical receptor. Indeed, although the
receptor sequence contains the canonical DRY sequence required for
coupling receptors to G proteins and, attempts to detect signalling
through G proteins, activation of MAP-kinases or stimulation of PI3-
kinase was unsuccessful to date (Balabanian et al., 2005; Burns et al.,
2006; Dambly-Chaudiere et al., 2007) with the exception of one
report on signalling through Akt (Wang et al., 2008) which may itself
result from beta-arrestin recruitment (Kalatskaya et al., 2009; Luker
et al., 2009a; Zabel et al., 2009). Whichever the way CXCR7 signals, it
appears important during development, and in particular in heart
valve formation (Sierro et al., 2007) and for stabilization of cell
adhesion after migration towards CXCL12 gradients (Dambly-Chau-
diere et al., 2007; Boldajipour et al., 2008). During development of the
zebrafish sensory system, formation of the sensory organ, the lateral
line, requires long distance migration of primordial germ cells.
Dambly-Chaudiere et al. (2007) and Boldajipour et al. (2008) showed
that this migration of germ cells involves a chemokinetic response to
CXCL12, mediated by CXCR4, that leads to the migration of germ cells.
Directionality of the migration is provided by trailing cells that
express the second CXCL12 receptor, CXCR7, which prevents
backward migration by depleting CXCL12, in the rear of the migrating
group of cells. Consistent with this, Mazzinghi et al. reported that
human renal progenitor cells use both CXCR4 and CXCR7 receptors for
transendothelial migration, but that CXCR7 is a major contributor for
cell adhesion to endothelial cells and progenitor cell survival
(Mazzinghi et al., 2008). CXCR7-mediated or -enhanced adhesiveness
is also clearly established in prostate cancer cells, together with
improved cell survival and invasiveness (Wang et al., 2008). In the
cases reported above, the contribution of CXCR7 to the physiological
responses could be chemokine interception and termination of the
subsequent migratory response or at least its modulation. CXCR7
indeed shows significantly higher capacity than CXCR4 to increase
cell-association of CXCL12 (Luker et al., 2009b).

Another probable physiological function of CXCR7 is related to its
capacity to heterodimerize (Sierro et al., 2007; Levoye et al., 2009), as
can be detected by bioluminescence- or fluorescence-energy transfer in
heterologous expression systems. In the more recent work by Levoye
et al. (2009), CXCR7 is shown to exhibit an apparent paradoxical effect
interfering with CXCR4 responses to CXCL12. CXCR7 indeed reduces
responses to low CXCL12 concentrations while leaving responses to
highconcentrationsunchanged, as compared toCXCR4alone. This effect

42 J.-L. Galzi et al. / Pharmacology & Therapeutics 126 (2010) 39–55



is also detected in isolated human T lymphocytes. The presence of
CXCR7 in cells expressing CXCR4 is to render dose–response relation-
ships steeper than expected from the law of mass action. The net result
of that interference is a conversion of CXCR4 responses to CXCL12 into
an almost all or nothing type of response (Sierro et al., 2007; Levoye
et al., 2009) with triggering versus non-triggering CXCL12 doses
differing by only three- to five-fold. This physiological effect supports
the concept open by the structural demonstrations of CXCR7 hetero-
dimerization. Modelling of the behavior of CXCR7 as a chemokine
scavenger could be of interest to discriminate among direct receptor–
receptor interactions and the indirect effects of CXCR7 regulating the
level of chemokine that would be available to CXCR4.

2.2. Avoidance strategies: examples of
neutralizing molecules produced by pathogens

Pathogenic viruses, bacteria or parasites, have set up several
strategies to escape host detection and defence systems. They use
cytokine or chemokine signalling molecules (receptors and ligands)
to infect host cells (Chitnis & Sharma, 2008; Hughes & Nelson, 2009).
They also block cytokine signalling by producing antagonists (Damon
et al., 1998) which allow to escape alert systems or to redirect them to
their own benefit (McFadden et al., 1998; Sozzani et al., 1998; Alcami,
2003; Mantovani et al., 2006; Rosenkilde, 2005; Andreasen &
Carbonetti, 2008). The parasite Leishmania infecting macrophages,
for example, express functional chemokine receptors. These are used
as chemoreceptors to promote chemokinesis toward chemokine-
producing macrophages. This leads to an efficient Leishmania
internalization (Roychoudhury et al., 2006) that takes place before
an efficacious immune response is set up to clear the pathogen. A
second example is taken from the bacterium Bordetella pertussis. The
pathogen is reported to delay neutrophil recruitment, by slowing
down chemokine production by the host (Andreasen & Carbonetti,
2008), through production of pertussis toxin the well known inhibitor
of Gi protein mediated signalling. Also, as a third illustration, human
herpesvirus 6 (HHV-6) produces a chemokine, U83A, that binds to
CCR5 to modify its internalization-recycling fate (Catusse et al., 2007;
Catusse et al., 2009). Indeed, at variance to other CCR5 chemokines,
U83A is a CCR5 agonist that does not drive the receptor towards a
clathrin-mediated endocytosis but to a delayed and long lasting
caveolin-linked pathway. Combined to the fact that U83A is not
recognized by DARC and D6, the viral chemokine thus facilitates
clearance of all other CCR5 chemokines which can no longer activate
the receptor but remain capable of being trapped by interceptors.

Relevant to the present article are the neutralizing molecules
produced by viruses and multicellular pathogens that are used to
neutralize the immune response of the host. Several articles and
reviews describe the production by viruses, of soluble proteins able to
bind chemokines sometimes simultaneously with cytokines such as
interferon gamma, interleukine-1β or tumor necrosis factor α
(McFadden et al., 1998; Murphy, 2000; Alcami, 2003; Rosenkilde,
2005; Mantovani et al., 2006), all of which are implicated in the host
immune response to pathogens. Two major mechanisms of action are
depicted: the inhibition of cytokine–cytokine receptor interaction and
the inhibition of cytokine–extracellular matrix interaction (McFadden
et al., 1998), both of which being associated with improvement of
cytokine clearance by elimination and/or degradation. The biologi-
cally active scavenging molecule can be a soluble protein, often
mimicking the extracellular binding domain of the host cytokine
receptor. It may also be a membrane-bound protein, like the decoy
receptors mimicking the chemokine receptors which do not contain
any soluble portions.

