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I. Introduction 

A. Etat de l’art de l’asthme en 2022 

1. Diagnostic de l’asthme et de l’asthme sévère 

L’asthme est une pathologie chronique des voies aériennes se manifestant 

par des épisodes de dyspnée sifflante, de blocage expiratoire, de toux ou d’oppression 

thoracique associés à une limitation variable des débits aériens dans un contexte 

d’inflammation bronchique chronique (1). 

Actuellement, il n’existe pas d’étalon-or diagnostique pour l’asthme. Les 

recommandations émises par les différentes sociétés savantes (SPLF, ERS, ATS), 

s’accordent sur l’importance d’évaluer la probabilité clinique de l’asthme à partir de 

critères cliniques, fonctionnels respiratoires et inflammatoires (2-5) (Tableau 1).  

Chez le nourrisson et l’enfant en bas âge (< 36 mois), le diagnostic se pose sur 

l’association de symptômes respiratoires évocateurs récurrents (toux, sifflements etc.) 

(6). Les épisodes infectieux respiratoires, les malformations bronchopulmonaires et les 

inhalations de corps étrangers constituent les principaux diagnostics différentiels à 

évoquer. L’un des enjeux du diagnostic et de la prise en charge de l’asthme à cet âge 

est de prévenir la persistance de la maladie durant l’enfance. 

Chez l’enfant de plus de 36 mois, la recherche de signes fonctionnels respiratoires 

compatibles s’accompagne de la mise en évidence d’un trouble ventilatoire obstructif 

variable par spirométrie forcée dès que possible (après 5 ans) (3, 7). Par ailleurs, la 

réalisation d’un bilan allergologique est recommandée de manière systématique au vu 

de la fréquence élevée des formes allergiques (environ 60%) (8, 9).  

A l’adolescence et à l’âge adulte, la réalisation d’une spirométrie forcée recherchant 

un trouble ventilatoire obstructif et d’un bilan allergologique (prick-tests et dosage des 

IgE spécifiques) sont recommandés pour étayer la probabilité clinique (2, 5). La 

mesure de la FeNO, la recherche d’une hyperéosinophilie, le dosage d’IgE totales ou 

la réalisation d’expectorations induites, sont limités à des enquêtes diagnostiques 

spécifiques (ABPA) ou des contextes particuliers (asthme sévère).   

ABPA = Aspergillose BronchoPulmonaire Allergique 
ATS = American Thoracic Society 
ERS = European Respiratory Society 
FeNO = Fraction exhalée du monoxide d’azote  
 

IgE = Immunoglobuline E 
SPLF = Société de Pneumologie de Langue Française 
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Âge Critères cliniques Explorations fonctionnelles 
respiratoires Autres examens complémentaires Recommandations Réf. 

Enfants de moins de 
36 mois 

Toux et sifflements récurrents (≥3) à 
prédominance nocturne 

Terrain atopique personnel ou familial 
Aucune 

Radiographie thoracique de face 
(diagnostics différentiels) 

Bilan allergologique 
(prick-tests cutanés et TMA) 

Française 

HAS et SP2A 
(2009) 

(6) 

Enfants  
de moins de 6 ans 

Episodes récurrents de toux, de sifflements 
et de dyspnée à prédominance nocturne 

Facteurs déclenchants : effort, pleurs, rires, 
expositions allergéniques, infections virales. 

Terrain atopique personnel ou familial 

Spirométrie forcée 
(> 5 ans, fonction de la compréhension) 

Bilan allergologique  
(prick-tests cutanés et IgE spécifiques) 

+/- radiographie thoracique de face 
(diagnostics différentiels) 

Internationale 

GINA (2022) 
(7) 

Enfants 
de plus de 6 ans 

Episodes récurrents de toux, de sifflements 
et de dyspnée 

Spirométrie forcée avec test de réponse 
aux bronchodilatateurs 

Mesure de la FeNO 

Tests de provocation directs ou indirects 
si spirométrie forcée insuffisante 

Variabilité du DEP complémentaire mais 
insuffisante seule 

A visée pré-thérapeutique : bilan 
allergologique (pricks-tests cutanés et IgE 

spécifiques) 

Européenne 

ERS (2021) 
(3) 

Adolescents (> 12 
ans) et adultes 

Episodes récurrents de toux, de sifflements 
et de dyspnée à prédominance nocturne 

Facteurs déclenchants : effort, pleurs, rires, 
expositions allergéniques, infections virales. 

Terrain atopique personnel ou familial 

Spirométrie forcée avec test de réponse 
aux bronchodilatateurs 

Tests de provocation directs ou indirects 
si spirométrie forcée insuffisante 

Variabilité du DEP complémentaire mais 
insuffisante seule 

Bilan allergologique  
(prick-tests cutanés et IgE spécifiques) 

Eosinophilie sanguine réservée au bilan 
d’asthme sévère 

Française 

SPLF (2021) 

SPLF et SP2A 
(2022) 

(2, 
5) 

Tableau 1 Recommandations diagnostiques de l'asthme en fonction de l'âge 

Abréviations : DEP = Débit Expiratoire de Pointe, ERS = European Respiratory Society, FeNO = Fraction exhalée du monoxide d’azote, GINA = 
Global INitiative in Asthma, HAS = Haute Autorité de Santé, SP2A = Société Pédiatrique de Pneumologie et d’Allergologie, SPLF = Société de 
Pneumologie de Langue Française, TMA = Tests Multi-Allergéniques. 
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Quel que soit l’âge, la recherche d’une variabilité des symptômes respiratoires 

(toux, dyspnée, sifflements) et de l’obstruction bronchique est essentielle.  

Sur le plan clinique, cette variabilité est mise en évidence à l’interrogatoire et à 

l’examen physique par la fluctuation des symptômes ressentis et des signes physiques 

au cours du suivi. A domicile, une variation spontanée significative du DEP diurne au-

delà de 20% sur une durée de 15 jours constitue un argument en faveur d’un asthme 

(10).  

Sur le plan des explorations fonctionnelles respiratoires, la mise en évidence 

d’une obstruction bronchique significative s’effectue par spirométrie forcée (11).  

Elle se définie par un ratio VEMS/CV maximale inférieur à la limite inférieure de la 

norme (2). Lorsqu’une obstruction significative est absente ou invariable 

spontanément, des tests de réponse aux bronchodiltatateurs et/ou de provocation 

peuvent être réalisés. Le test de réponse aux bronchodiltateurs est jugé significatif en 

cas d’élévation significative (+200mL et +12%) du VEMS ou de la CVF au décours 

d’une inhalation de béta-2 mimétique à courte durée d’action (12). A l’inverse, les tests 

de provocation ont pour objectif de mettre en évidence une HRB se définissant par 

une réponse bronchoconstrictrice disproportionnée. Ils peuvent être soit direct 

(exemple : test à la méthacholine) soit indirect (épreuve d’effort ou test 

d’hyperventilation isocapnique) (13, 14). Leur recours est guidé par la probabilité pré-

test de l’asthme. En effet, les tests directs sont plus sensibles mais moins spécifiques 

que les tests indirects (15, 16). 

Une problématique de diagnostics à défaut et à tort de l’asthme existe (17). 

Dans une population de sujets adultes (18-69 ans), 4.6% des individus présentent un 

trouble ventilatoire obstructif dont seulement 45% sont symptomatiques. Or, 

seulement 35.6% bénéficient d’un diagnostic : 29.6% présentent un asthme, 8.1% une 

bronchopneumopathie obstructive et/ou un emphysème et/ou une bronchite chronique 

et 0.1% des dilatations des bronches (18). Des observations concordantes existent 

chez l’enfant avec une fréquence d’asthme non diagnostiquée estimée à 42% (19). 

Parallèlement, 30 à 35% des diagnostics d’asthme portés au sein d’une population 

adulte sont en fait erronés (17, 20).  

CV = Capacité Vitale 
CVF = Capacité Vitale Forcée 
DEP = Débit Expiratoire de Pointe 
HRB = Hyper-Réactivité Bronchique 

VEMS = Volume Expiré Maximal en une Seconde 
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Au-delà du diagnostic de l’asthme et de son traitement (développé dans la 

section « Prise en charge de l’asthme en France » p28), deux situations spécifiques 

se dégagent : l’asthme sévère d’une part et l’asthme difficile à traiter d’autre part.  

L’asthme sévère bénéficie d’une définition reconnue internationalement. Elle 

s’applique à tout asthme confirmé et correctement traité (adhésion au traitement, 

observance thérapeutique et prise en charge des comorbidités) (a) nécessitant de 

fortes doses de corticoïdes inhalés associés à une autre classe thérapeutique ou 

l’utilisation d’une corticothérapie systémique pour contrôler l’asthme (GINA 4 et 5) ou 

(b) demeurant non contrôlé malgré ces traitements ou (c) s’aggravant malgré un tel 

traitement (21).  