Representatives of soluble proteins that inhibit the interaction
between chemokines and glycosaminoglycans (GAGs) from the
extracellular matrix are M-T1 and M-T7 produced by the rabbit-
infecting myxoma virus. M-T7 binds interferon gamma together with

chemokines from the CC-, CXC- and C-groups (Lalani et al., 1997). The
herpesvirus homodimeric protein M3 and the glycoprotein G also
belong to the group of soluble proteins inhibiting chemokine binding
to GAGs (van Berkel et al., 2000; Martin et al., 2006). All exhibit
original tridimensional structures that do not resemble chemokine
receptors. The mechanisms by which they neutralize the immune
system may be two-fold. On the one hand, GAGs are well known to
contribute to the setting up and maintenance of chemokine gradients
close to their sites of production. The inhibition of chemokines
binding to GAGs might thus result in chemokine gradient collapses.
Altered immune response that could derive from that could be
attenuation of signalling intensity or unsuited, or even absence of,
leukocyte targeting (Wells et al., 2006). On the other hand, the large
size of soluble chemokine binding proteins could hinder the
interaction with the chemokine receptor. Thus, although the targeted
domain of the chemokine is the GAG-binding domain, the remainder
of the large soluble proteinmight simultaneously prevent interactions
with the cognate chemokine receptors. The use of small molecules
mimicking the effects of GAG-binding proteins would help to
determine the mechanism of action likely to take place.

Another example of soluble proteins produced by parasites is
highlighted by recent research developments. Ticks are bloodsucking
parasites that transmit the spirochete Borrelia burgdorferi responsible
for Lyme disease (Hirschfeld et al., 1999; Hajnicka et al., 2001;
Guerau-de-Arellano & Huber, 2005; Behera et al., 2006; Vancova et al.,
2007; Deruaz et al., 2008). In order to survive, ticks attach and remain
feeding on the host for several days–weeks. A particularity of the
host–parasite interaction is the absence of an inflammatory response
to ticks. This was investigated by several groups who realized that the
parasite produces anti-haemostatic, anti-inflammatory and immuno-
modulatory substances, and secretes them in the host (Waxman et al.,
1990; Valenzuela et al., 2000). Anti-chemokine molecules acting
against CXCL8 (Hajnicka et al., 2001), CCL2, CCL3, CCL5 and CXCL11
(Vancova et al., 2007) were detected although their identity was not
elucidated. Using an expression cloning strategy, the group of
Proudfoot identified a family of small proteins, the evasins, that
similar to soluble viral chemokine binding proteins, recognize and
bind chemokines with various degrees of selectivity, and intercept
their signalling to the host immune and anti-inflammatory systems
(Frauenschuh et al., 2007; Deruaz et al., 2008). Three identified
evasins bind CC (evasins-1 and -4) and CXC (evasin-3) chemokines.
The fourth one, evasin-2, is still without a known ligand. The interest
in these small proteins resides in their extreme efficacy to delude the
immune system, and to their very small size (60–70 amino acids) that
inspires searches for chemokine neutralizingmotifs with the potential
to become drugs.

The second general mode of action of pathogens is reminiscent of
intercepting receptors described above. Human and mouse cytomeg-
alovirus, Kaposi-associated herpesvirus and capripoxvirus produce
seven transmembrane segment proteins (ORF74, US28, M33, and Q2/
3L) which are analogous to G-protein-coupled receptors (Alcami,
2003; Rosenkilde, 2005). These proteins are expressed at the surface of
infected cells and act, similarly to DARC or CCX-CKR, as decoy proteins
that internalize chemokines and drive them towards degradation.

3. Potential therapeutic interest of soluble decoy proteins

Soon after the discovery of 50 different chemokines, the number of
receptors grew to 20members, all belonging to the G-protein-coupled
receptor family for which it should be noted that one given chemokine
may activate several receptor subtypes. The chemokine CXCL8 for
instance activates two receptors (CXCR1 and CXCR2) and the
chemokine CCL5 activates three receptors (CCR1, CCR3, and CCR5).
On the other hand, a large number of chemokinesmay activate a single
receptor subtype. This is the case for CXCR2, which is activated by
CXCL-1, -2, -3, -5, -6, -7 and -8, for CCR5 that is activated by CCL-3, -4,
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Table 1

Chemokine/chemokine
receptor

Biological tool Effect Reference

CCL1 (I-309) CCR8 Anti-CCL1 Post-operational peritoneal adhesions Hoshino et al., 2007
CCL2 (MCP-1) CCR2 Anti-CCL2 – Prostate cancer growth inhibition Loberg et al., 2007; Li et al., 2009a

– Infectious keratitis Xue et al., 2007
– Atherosclerosis Lutgens et al., 2005

CCR2 knock out – Atherosclerosis/multiple sclerosis Boring et al., 1998; Izikson et al., 2000
CCL2 knock out – Age-related macular degeneration/neuroinflammation Belmadani et al., 2006; Ross et al., 2008

– Sepsis Lu et al., 1998
– Atherosclerosis Gu et al., 1998

CCL3 (MIP-1a) CCR1/CCR3/
CCR5

Anti-CCL3 – Infectious keratitis Xue et al., 2007
– Fever Soares et al., 2009
– Sepsis Takahashi et al., 2002
– Inflammation in MS Man et al., 2007

CCL3−/− – Sepsis Cook et al., 1995
CCL4 Anti-CCL4 – Lung inflammatory response Bless et al., 2000
CCL5 (RANTES) CCR5/CCR1/
CCR3

Anti-CCL5 – Autocrine proliferation of Hodgkin lymphoma cell lines Boring et al., 1998; Izikson et al., 2000; Aldinucci et al., 2008;
Levina et al., 2008

CCL5−/− – Demyelination in MS
– Glial activation Glass et al., 2004

El-Hage et al., 2008
CCL6 (C10) CCR1 Anti-CCL6 – Lung inflammation and remodeling Ma et al., 2004

– Airway allergy and hyperesponsiveness Hogaboam et al., 1999
– Phagocytic activity of macrophages Steinhauser et al., 2000

CCL7 (MCP-3) CCR2 Anti-CCL7 – Airway allergy and hypereosinophilia Stafford et al., 1997
CCL8 (MCP-2) CCR2/CCR5
CCL9 (MIP-1g) CCR1 Anti-CCL9 – Osteoclast differentiation Yang et al., 2006
CCL11 (Eotaxin) CCR3 Anti-CCL11 – Airway allergy/asthma Ding et al., 2004; Niimi et al., 2007

– Bronchiolitis Matthews et al., 2005
Eotaxin−/− – Acute inflammatory response Rothenberg et al., 1997

CCL12 (MCP-5) CCR2/CCR5
CCL13 (MCP-4) CCR2
CCL14 (HCC-1) CCR1
CCL15 (HCC-2) CCR1/CCR3
CCL16 (HCC-4) CCR1/CCR3
CCL17 (TARC) CCR4 Anti-TARC – Hypereosinophilia/allergic asthma de Lavareille et al., 2001; Schnyder-Candrian et al., 2006

– Pulmonary infections/fibrosis Belperio et al., 2004; Carpenter and Hogaboam, 2005
– Lung cancer (?) Qin et al., 2009
– Hepatic failure Yoneyama et al., 1998
– Skin inflammation Campbell et al., 1999

CCL18 (PARC) CCR3 (?) Anti-CCL18 – Rheumatoid arthritis van der Voort et al., 2005
CCL19 (ELC) CCR7
CCL20 (MIP-3 alpha) CCR6 Anti-CCL20/anti-