L’asthme difficile correspond aux situations pour lesquelles un traitement lourd 

(GINA 4 et 5) est en place mais avec une observance thérapeutique non optimale et/ou 

des comorbidités/facteurs favorisants insuffisamment pris en charge. La 

problématique principale posée par cette catégorie est d’optimiser la prise en charge 

afin d’identifier les patients présentant un authentique asthme sévère. 

2. Données épidémiologiques mondiales et françaises 

A l’échelle mondiale, la prévalence de l’asthme est estimée à 3 416 cas pour 

100 000 habitants (normalisé sur l’âge) soit environ 262 millions d’individus (Global 

Burden of disease 1990-2019) (22). La morbi-mortalité de la maladie reste élevée 

malgré les progrès thérapeutiques, évaluée à 273.6 années de vie ajustée sur 

l’incapacité (Disability-Adjusted Life Years) pour 100 000 habitants. En comparaison, 

celle de la BronchoPneumopathie Obstructive est estimée à 926 années de vie / 

100 000 habitants (23). On estime à 461 000 le nombre de patients qui décède 

d’asthme chaque année. Si les taux de prévalence, de morbi-mortalité et de mortalité 

ont globalement diminué sur les 30 dernières années (-24, -51.3 et -42.5% 

respectivement), il existe cependant des disparités régionales (22). Par ailleurs, on 

note une morbi-mortalité d’autant plus importante que le niveau socio-économique est 

bas (24). Chez l’enfant et l’adolescent, la fréquence de l’asthme reste stable depuis 

1990 à 9 et 11% respectivement (Global Asthma Network Phase I, 2021) (25). 

 

GINA = Global INitiative in Asthma 
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L’asthme difficile et l’asthme sévère représentent environ 10 et 4% de la population 

de patients asthmatiques adultes (26). Les patients asthmatiques sévères souffrent 

d’une morbidité plus importante que les autres patients avec notamment des 

exacerbations plus fréquentes et plus graves (27). Il en découle un coût financier plus 

important avec un recours plus fréquent aux soins (médicaments, hospitalisations en 

soins intensifs ou réanimation etc…) (28). On estime actuellement que 60% des 

dépenses de santé dans l’asthme sont liées aux asthmatiques sévères (29). 

En France, la prévalence de l’asthme chez l’adulte est évaluée entre 6 et 8% 

de la population française avec une fréquence plus élevée chez les personnes ayant 

une situation socio-économique défavorable (données déclaratives) (30, 31). Chez 

l’enfant, la prévalence de l’asthme était de 11% en 2012 et inversement corrélée avec 

le niveau socio-économique des familles (32). L’asthme sévère concerne quant à lui 

18 personnes pour 10 000 habitants soit 3 à 4 % de la population asthmatique adulte 

française (33, 34). La mortalité annuelle imputée à l’asthme demeure stable depuis 

une vingtaine d’années aux alentours de 1 000 décès. Son impact est par ailleurs 

concordant avec les données internationales sur le plan des conséquences tant 

personnelles (qualité de vie, activités de la vie quotidienne) que sociétales (coût de la 

maladie) (33, 35). 

Au total, l’asthme est une pathologie fréquente responsable d’une morbi-

mortalité significative, notamment dans sa forme sévère, représentant un enjeu de 

santé publique majeur. 

3. Les phénotypes d’asthme 

L’étendue de la définition diagnostique de l’asthme entraîne une grande 
hétérogénéité des présentations cliniques rencontrées en pratique clinique. Afin de 

constituer des groupes homogènes, des études de cluster ont été réalisées sur des 

cohortes de patients asthmatiques adultes modérés et sévères de grande envergure 

(ADEPT, U-BIOPRED, SARP) (36, 37). Ces études partiellement non-biaisées se 

basent sur des modèles mathématiques regroupant les patients selon un ensemble 

déterminé de variables cliniques et paracliniques. 

 

ADEPT = Airways Disease Endotyping for Personalized Therapeutics 
U-BIOPRED = Unbiased Biomarkers for the Prediction of Respiratory Disease Outcomes 
SARP = Severe Asthma Research Program 
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Récemment, une étude française de grande envergure (n=1502) s’est attachée à 

décrire les différents phénotypes identifiables dans une population de patients 

asthmatiques sévères suivis au sein des hôpitaux généraux (38). Cinq groupes ont pu 

être différenciés après une analyse de cluster (classification hiérarchique suivie d’une 

méthode par k-means) : (1) un groupe de patient asthmatique allergique de début 

précoce, (2) un groupe spécifique d’asthme associé à l’obésité, (3) un groupe de 

patients asthmatiques de début tardif avec une obstruction bronchique sévère, (4) un 

groupe de patients asthmatiques éosinophiliques et (5) un groupe de patients 

asthmatiques présentant une sensibilisation à l’aspirine. Ces différents phénotypes 

retrouvés dans la population française sont globalement comparables avec ceux 

retrouvés dans les cohortes internationales (Tableau 2). 

Chez l’enfant, deux présentations phénotypiques sont classiquement 

distinguées : les sifflements intermittents, déclenchés par des épisodes viraux d’une 

part et les formes récurrentes persistant après 6 ans et associées à l’asthme (39). Une 

hétérogénéité existe au sein du groupe des asthmes allergiques de l’enfant en fonction 

du nombre et du type de sensibilisations. Ainsi, dans une cohorte française d’enfants 

asthmatiques allergiques (6-12 ans) se différencient un groupe d’asthme léger à 

modéré associé à une mono-sensibilisation aux acariens, un groupe avec allergies 

multiples associées à un asthme sévère, un groupe avec des sensibilisations multiples 

avec un asthme léger et un groupe présentant une sensibilisation au pollen souffrant 

d’exacerbations sévères (40). Des cas particuliers se constituent dans les formes 

sévères de la maladie tels que l’asthme allergique de début précoce avec 

sensibilisations multiples, l’asthme de début tardif (puberté) associé aux atteintes ORL 

éosinophiliques et les formes liées à l’obésité, associées au sexe féminin.

ORL = Oto-Rhino-Laryngologique 
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Caractéristiques phénotypiques Modalités 

SARP (36) 

Asthme modéré à sévère 

N= 726 

Royaume-Uni et Etats-Unis 

ADEPT (41) 

Asthme modéré à sévère 

N= 156 

Amérique du Nord et Europe 

U-BIOPRED (42) 

Asthme modéré à sévère 

N=266 

Europe 

FASE-CPHG (38) 

Asthme sévère 

N=1502 

France 

Age de début de l’asthme 
Enfance, précoce Cluster 1, 2 et 4 Phénotype A1 Cluster T1, T3 et T4 Cluster 1 

Adulte, tardive Cluster 3 et 5  Cluster T2 Cluster 2, 3, 4 et 5 

Fonction respiratoire 
Préservée Cluster 1, 2 Phénotype A1, A2 Cluster T1 et T4 Cluster 1, 4 et 5 

Altérée Cluster 3, 4 et 5 Phénotype A3 et A4 Cluster T2, T3 Cluster 2 et 3 

Atopie 
Présente, prédominante Cluster 1, 2 et 4 Phénotype A2 Cluster T1, T3 et T4 Cluster 1, 2 et 5 

Absente ou minoritaire Cluster 3 et 5 Phénotype A3 et A4 Cluster T2 Cluster 3 et 4 

Inflammation 
Eosinophilique (type 2) ou mixte NA Phénotype A2 et A4 Cluster T2, T3 Cluster 4 

Non éosinophilique (non type 2) NA Phénotype A1, A3 Cluster T1 et T4  

Morphotype 
Normal Cluster 1, 2 NA Cluster T1, T3 Cluster 1, 3, 4 et 5 

Obésité Cluster 3 NA Cluster T2 et T4 Cluster 2 

Sévérité 
Réponse au traitement 

Léger à modéré 
Bonne réponse Cluster 1, 2 et 3 Phénotype A1 et A2 Cluster T1 NA 

Sévère 
Réponse incomplète Cluster 3, 4 et 5 Phénotype A4 Cluster T2, T3 et T4 NA 

Tableau 2  Association entre les caractéristiques phénotypiques et les principaux clusters identifiés dans les études cliniques internationales 
(européenne et américaine) et française menées chez l’adulte. 

Abréviations : ADEPT = Airways Disease Endotyping for Personalized Therapeutics, FASE-CPHG = France Asthme SEvère – Collège des 
Pneumologues des Hôpitaux Généraux, SARP = Severe Asthma Research Program, U-BIOPRED = Unbiased Biomarkers for the Prediction of 
Respiratory Disease Outcomes.
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Au total, près d’une centaine d’études de cluster menées sur des cohortes de 

patients asthmatiques adultes sont recensés (43). La synthèse de ces études est 

complexe du fait de l’hétérogénéité des populations de patients asthmatiques inclus 

(sévérité de la maladie, traitement, âge etc.). Le choix de la méthode mathématique 

utilisée (clusterisation hiérarchique, clusterisation par K-means, clusterisation en 2 

étapes etc.) ainsi que les variables explicatives choisies biaisent la constitution des 

groupes phénotypiques. Malgré ces limites, certaines caractéristiques phénotypiques 

sont plus fréquemment décrites (Figure 1). 