CCR6
– Multiple myeloma Giuliani et al., 2008

Anti-CCL20 – HPV infection/Langerhans cells migration Caberg et al., 2009
– Brain inflammation (MS/EAE) Ambrosini et al., 2003

CCL21 (SLC) CCR7 Anti-CCL21 – Kidney fibrosis Sakai et al., 2006; Wada et al., 2007
– Corneal immunity Jin et al., 2007b

CCL21−/− mice – Thymus development Liu et al., 2005
CCL22 (MDC) CCR4 Anti-CCL22 – Leukemia cell survival and proliferation Ghia et al., 2002

– Eosinophil activation in lung inflammation Pinho et al., 2003
– Lung cancer Qin et al., 2009

CCL23 (MPIF-1) CCR3 – Vascular endothelial cell migration Son et al., 2006
CCL24 (Eotaxin-2) CCR3 – HIV pathogenicity Fiorucci et al., 2007
CCL25 (TECK) CCR9 Anti-CCL25 – Intestinal immunity Feng et al., 2006; Hieshima et al., 2008
CCL26 (Eotaxin-3) CCR3 Cuvelier and Patel, 2001
CCL27 (CTACK) CCR10 Anti-CCL27 Dermatitis/skin disease Morales et al., 1999; Reiss et al., 2001; Chen et al., 2006
CCL28 (MEC) CCR10 Anti-CCL28 – Intestine and colon immunity Feng et al., 2006; Hieshima et al., 2008
CXCL1 (Gro alpha) CXCR2 Anti-CXCL1 – Arthritis Grespan et al., 2008; Lemos et al., 2009

– Kidney sepsis Brown et al., 2007
– Airway inflammation Issa et al., 2006

CXCL2 (Gro-beta) CXCR2 Anti-CXCL2 – Kidney sepsis Brown et al., 2007
CXCL3 (Gro gamma) CXCR2
CXCL4 (PF4) CXCR3b
CXCL5 (ENA-78) CXCR2 Anti-CXCL5 – Arthritis Grespan et al., 2008; Smith et al., 2008; Lemos et al., 2009

– Diabetes Chavey et al., 2009
– NSCLC growth/angiogenesis Pold et al., 2004

CXCL6 (GCP-2) Anti-GCP-2 – Growth SCLC Zhu et al., 2006
– Arthritis Kelchtermans et al., 2007

CXCL7 (NAP-2) Anti-NAP-2 – Thrombosis Amiral et al., 1996; Piccardoni et al., 1996
CXCL8 (IL8) CXCR1/CXCR2 Anti-CXCL8 – Inhibition of NSCLC growth/angiogenesis Pold et al., 2004

Anti-CXCR1 – Inhibition of NSCLC proliferation Zhu et al., 2004
Anti-CXCL8 – Clearance of apoptotic cells Iyoda et al., 2005

CXCL9 (Mig) CXCR3 Anti-CXCL9 – Brain immunity and MS Liu et al., 2001a; Salmaggi et al., 2002
– Transplant rejection Belperio et al., 2003; Whiting et al., 2004; Colvin et al., 2005
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-5, -6, -8, -12, as well as for many other receptors (CXCR3, CCR1, CCR2,
CCR3….) (reviewed inWells et al., 2006). Thequestion then arose as to
which receptor and which chemokine should be targeted to decipher
physiological signalling pathways and predict therapeutic approaches
for disease treatment. Many research groups could help solve this
problem by showing that despite chemokines and cytokines' cooper-
ation to increase inflammatory responses, knock out or neutralization
of one chemokine or chemokine receptor will induce significant
attenuation of inflammation (see Table 1). Several chemokine gene
disruptions result in a clear effect, as for instance knock out of CCL3
that reduces the inflammatory response to viruses such as influenza A
and cytomegalovirus (Salazar-Mather et al., 1998). Similarly, the
knock-out approach indicates the importance of CCL2 and its receptor
in chemoattraction of neural progenitors to inflamed neural sites
(Belmadani et al., 2006), that of CCL5 in glial cell activation (El-Hage et
al., 2008), of CCL21 in thymus development (Liu et al., 2005) or that of
CXCL12 in haematopoiesis (Nagasawa et al., 1996). Very convincing
results are also obtained by using proteins or antibodies neutralizing
the chemokine ligand. The Lucas andMc Fadden groups have exploited
the neutralizing effect of the myxoma virus M-T7 soluble protein to
reduce post-operative responses inmurinemodels of tissue engrafting
(Liu et al., 2000, 2004; Bedard et al., 2003). They show that intravenous
injection of M-T7 protein, that binds all types of chemokines (see
Section 2.2) in rats after angioplasty-induced injury diminishes
atherosclerosis and restenosis (Liu et al., 2000). This is in good
agreement with the phenotype of CCL2−/−mice (Gosling et al., 1999),
and with the reported prevention of renal allograft rejection (Bedard
et al., 2003) or reduction of aortic allograft vasculopathy through
inhibition of chemokine-mediated responses (Liu et al., 2004).

Finally, the newly identified evasin proteins from ticks also display
potent anti-inflammatory properties in vivo in animalmodels (Deruaz
et al., 2008). Evasin-1, which binds CCL3 and CCL4, significantly
attenuates recruitment of pro-inflammatory cells in phorbol ester-
inflamed skin of D6−/− mice and fibrosis in bleomycin-induced lung

injury. Evasin-3 recognizes CXCL8 and its mouse homolog KC, as well
as CXCL11. It inhibits neutrophil chemotaxis in vitro, as well as
neutrophil recruitment to the peritoneal cavity in mice in a model of
BSA-induced arthritis.

4. Validation of chemokines in signalling pathways
and pathology: importance of anti-chemokine antibodies

Chemokines are directly implicated in many physiological pro-
cesses including surveillance of organism integrity, elimination of
damaged cells and tissues or host defence against pathogens. To this
end, they recruit the most adapted cell types on the site where
intervention is needed, and promote a controlled reaction generally
associatedwith limited inflammation. Under abnormal conditions, the
inflammatory response escapes control, thus leading to pathological
states such as inflammatory bowel disease, multiple sclerosis, and
probably Alzheimer's disease, among others. In this case, abnormally
elevated levels of chemokines, or overexpression of their receptors,
lead to permanent recruitment of immune cells and to tissue damage.
In a comparable manner, abnormal recognition of antigen initiates
autoimmunediseases (myasthenia gravis, lupus erythematosus, Type I
diabetes, rheumatoid arthritis…), where abnormally elevated levels of
chemokines are detected (Matin et al., 2002; Kong et al., 2009; Wang
et al., 2009). The cytokine and chemokine systems are also used by
cancer cells to promote cell proliferation, tumor survival and
neovascularization, or to establish metastases at distant but non-
random places (Vandercappellen et al., 2008). Chemokines also
contribute to tissue development (Nagasawa et al., 1996; Mahaba-
leshwar et al., 2008; Raz & Mahabaleshwar, 2009) by forming
gradients of morphogens for migrating cells.