 

Figure 1 Phénotypes d’asthmes et caractéristiques cliniques, biologiques et fonctionnels. 
Adapté de (44, 45).  

Les zones de recouvrement représentent les associations phénotypiques observées dans les 
populations de sujets asthmatiques de début précoce et tardif. 

Abréviations : FeNO = Fraction Exhalée du Monoxide d’azote, IgE = Immunoglobuline E,  
IMC = Indice de Masse Corporelle, ORL = Oto-Rhino-Laryngologique. 
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L’intérêt pratique de la description et de la reconnaissance de ces différents 

phénotypes est encore discuté. Il a été montré que la stabilité de ces phénotypes 

cliniques est variable chez l’adulte à court et moyen termes (1-3 ans) d’une étude à 

une autre (41, 46, 47). Ces variations dépendent des biomarqueurs inflammatoires 

versatiles mais aussi des modifications de traitement (intensification et décroissance). 

Des constatations proches ont été faites concernant les types inflammatoires dans de 

petites études (<100 patients) menées chez l’enfant, tant à l’état stable qu’en 

exacerbation (48, 49).  

Sur le plan pronostic, le phénotypage par clustering d’une cohorte de patients 

asthmatiques sévères français ne distingue pas de différence significative des taux 

d’exacerbation à moyen terme (3 ans) entre les groupes (50). En revanche, à long 

terme (20 ans), il a été démontré que les clusters phénotypiques sont associés à des 

évolutions cliniques différentes (51). Ainsi, le phénotype allergique avec 

hyperréactivité bronchique et le phénotype non allergique présentent une 

symptomatologie plus importante associée à une intensité thérapeutique élevée 

perdurant au cours du suivi. 

La mise en évidence de caractéristiques cliniques et biologiques propres 

regroupant les patients asthmatiques interroge sur de potentiels mécanismes 
physiopathologiques spécifiques sous-jacents. 

  



I - A - 4 Physiopathologie de l’asthme 

10 

4. Physiopathologie de l’asthme 

Le développement et le maintien de l’asthme reposent sur trois mécanismes 
physiopathologiques généraux : l’hyper-réactivité bronchique, le remodelage 

bronchique et l’inflammation bronchique (Figure 2). 

 

Figure 2 Mécanismes physiopathologiques de l'asthme 

a) L’hyper-réactivité bronchique 

L’HRB se définit par une réponse anormalement importante des voies 

aériennes en réponse à des stimuli bénins ou pathologiques. Elle se manifeste par un 

excès de bronchoconstriction dépendant de la contraction des CML. Cette 

bronchoconstriction anormale est favorisée par l’environnement épithélial et 

inflammatoire local. 

Les CML bronchiques dérivent de précurseurs mésenchymateux et se développent 

en parallèle des bourgeons épithéliaux lors de l’embryogénèse (52). Leur 

développement est régulé par des stimuli mécaniques (tension) mais aussi 

cytokiniques épithéliaux. Présentes de la trachée jusqu’aux bronchioles, les CML 

constituent un composant de la paroi bronchique conservé au fil de l’évolution (53). En 

CML = Cellules Musculaires Lisses 
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dehors du développement, le rôle physiologique de l’appareil musculaire lisse 

bronchique demeure néanmoins controversé (54). En revanche, son rôle dans les 

mécanismes de bronchoconstriction au cours de l’asthme sont bien décrits et relèvent 

à la fois de facteurs extrinsèques que de facteurs intrinsèques (Annexes, p 176) (55). 

• Régulation extrinsèque de la contraction musculaire lisse bronchique 

Le système nerveux autonome régule la bronchoconstriction via des 

afférences nerveuses sensitives bronchiques, une intégration au niveau du tronc 

cérébral et des efférences nerveuses vers l’appareil musculaire lisse bronchique (56). 

Sur le plan anatomique et fonctionnel, 3 voies efférentes sont décrites : le système 

cholinergique, le système adrénergique et le système NANC (Tableau 3) (57-59).  

 

Neurotransmetteur Système Effet Reférence 

Acétylcholine Cholinergique Contraction (60) 

Adrénaline Adrenergique Relaxation (61) 

Noradrénaline Adrenergique Relaxation (61) 

Substance P NANC Contraction (62) 

Neurokinine A NANC Contraction (63) 

Neurokinine B NANC Contraction (64) 

Neurokinine P NANC Contraction (64) 

Neurokinine γ NANC Contraction (65) 

Peptide calcitonin gene-related peptide NANC Contraction (65) 

Vasoactive intestinal peptide NANC Relaxation (66) 

Peptide histidine isoleucine NANC Relaxation (67) 

Peptide histidine methionine NANC Relaxation (65) 

Tableau 3 Principaux neurotransmetteurs impliqués dans le tonus des CML 

Abréviation : NANC = Non-Adrénergique Non-Cholinergique. 

 

 

NANC = Non-Adrénergique Non-Cholinergique 
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Le tonus cholinergique est le principal modulateur physiologique du tonus 

bronchique via la stimulation des récepteurs muscariniques M2 et M3 fortement 

exprimés par les CML bronchiques. Ces récepteurs sont respectivement associés au 

protéines G de type Gαi et Gαq dont la stimulation entraîne l’activation de la contraction 

musculaire lisse bronchique (Régulation intrinsèque de la contraction, p 13). 

Le tonus adrénergique a pour principal fonction de contrebalancer les effets pro-

contractiles du système cholinergique. La liaison de l’adrénaline ou de la noradrénaline 

sur les récepteurs β2 adrénergique présents sur les CML induit leur relaxation. 

Le système nerveux non adrénergique non cholinergique, quant à lui, joue un rôle 

de modulation du tonus musculaire lisse bronchique avec une activité pro-contractile 

ou relaxante en fonction des neurotransmetteurs impliqués. 

Au cours de l’asthme, des altérations du système nerveux autonome sont 

suspectées (Figure 3) (68).  

 

Figure 3 Dysfonction de la régulation du système nerveux autonome au cours de l’asthme. 
Adapté de (68). 

Abréviation : Non-Adrénergique Non Cholinergique 
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Tout d’abord, une sensibilité accrue des afférences nerveuses secondaire aux 

atteintes épithéliales et aux médiateurs inflammatoires locaux est observée au cours 

de l’asthme (69). Inversement, des données montrent une action pro-inflammatoire 

des terminaisons nerveuses sensitives par libération de substance P ou de 

neurokinines : c’est l’inflammation neurogénique (70). 

Concernant le système nerveux central, il a été observé dans un modèle simiesque 

d’asthme allergique aux acariens (n=3) une augmentation de l’excitabilité des 

neurones du noyau du tractus solitaire impliqués dans l’intégration des afférences 

sensitives des voies aériennes (71). Cependant, il n’existe pas actuellement de 

données directes prouvant une plasticité nerveuse des centres du tronc cérébral au 

cours de l’asthme chez l’Homme. 

Concernant les efférences nerveuses, on note dans le cadre de l’asthme une 

augmentation du tonus cholinergique pro-contractile liée à une hyperexcitabilité 

neuronale d’une part et une hyperdensité locale d’autre part (72). Parallèlement, les 

l’induction d’un asthme chez la souris stimule les voies efférentes cholinergiques et 

dévie le NANC vers une réponse pro-contractile (73). 

Au total, l’ensemble de ces altérations nerveuses participent à l’augmentation 

de la stimulation bronchoconstrictrice au cours de l’asthme. 

• Régulation intrinsèque de la contraction musculaire lisse bronchique 

Au cours de l’asthme, les CML présentent une hypercontractilité facilitant la 

survenue et le maintien de la bronchoconstriction. Il a été démontré que les CML 

bronchiques de patients asthmatiques présentent une augmentation de leur capacité 

maximale de contraction ainsi que de leur vitesse de racourcissement en comparaison 

avec des sujets sains (74). Parallèlement, une contraction supérieure des CML 

bronchiques de patients asthmatiques a été observée en réponse à l’histamine 

comparée à des volontaires sains (75). 

Sur le plan fonctionnel, la contraction des CML est dépendante de l’état de 

phosphorylation de la chaîne légère de myosine de 20kDa (MLC20). Le niveau de 

phosphorylation de la MLC20 est régulé par deux enzymes : la MLCK et la MLCP. 

Deux voies de signalisation distinctes influent sur les activités de ces 2 enzymes : la 
voie du Ca2+ et la voie de sensibilisation au Ca2+ (Figure 4). 

MLCK = Myosin Light Chain Kinase 
MLCP = Mysoin Light Chain Phosphatase 
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Figure 4 Régulation intracellulaire de la contraction des CML. D’après (55). 