Table 1 summarizes all efforts made to investigate the role of
the various chemokines, using approaches targeting the chemokine
as directly as possible. The two major approaches, namely gene
disruption and anti-chemokine antibodies, do generally lead to

Table 1 (continued)

Chemokine/chemokine
receptor

Biological tool Effect Reference

CXCL10 (IP-10) CXCR3 Anti-CXCL10 – Axon sprouting and vasculature remodelling following
injury

Glaser et al., 2004; Glaser et al., 2006

– Inflammatory demyelination in MS Liu et al., 2001; Narumi et al., 2002
– Coronavirus-induced neurological and liver damage Walsh et al., 2007
– Transplant rejection Belperio et al., 2002

CXCL11 (I-TAC) CXCR3 Anti-CXCL11 – Brain immunity Rupprecht et al., 2005
CXCL12 (SDF-1alpha) CXCR4 Anti-CXCL12 – Autoimmune disease/lupus erythematosus Matin et al., 2002; Balabanian et al., 2003; Wang et al., 2009

– Metastases/tumor proliferation Muller et al., 2001; Cardones et al., 2003; Orimo et al., 2005;
Phillips et al., 2003; Pan et al., 2006; Otsuka and Bebb, 2008

– Pulmonary hypertension/airway inflammation Gonzalo et al., 2000; Hachet-Haas et al., 2008; Lukacs
et al., 2002; Young et al., 2009

Anti-CXCR4 – Tumor invasion Bertolini et al., 2002; Hinton et al., 2008; Li et al., 2009b
– NSCLC proliferation
– Airway inflammation Otsuka and Bebb, 2008

CXCL12−/− – Development Nagasawa et al., 1996
CXCL13 (BCA-1) CXCR5 Anti-CXCL13 – Autoimmunity/myasthenia gravis Meraouna et al., 2006

– Arthritis Zheng et al., 2005
– Graft rejection Lee et al., 2006

CXCL14 (BRAK, BMAC)
CXCL15 (Lungkine) CXCL15 knock out – Sepsis Chen et al., 2001
CXCL16 CXCR6 Anti-CXCL16 – Kidney inflammation Yang et al., 2008

– Sepsis Shimaoka et al., 2003; Xu et al., 2005
– Arthritis
– Graft tolerance Nanki et al., 2005

Jiang et al., 2005
CXCL16−/− – Atherosclerosis Aslanian and Charo, 2006

CX3CL1 (fractalkine) CX3CR1 Anti-CX3CL1 – Graft tolerance Ueha et al., 2007
– Autoimmune disease Suzuki et al., 2005
– Atherosclerosis Schulz et al., 2007

XC3CL1 knock out – No phenotype Cook et al., 2001
XCL1 (lymphotactin) XCR1 Overexpression – Cancer immunotherapy Wang et al., 2002

– Anti-infection immunotherapy Yue et al., 2009

NSCLC: non-small cell lung cancer; SCLC: small cell lung cancer; MS: multiple sclerosis; EAE: experimental autoimmune encephalomyelitis.
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convergent observations, although the same phenomenon has only
rarely been studied using the two approaches.

Deletion of one of the CCL3 and CCL5 receptors, the CCR5 receptor
(CCR5 Δ32 allele found in humans) is associated with protection from
HIV infection in humans (Samson et al., 1996; Kindberg et al., 2008; Lim
et al., 2008) while deletion of a second receptor, the CCR1 receptor,
results in protection from an excessive response to systemic inflamma-
tion in mouse models (Gerard et al., 1997). Deletion of the CCR1 and
CCR5 ligand, CCL3 (MIP-1alpha), results in weaker inflammatory
responses to viral pathogens (Cook et al., 1995), and deletion of CCL5
(RANTES) to a reduced glial cell inflammatory response (El-Hage et al.,
2008). Therefore, the absence of perfectmatching between chemokines
and their receptors is a cause of difficulties encounteredwhen signalling
pathways are to be traced, and molecules targeting the function of one
receptor do not systematically match the effects of molecules targeting
the ligand (Horuk, 2009).

Rather than knocking out chemokine or chemokine receptor
genes, neutralizing antibodies, which are rapidly obtained, have been
very useful in particular for chemokines. Chemokines are small
proteins with a highly stable structure (Fig. 3), which renders them
amenable to the development of neutralizing antibodies (Table 1).

In the case of CCL5 for instance, neutralizing antibodies allow the
functional role of this chemokine in autocrineproliferation of leukemia
cells (Boring et al., 1998; Izikson et al., 2000; Aldinucci et al., 2008) to
be demonstrated as well as neuroinflammation in models of multiple
sclerosis (Glass et al., 2004). It is interesting to note that although CCL5
binds to the same subset of chemokine receptors as CCL3, the anti-
CCL5 neutralizing effect is specific because CCL3 is expressed in other
cell types.

Anti-CCL1 antibodies have been used to demonstrate the contri-
bution of CCL1/CCR8 autocrine activation of peritoneal macrophages
in the formation of peritoneal adhesion, which constitutes complica-
tions in visceral surgery and inflammation (Hoshino et al., 2007).

Also antibodies to CXCL8, CCL2 or CCL5 block the antiapoptotic and
proliferative effects of the corresponding tumor-derived cell lines
obtained from lung, melanoma, breast ovarian or leukemia cancers
(Levina et al., 2008).

Besides their functions in the immune system, the role of
chemokines in cancer initiation and progression as well as in tumor

survival has been confirmed with neutralizing antibody strategies.
Hence, antibodies against chemokines or chemokine receptors block
tumor growth and/or migration as well as invasiveness. Various
examples may be given, like i) anti-CXCL12/CXCR4 antibodies in
ovarian and breast cancer (Muller et al., 2001; Scotton et al., 2002;
Kwong et al., 2009), ii) anti-CXCL1 and anti-CXCL2/CXCR2 in lung
cancer (Wang et al., 2006a), iii) anti-CXCL13/CXCR5 in cell lines from
pancreatic or colon cancers (Meijer et al., 2006), iv) anti-CCL2/CCR2
and -CCL5/CCR5 (Vaday et al., 2006), and -CCL11/CCR2 in ovarian
cancer (Levina et al., 2009), and v) anti-CCL21/CCR7 in thyroid tumor
cells (Sancho et al., 2006).