Abréviations : β-NAD = beta-nicotinamide adenine dinucleotide, cADP-r= cyclic Adenosin Di 
Phosphate ribose, CaM = Calmodulin, CD = Cluster of differentiation, CPI-17 = protein kinase 
C-potentiated phosphatase inhibitor protein of 17 kDa, DAG = DiAcylGlycerol, GPCR = G 
Protein-Coupled Receptors, IP3 = Inositol Tri Phosphate, MLC = Myosin Light Chain, MLCK = 
Myosin Light Chain Kinase, MLCP = Mysoin Light Chain Phosphatase, PKC = Protein Kinase 
C, PLC = PhosphoLipase C, PIP2 = phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, Rac1 = Rac family 
small GTPase 1, ROCK = Rho Kinase, RhoA = Rho family small GTPase A, SR = 
Sarcoplasmic Reticulum. 

La stimulation des récepteurs aux protéines G à 7 segments transmembranaires et 

des récepteurs muscariniques par des composés bronchoconstricteurs active la PLC 

et la production d’IP3 mais aussi la production de cADPr à partir de β-NAD (76-78). 

Ces seconds messagers se fixent à leurs récepteurs sarcoplasmiques déclenchant le 

relargage des stocks Ca2+. L’élévation du Ca2+ intracellulaire active la calmoduline 

qui stimule l’activité de la MLCK. La phosphorylation de la MLC par la MLCK initie les 

cycles de contraction actine/myosine : c’est la voie du Ca2+.  

β-NAD = beta-nicotinamide adenine dinucleotide 
cADP-r= cyclic Adenosin Di Phosphate ribose 
IP3 = Inositol Tri Phosphate 
PLC = PhosphoLipase C 
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Cette voie de signalisation est dysfonctionnelle dans les CML au cours de l’asthme. 

En effet, la MLCK est surexprimée dans les CML des patients asthmatiques (74, 79). 

Par ailleurs, les molécules pro-inflammatoires (IL-1β, IL-13, TNFα) augmentent 

l’expression du CD38 par les CML chez les patients asthmatiques provoquant un 

relargage accrue du Ca2+ sarcoplasmique (voie de la cADPr)  (77, 80). 

Parallèlement, les bronchoconstricteurs activent la GTPase RhoA qui stimule 

son effecteur ROCK. Cette sérine/thréonine kinase phosphoryle la MLCP inhibant son 

activité (81). Parallèlement, la PKC s’active en réponse à l’élévation du DAG produit 

par la PLC. La phosphorylation de CPI-17 par la PKC entraîne sa fixation sur la sous-

unité catalytique de la MLCP qui inhibe son activité phosphatase. L’activation de ces 

voies de signalisation maintient des niveaux élevés de phosphorylation de la MLC20 

indépendamment des variations des concentrations intracellulaires de Ca2+ : c’est la 
voie de sensibilisation calcique.  

La stimulation de cette voie au cours de l’asthme participe à l’hypercontractilité des 
CML. Tout d’abord, il a été montré que l’expression et l’activité de la CPI-17 s’élèvent 

dans les CML dans les modèles d’asthme chez le rat (82). Par ailleurs, l’expression de 

RhoA dans les CML augmente en réponse à l’inflammation (IL-17, IL-13) dans des 

modèles animaux d’asthme (83-85). L’inhibition de la ROCK par le composé Y-27632 

prévient l’apparition de l’hyper-réactivité bronchique chez le cochon d’inde (86). 

b) Le remodelage bronchique 

Le remodelage bronchique se définit par l’ensemble des altérations 
structurelles et fonctionnelles suivantes : la dysfonction épithéliale, 

l’épaississement de la lame basale, l’œdème bronchique et l’hypertrophie/hyperplasie 

des CML (Figure 5) (87, 88). Le remodelage bronchique peut apparaître précocement 

dans l’asthme avec des lésions observables dès l’enfance (89, 90). La sévérité de 

l’atteinte histologique (muscle lisse bronchique et épaississement de la lame basale) 

est corrélée avec celle de la maladie (91). Chez l’enfant comme chez l’adulte, les 

lésions de remodelage bronchique sont associées à la persistance de l’obstruction 

bronchique au cours du temps  (92, 93). Il est à noter que l’importance relative de ces 

différentes composantes de remodelage diffère d’une population de patients 

asthmatiques à une autre suggérant des mécanismes physiopathologiques sous-

jacents hétérogènes (94, 95). 