5. Neutralizing cytokines and
chemokines with small chemical compounds

The study of protein–protein interactions is important to understand
major regulatory pathways, especially in the intracellular compartment,
which isnot reachedbyneutralizingantibodies. Thedifficulty associated
with the study of protein–protein interactions is not only that most of
the time, interacting partners are both intracellular, and thus not easily
accessible for biophysical or pharmacological manipulations, but also
that protein–protein interactions generally involve contact areas that
are much larger than small molecules. These contact areas, in addition,
are quite featureless in terms of the number of attachment points that
can be exploited bymedicinal chemists to develop smallmoleculeswith
high affinity. It follows that small molecules at most bind with modest
affinities and frequently hardly compete efficiently to inhibit the
interaction between two proteins. Still, favourable cases exist in which
neutralization of a protein function can be obtained with a small
molecule (Arkin & Wells, 2004; Arkin, 2005; Arkin & Moasser, 2008;
Blazer & Neubig, 2009).When the approach works, questions related to
themode of action of the small molecule must be addressed, in order to
generalize the principles and extend the approach to other specific
cases. The different mechanisms of ligand neutralization are numerous
and diverse. In terms of chemical biology, the aim thus being to develop
small chemicalmolecules blocking the function of theprotein ligand,we
shall not discuss molecules that inhibit synthesis, maturation or release
of the protein ligand, nor molecules that modulate its catabolism,
already reviewed elsewhere (Foxwell et al., 2003; Vergote et al., 2006;
Mortier et al., 2008). Rather we will focus on small organic molecules
that bind to the protein ligand and prevent its signalling.

Four main modes of action are encountered (Fig. 4):

i) The small molecule competitively binds to the same site as the
receptor;

ii) The small molecule alters the quaternary structure of the
protein ligand;

iii) The protein ligand undergoes structural changes that regulate
its activity: the small molecule alters tertiary structure of the
protein ligand;

iv) The small molecule interferes with ligand bioavailability.

These different modes of chemokine/cytokine neutralization will
now be illustrated, and the methods to identify them discussed. These
mechanisms of action have been validated, (Berg, 2003; Arkin &
Wells, 2004; Arkin, 2005; Blazer & Neubig, 2009) and may be
extended to chemokine neutralization.

5.1. The small molecule competitively binds to the same site as the receptor

Based upon structure–function relationship studies, many exam-
ples of peptides mimicking receptor domains and acting as inhibitors
are available. In the family of chemokines and their receptors, the
importance of the extracellular parts of the chemokine receptor
(Zoffmann et al., 2002; Duma et al., 2007), and in particular of its
amino-terminal domain, for ligand–receptor interactions has been
extensively documented (Blanpain et al., 1999; Gayle et al., 1993;

Fig. 3. Superimposition of peptide backbones from CC, CXC and CX3C chemokine groups
shows that they have a canonical three dimensional structure.
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Monteclaro & Charo, 1996, 1997; Pease et al., 1998; Ye et al., 2000;
Bannert et al., 2001; Fong et al., 2002; Rajagopalan & Rajarathnam,
2004; Prado et al., 2007; Veldkamp et al., 2008). This has led to the
identification of peptide fragments capable of binding to the
chemokine in a manner thought to mimic the mode of interaction of
the chemokine with the receptor. Peptide fragments corresponding to
the 1–35 N-terminal residues from CCR3 (Mayer & Stone, 2000; Ye
et al., 2000), 1–40 from CXCR1 (Clubb et al., 1994) or 2–19 from
CX3CR1 (Mizoue et al., 1999; Kokkoli et al., 2005) interact with CCL24,
CXCL8 and CX3CL1, respectively, with millimolar to micromolar
affinities. In all three examples, the interaction area of the chemokine
is located in the helical turn of the N-loop and the β1–β2 and β2–β3
hairpin domains, in regions of greatest flexibility and structural
variability of the chemokine (Mizoue et al., 1999). These peptides
have not been further used to investigate the in vitro or in vivo
functions of chemokines. Their discovery however suggested that
neutralizing antibodies-based approaches (Table 1) are not the only
possible tools with which to inhibit chemokine functions, and paved
the way to find high affinity peptides capable of neutralizing
chemokines. One approach starts from natural peptides targeting
chemokines as illustrated by the work on evasins (Deruaz et al., 2008)
described above. Although peptidic in nature, evasins are not
immunogenic, at least when secreted by feeding ticks. They are thus
expected to represent valuable scaffolds to study, tomake analogs and
to use as non-peptidic drugs. Another approach consists in identifying
new chemokine binding molecules from collections of peptides and
peptidomimetics (Burger & Peled, 2009). Such peptides or peptido-
mimeticsmay either exhibit selectivity towards a single chemokine or,
in contrast, poorly discriminate among chemokines such as CXCL9,
CCL2, CXCL8, CXCL12 or CCL11 (Peled, A., Eizenberg, O. Vaizel-Ohayon,
D. US patent 7488717). The anti-CXCL12 peptide, BKT 140, identified
by surface plasmon resonance and ELISA, is currently in clinical phase I
for neutropenia and anemia.

Chemokine neutralizing ligands may also not be peptidic at all. A
screening campaign of an academic library of small molecules (Boeglin
et al., 2007; Hibert, 2009) was designed, using a fluorescence resonance
energy transfer assay (Vollmer et al., 1999; Valenzuela-Fernandez et al.,
2001) in order to identify inhibitors of CXCL12–CXCR4 interactions. A
chalcone molecule (4′-phenyl, 3-methoxy, 4-hydroxy chalcone) was
found to be very effective (Ki=50 nM) at inhibiting CXCL12 binding to
CXCR4 and CXCR7, and signalling through CXCR4, including chemotaxis

in vitro and in vivo (Hachet-Haas et al., 2008). The molecule however
was unable to block cell fusion in an in vitro model (Chanel et al., 2002)
of HIV entry. The proposedmodel of chalcone binding to the chemokine
rather than to its receptor could be demonstrated using tryptophan
fluorescence and microcalorimetry. This was reminiscent of earlier
studies describing a natural derivative of chalcones, the flavone baicalin,
isolated from Scutellaria baicalensis, which binds to the chemokines
CXCL8, CXCL12, CCL4 and CCL8, although affinities were about four
orders ofmagnitude lower (Li et al., 2000). The compound 4′-phenyl, 3-
methoxy, 4-hydroxy chalcone, modestly inhibits signalling through
CXCL8, a chemokine from the same structural subgroup as CXCL12, but
is not active onCCL5, at least not in themicromolar concentration range.
Finally, the chalcone compound shows efficacy, in vivo, in a mouse
model of allergic hypereosinophilic airway inflammation where it is as
powerful as neutralizing antibodies to either CXCL12 or CXCR4 (Hachet-
Haas et al., 2008). Although the structure of the chemokine–chalcone
has not been solved, molecular modeling and preliminary NMR data (C.
Veldkamp, Milwaukee University, personal communication) support
the idea that the chalcone binds to the same chemokine area as do
chemokine receptor-derived peptides, i.e. in the groove delineated by
the N-loop hairpin and β-strands 2 and 3 of the chemokine (Fig. 5). Yet,
whether chalcone perturbs the state of chemokine oligomerization
remains an open question. Other chalconemolecules are reported to act
as inhibitors of allergic inflammatory diseases (Meng et al., 2007). The
question as to whether the chalcone backbone acts as a chemical
platform for biologically activemolecules is open, and themechanismof
action of the molecules in vivo might rely onmultiple interactions with
different target proteins.

The example of the IL-2 neutralizing small molecules, SP4206 and
SP4160, illustrates that flexible regions of small protein ligands can be
targeted by high affinity molecules binding at protein–protein
interfaces that are poorly druggable, but can adjust their structure to
accommodate the ligand (Arkin & Wells, 2004; Thanos et al., 2006).
The IL-2 receptor mediates T-helper cell maturation and is a drug
target for transplant rejection (Waldmann & O'Shea, 1998; Berard et
al., 1999) and autoimmune diseases (Schippling & Martin, 2008). Its
ligand, interleukin-2 is a 15 kDa four helix bundle protein that
promotes T cell growth. In a drug design program aiming atmimicking
the IL-2 part that binds to the IL-2R, a peptidomimeticmolecule, Ro26-
4550, was discovered (Tilley et al., 1997). The molecule could inhibit
IL-2 binding to its receptor with micromolar affinity, and careful

Fig. 4. Illustration of the different modes of action of neutralizing molecules. a) The small molecule competitively binds to the same site as the receptor. b) The small chemical
molecule alters the quaternary structure of the protein ligand. c) The protein ligand undergoes structural changes that regulate its activity: the small molecule alters tertiary
structure of the protein ligand.
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characterization of the mode of action led to the identification of the
interleukin-2 itself being the receptor for Ro26-4550, not the IL-2R
receptor protein (Emerson et al., 2003). Detailed structural analysis of
Ro26-4550 interaction with IL-2, in particular using X-ray crystallog-
raphy andNMR(Arkin et al., 2003) described in detail the binding area.
The small chemical compoundbinds to a pocket that does not pre-exist
as such in its absence. In other words, the binding area is the complex
result of the adaptation of the local protein folds around the chemical.
This particular case illustrates the difficulty to use the structure of the
“empty” binding site, a priori, to predict Ro26-4550 structure or
binding. However, optimization of the compounds, using X-ray
crystallography of complexes, fragment-based approaches and teth-
ering techniques, allowed the affinity of the IL-2 binding molecules to
be lower to a few tens of nanomolar (Raimundo et al., 2004; Thanos
et al., 2006).

Chemokines are present in the brain in glial cells as well as in
neurons (Rostene et al., 2007). Concordantwith their known role in the
periphery, chemokines are up regulated during inflammation, and
contribute to brain immunity and neuroprotection (Cartier et al., 2005;
Glass et al., 2005;Madrigal et al., 2009; Omari et al., 2009). They are also
involved in progenitor cell migration towards brain tumors (Magge
et al., 2009), and participate in brain development and neuronal cell
differentiation (Zou et al., 1998; Park et al., 2009). They are even
distributed in neurons as neuromodulators are, and modify release of
neurotransmitters or neuropeptides (Rostene et al., 2007). These
findings, together with the development of pharmacological tools
for chemokine receptors offers the possibility to better study
chemokine signalling in the brain. Not only agonists or antagonists
of the receptors, but also small neutralizing molecules directed
against chemokines could be extremely valuable, in particular if they
cross the blood brain barrier (BBB) to reach their target cytokines.
One example is the conversion of the chemokine CXCL12, an agonist
of CXCR4 and ligand of CXCR7, into an antagonist of CXCR3 (Vergote
et al., 2006). The chalcone molecule mentioned above is probably a
good pharmacological agent to study neuronal toxicity associated
with CXCL12 catabolism.

Another application for potential neutralizing ligands is exempli-
fied by the effect of anti-CCL5 antibodies. They are administered to
fight the leukocyte infiltration that takes place in the brain as a result
of virus-driven CCL5 production in mice. This infiltration is followed
by destruction of myelin and appearance of neurological impairment
(Glass et al., 2004). Antibodies to CCL5 significantly decrease
macrophage accumulation in the brain and demyelinization. CCL5
neutraligands should thus prove useful to investigate the incidence of
CCL5 in multiple sclerosis.

5.2. The small molecule alters quaternary structure of the protein ligand

Chemokines show a natural propensity to form dimers or oligomers
depending on medium composition (Veldkamp et al., 2005), biochem-
ical environment in particular glycosaminoglycans (Crown et al., 2006),
or interaction with chemokine receptors (Veldkamp et al., 2008).
Homodimerization/oligomerization is well established for CC chemo-
kines such as CCL2, CCL4, CCL5 and CCL14 (Blain et al., 2007; Jin et al.,
2007a; Proudfoot et al., 2003), and heterodimerization is also
experimentally supported for instance in CCL2–CCL13, CCL2–CCL11 or
CCL8–CCL13 heterodimers (Crown et al., 2006). Up to now, the
functional consequences of these homologous or heterologous interac-
tions have not been well understood, but the oligomerization process
may be interesting to interfere with when attempting to neutralize
chemokine actions (Fig. 4). Indeed, CC chemokine dimers do not
correspond to the quaternary structure that interacts with the receptor,
because residues critical for receptor binding are buried in thedimer (Jin
et al., 2007a), and mutations can be made to abolish dimerization
(Proudfoot et al., 2003; Jin et al., 2007a). In the case of CCL2, it could be
demonstrated that certain responses, in particular leukocyte attraction
in vivo, were abolished. This selective suppression of certain responses
which leaves other responses unaffected is reminiscent of previously
described multiple active states of G-protein-coupled receptors
(Palanche et al., 2001) that can be differentially activated by distinct
agonists, or modulated by allosteric effectors (Maillet et al., 2007). If
prevention of dimer formation is per se sufficient to block chemoattrac-
tion in vivo, then the mechanism of action of the interceptor M3 (from
herpesvirus) is probably exquisitely optimized. Decoy receptor M3
(vCKBP3) binds twomonomers of CCL2 perM3 homodimer (Alexander
et al., 2002). Thus, even though M3 recognizes and binds the GAG-
bindingdomain of CCL2, its aptitude to “dissolve” dimers is thus likely to
represent a mechanism of inhibition of CCL2 signalling in vivo (Handel
et al., 2008).

In the case of CXC chemokines, dimerization also takes place
spontaneously, but the dimer structure differs from that of CC
chemokine dimers in that residues important for receptor interaction
are not buried in the dimer. CXC chemokines can thus interact with
their receptors either as monomers or as dimers/oligomers. At
variance with what happens when CC chemokines interact with
their receptors, it was demonstrated that a CXC chemokine receptor
may itself be responsible for chemokine dimerization (Veldkampet al.,
2008). Tyrosine sulfation of the N-terminal domain of CXCR4 on
tyrosines 7 and 12 is indeed a key determinant of receptor-mediated
dimer formation since sulfated tyrosine 7 interacts with a CXCL12
monomer, while sulfated tyrosine 12 interacts with the second
monomer. Two lines of evidence support the importance of CXCL12
dimerization in signalling: i) amino acids from CXCL12 are involved
both in the interactionwith heparan sulfates andwith CXCR4; heparan
sulfates can thus negatively affect CXCL12-evoked chemotaxis in vitro
(Murphy et al., 2007), and ii) tethering CXCL12 monomers to obtain
permanent CXCL12 dimers results in a partial loss of function of
CXCL12. The permanent dimer indeed shows unaltered capacity to
promote intracellular calcium elevation in CXCR4 expressing cells, but
is no longer capable of triggering in vitro chemotaxis (Veldkamp et al.,
2008). Although these results are not yet totally interpreted in terms of
structure–function relationships, modulation of chemokine

Fig. 5. Proposed model for the interaction between CXCL12 and neutralizing chalcone
molecule 4. Redrawn from Hachet-Haas et al. (2008).
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oligomerization represents a promising way to change cellular
responses with possible important consequences in vivo. The
unsaturated heparin disaccharide used to perturb CXCL12 dimer
structure (Murphy et al., 2007) is a plausible starting chemical
platform to exploit. Virtual and experimental screening of collections
of molecules on chemokine dimers could lead to the discovery of
neutralizing molecules, the mechanism of action of which would be
prevention of dimer formation. The critical step in this kind of project
would be the definition of primary and secondary assays allowing
qualitative and quantitative description of the new compound effects.

TNFα is produced in response to pathogens through toll-like
receptor activation, and promotes expression of many immune
system effectors, including cytokines and chemokines (Balkwill,
2009) that will recruit leukocytes to the site of inflammation. If
production of TNFα is excessive, chronic inflammation can develop as
in rheumatoid arthritis, Crohn's disease, severe asthma or psoriasis, all
diseases in which a prominent role of TNFα has been demonstrated.
Anti-inflammatory therapies have been developed, based on inhibi-
tion of either the production of TNFα or the neutralization of TNFα
itself (Foxwell et al., 2003). The neutralizing monoclonal antibodies,
etanercept, infliximab and adalimumab have led to successful treat-
ment in rheumatoid arthritis, and show that neutralizing antibodies
can prove valuable not only in acute, but also in chronic human
diseases. Yet, two problems remain after several runs of antibody
optimization for human use: the mode of administration associated
with dosing difficulties, and the elevated cost of treatment have
motivated the search for alternative therapeutic tools. In the search
for small molecules from collections of combinatorial fragments
capable of inhibiting TNFα binding to its TNF-R1 receptor, He et al.
(2005) discovered a small molecule inhibitor exhibiting a micromolar
affinity constant. When trying to identify by X-ray crystallography the
binding site of the small molecule on the large trimeric structure of
TNFα, the authors realized that soaking TNFα crystals led to their
destruction. Crystallization of the complex was then obtained. It
revealed that the mode of action of the small molecule antagonist of
TNFα is to dissociate its trimeric quaternary structure into inactive
inhibitor-bound dimers with a stoichiometry of one molecule per
dimer (He et al., 2005; Berg, 2006). This illustrates one of themodes of
action of small molecule inhibitors that, following description of CCL2
monomer failure to signal (Handel et al., 2008), could be applied to
the family of chemokine proteins, using detection of quaternary
structure as a primary screen.

5.3. The protein ligand undergoes tertiary structural changes that
regulate its activity and the small molecule prevents the active conformer

Soluble proteins may undergo three dimensional structural
changes, either spontaneously, in a regulated manner (Monod et al.,
1965) or as a mechanism of pathogenesis (Dobson, 1999). Lympho-
tactin is a chemokinewith unusual properties. First, in contrast tomost
chemokines its structure is stabilized by a single disulfide bridge.
Second, it has the singular property of existing as two unrelated
protein folds (Kuloglu et al., 2002; Tuinstra et al., 2008). One of the two
protein folds resembles the canonical chemokine structurewith 3 anti-
parallel β-strands and one carboxy terminal helix. This conformation
binds to and activates its receptor XCR1 but does not interact with
glycosaminoglycans. The secondprotein fold exhibits 4 anti-parallelβ-
strands but has no helix (Tuinstra et al., 2008). This second structure
binds glycosaminoglycans with high affinity but is unable to activate
the XCR1 receptor. As this example is unique to date in the field of
proteins and protein ligands, its generality is questionable. It is an
extreme case of the general field of change in protein conformational
equilibrium, which has been tackled bymany different laboratories on
many different regulatory proteins to select new pharmacological
tools and active drugs. Ligands that would stabilize the glycosamino-
glycan binding state could reveal neutralizing molecules capable

of modulating acute allograft rejection response (Wang et al., 1998)
or attenuate inflammatory bowel disease (Boismenu et al., 1996;
Middel et al., 2001), as two examples of mucosal immunity in which
lymphotactin is involved.

5.4. The small molecule interferes with ligand bioavailability

Chemokines activate G-protein-coupled receptors to recruit
leukocytes during organogenesis, immunosurveillance, and inflam-
mation. An important component of this process is the formation of a
chemotactic gradient by immobilization of chemokines on the
extracellular matrix of cells, in particular on glycosaminoglycans.
Analysis of the role played by glycosaminoglycans has been carried
out using mutants of CC (Proudfoot et al., 2003) or CXC/XCL (Peterson
et al., 2004; Sadir et al., 2004; Johnson et al., 2004; Ali et al., 2005; Jin
et al., 2007a) chemokines devoid of key residues known to bind to
negatively charged sugar moieties. Suppression of GAG interactions
for CCL2, CCL4, CCL5, CCL7 or XCL1 chemokines was found to abolish
leukocyte recruitment in vivo, when injected intraperitoneally,
although in vitro chemotaxis was not altered.

The importance of these interactions has been further highlighted
by showing that GAG-binding mutants of chemokines can block the
action of wild type chemokines in normal animals as well as inmurine
models of diseases (Johnson et al., 2004; Ali et al., 2005; Brauners-
reuther et al., 2008). Pathogens also target GAG-binding domains of
chemokines to prevent their effects. As mentioned above (Section 2.1,
avoidance strategies), the poorly selective M-T1 and M-T7 proteins
frommyxoma virus, theM3 protein from herpesvirus or glycoprotein
E163 from ectromelia virus neutralizes chemokines upon binding to
their GAG-binding domain. The likely consequence of this is that high
local concentrations of chemokines giving rise to a “Velcro effect” are
reduced, and gradients are disrupted. Therefore, leukocyte attraction
no longer takes place. Although no small chemicalmolecule targeting
the GAG-binding domain of chemokines has been described up to
now, this portion of the protein is validated for chemical biology
approaches. Noteworthy are the disaccharides that were used to
solve the structure of CCL5 forming complexes with heparin-derived
sugars (Shaw et al., 2004) that could be used as starting blocks for
drug design. Interestingly too is the small molecule surfen, that was
first used as an excipient in drug formulas before being also identified
as a heparin neutralizing molecule (Hunter & Hill, 1961) with
antibacterial and trypanocidal activity, which could be used to lower
excessive heparan sulfate-involving interactions (Schuksz et al., 2008).

6. Concluding remarks and perspectives

Many articles now report that either genetic manipulations of
receptors and chemokines, or development of pharmacological agents
leads to selective alterations of a subset of responses out of a series of
possible responses. One consequence is that, depending on the desired
properties of the molecule to be developed for research or disease
treatment, preference for a ligand of receptor or a ligand of ligand will
need to be validated experimentally. Indeed, chemokines activate
members of the family of G-protein-coupled receptors (GPCRs) known
to exhibit a significant level (around 10%) of spontaneous isomerization
towards active conformations (Lefkowitz et al., 1993a,b; Leurs et al.,
2000; Palanche et al., 2001; Alewijnse et al., 2000; Claeysen et al., 2000;
Lecat et al., 2002). Spontaneous activity of GPCRs has well established
physiological roles (Adan, 2006; Arrang et al., 2007) like control of
neurotransmitter (Threlfell et al., 2008) and hormone (Ben-Shlomo
et al., 2009) release in relation with higher order behaviors (Fioravanti
et al., 2008), or regulation of apoptosis (Lau et al., 2009). Spontaneous
activity of chemokine receptors also exists. For herpesvirus-encoded
receptors this activity is linked to transforming effects (Burger et al.,
1999; Holst et al., 2001). Ligands of GPCRs almost never behave as
neutralmolecules, andmost antagonists are eitherweakpartial agonists
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(that increase the level of receptor activity) or are so called “inverse
agonists” capable of diminishing the level of spontaneous activity of the
receptor. Small molecules neutralizing ligands may complement the
tool palette of pharmacologists since they are expected to leave the
spontaneous activity of the receptors unchanged.

There are four preferred ways to identify small molecules modulat-
ing protein–protein interactions, ELISA assays, fluorescence resonance
energy transfer (FRET) assays,fluorescence anisotropy (Berg, 2003) and
surface plasmon resonance. We have designed a general strategy in
order to find fluorescent probes that bind to a soluble protein. This
fluorescence anisotropy strategy involves four steps:

1) Synthesis of a library of fluorescent compounds using known
chemical scaffolds that exhibit low specificity. The molecules are
organized around generic GPCR-preferring chemical scaffolds, are
derivatized with charged, hydrophilic and hydrophobic moieties
and bear a lissamine fluorophore at the end of a spacing arm,

2) Screening of the library of fluorescent molecules by fluorescence
anisotropy measurements in order to successfully fish one
fluorescent probe at least. This technique allows to set up a “mix
and read” assay that readily pinpoints the probe that interacts with
the protein,

3) Characterization of the binding properties of the probe in order to
fulfil the desired requirements, i.e. neutralize binding of the ligand
to its receptor, or inhibit oligomerization, or inhibit binding to
GAGs, and select the desired and optimized screening assay,

4) Screening of libraries of unlabelled and drug-like molecules to
identify high affinitymolecules to use for chemical biology purposes.

The generalization of such kinds of drug discovery approaches in
particular in university laboratories, is highly desirable. The increasing
amount of screening data will then lead to large scale chemoinfor-
matics and bioinformatics including data from transcriptional analyses
and proteomics (Schadt et al., 2009; Weill & Rognan, 2009),
development of complex network modelling as is the case in systems
biology in order to establish training sets for interaction network
prediction, and to use these models to predict molecule toxicity and
metabolism, bioavailability and patterns of biological activity.
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Résumé 

La liaison de CXCL12 à ses récepteurs CXCR4 et CXCR7 peut-être bloquée par un neutraligand de 
CXCL12, la chalcone 4, qui présente une activité anti-inflammatoire dans un modèle d’asthme chez 
la souris. Notre travail a consisté à proposer des stratégies permettant le développement de 
molécules biodisponibles et actives localement, et d’étudier le mécanisme d'action in vivo des 
neutraligands de CXCL12. 
Nous avons développé un modèle court et reproductible d'asthme allergique chez la souris, adapté à 
une évaluation rapide de l’activité anti-inflammatoire des nouveaux composés et un développement 
raisonné des stratégies envisagées. 
Nous avons synthétisé trois prodrogues solubles, adaptées à une administration locale, inactives et 
rapidement clivées en chalcone 4 active. In vivo, les prodrogues sont anti-inflammatoires à des 
doses susceptibles de limiter les effets indésirables. 
Pour favoriser davantage l'action anti-inflammatoire locale du neutraligand de CXCL12, nous avons 
synthétisé une ante-drogue, la carbonitrile-chalcone 4, active in vivo par administration locale et 
rapidement dégradée en deux composés inactifs avant sa distribution dans l'organisme. 
Enfin, l'étude de la chalcone 4 a mis en évidence une activité antiasthmatique significative, liée à 
l'élimination rapide de la chimiokine CXCL12 du poumon. La capture de CXCL12 par le neutraligand 
réduit la différenciation des macrophages M1 et leur libération de cytokines pro-inflammatoires, ainsi 
que le recrutement des éosinophiles et des lymphocytes CXCR4+. 
En conclusion, nos travaux ont permis de conforter les rôles de la chimiokine CXCL12 dans l'asthme 
et présenter deux stratégies aptes à limiter les effets indésirables.  
 

 

Résumé en anglais 

The binding of the chemokine CXCL12 to its receptors CXCR4 and CXCR7 may be prevent by a 
CXCL12 neutraligand, chalcone 4 , having an anti -inflammatory activity in a mouse model of allergic 
asthma. Our work consisted in proposing strategies for the development of active and bioavailable 
molecules, able to promote local action, and to study the in vivo mechanism of action of the CXCL12 
neutraligands. 
We initially developed a short and reproducible mouse model of allergic asthma, suitable for a rapid 
assessment of the anti -inflammatory activity of new compounds, in order to ensure rational 
development of the proposed strategies.  
We developped three soluble prodrugs, adapted to local administration, inactive but rapidly cleaved 
in active chalcone 4. In vivo, the prodrugs have an anti-inflammatory activity at suitable doses to 
minimize side effects. 
To promote the benefit of local anti-inflammatory action of CXCL12 neutraligand, we synthesized an 
antedrug, carbonitrile-chalcone 4, active locally in vivo after local administration and rapidly 
degraded before its distribution in the body. 
Finally, the study of chalcone 4 allowed us to highlight a significant asthma activity. An activity 
related to the rapid elimination of the CXCL12 chemokine from the lung. The trapping of CXCL12 by 
the neutraligand reduced M1 macrophage activation and their release of pro inflammatory cytokines, 
as decreases the recruitment of CXCR4+ eosinophils and lymphocytes.  
In conclusion, our work provided mechanistic elements related to the roles of the chemokine 
CXCL12 in asthma, and present two interesting strategies adapted to local administration to limit 
adverse effects. 
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