CPI-17 = protein kinase C-potentiated phosphatase inhibitor 
protein of 17 kDa 
DAG = DiAcylGlycerol 
IL = Interleukine 
IP3 = Inositol Tri Phosphate 

PKC = Protein Kinase C 
RhoA = Rho family small GTPase A 
ROCK = Rho Kinase 
TNFα = Tumor Necrosis Factor 
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Figure 5 Le remodelage bronchique au cours de l'asthme (Adaptée de (96)). 

Sections de bronches colorées au pentachrome de Movat.  

• La dysfonction épithéliale 

A l’état physiologique, l’épithélium bronchique joue un rôle de barrière vis-à-

vis de l’environnement extérieur. Il intervient aussi dans la régulation des réponses 

immunes développé à son encontre (balance tolérance/inflammation). L’épithélium 

respiratoire est pseudostratifié et composé de cellules columnaires ciliées, de cellules 

à mucus (ou cellules à gobelet) ainsi que de cellules indifférenciées impliquées dans 

son auto-renouvellement. L’appareil mucociliaire participe à l’élimination des corps 

étrangers et à la protection anti-infectieuse. Les complexes de jonction intercellulaire 

et d’interaction avec la lame basale assurent l’étanchéité de la barrière épithéliale. 

Au cours de l’asthme, l’appareil mucociliaire est altéré avec une réduction de 

la proportion de cellules ciliées d’une part et une augmentation du nombre de cellules 

à mucus d’autre part (Figure 6) (97). De plus, l’efficacité du battement ciliaire est 

réduite et la surproduction de MUC5AC au détriment de MUC5AB augmente la 

viscosité du mucus (98, 99). Parallèlement, les ruptures des structures d’adhésion 

MUC5AB = Mucin 5AB 
MUC5AC = Mucin 5AC 
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intercellulaire aboutissent à la mise à nue de la membrane basale dans les cas les 

plus sévères (100). Ces anomalies sont causées à la fois par des éléments extérieurs 

(infectieux, allergéniques) mais aussi par les processus inflammatoires sous-

épithéliaux. 

 

Figure 6 La dysfonction épithéliale au cours de l'asthme. 

Les cellules épithéliales bronchiques jouent un rôle actif dans l’initiation et le 
maintien de l’inflammation bronchique au cours de l’asthme. L’expression des PRR 

leur permet de répondre aux DAMPs et aux PAMPs environnementaux. Les cellules 

épithéliales expriment ainsi des TLR impliqués dans la reconnaissance allergènique 

(acariens, chats etc.), des NLR stimulant les réponses anti-microbiennes et des PAR 

sensibles aux enzymes associées aux allergènes (101-103). Les cellules épithéliales 

activés par ces signaux de danger relarguent des composés pro-inflammatoires tels 

que la TSLP, l’IL-33 et l’IL-25. Ces alarmines jouent un rôle majeur dans l’initiation 

des réponses inflammatoires bronchiques, notamment éosinophiliques (cf. endotype 

de type 2) (104). 

DAMP = Damage-Associated Molecular Pattern  
NLR = NLR = NOD-like receptor 
PAMP = Pathogen-Associated Molecular Pattern 
PAR = Protease-Activated Receptor 
 

TLR = Toll-Like Receptors 
TSLP = Thymic Stromal Lymphopoïetin 
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La TSLP est une cytokine de la famille de l’IL-7 qui stimule la réponse inflammatoire 

allergique en activant les cellules dendritiques (105). Son expression est augmentée 

au sein de l’épithélium bronchique de patients asthmatiques en comparaison avec des 

sujets sains (106). De plus, les cytokines inflammatoires de type 2 majorent la 

production de TSLP par les cellules épithéliales ce qui participe à l’auto-entretien de 

la réponse inflammatoire (107). 

L’IL-25 (ou IL-17E), quant à elle, est produite au niveau de la muqueuse bronchique 

en réponse à l’exposition de l’épithélium à des allergènes (108). Sa production par 

l’épithélium bronchique est corrélée à l’intensité de l’inflammation éosinophilique locale 

(infiltration bronchique, expectoration induite) et générale (éosinophilie sanguine) chez 

les patients asthmatiques (109). 

L’IL-33, affiliée à l’IL-1, est exprimée à la fois par les cellules épithéliales et les CML 

bronchiques (110). Les signaux de danger locaux entraînent le relargage des formes 

nucléaire séquestrées (111, 112). Au cours de l’asthme, l’IL-33 participe au 

développement des réponses immunes de type 2 (éosinophilique) ainsi qu’à 

l’hyperréactivité bronchique (113, 114). 

Outre son implication dans les mécanismes inflammatoires, l’épithélium 

bronchique intervient dans les modifications structurelles de la paroi bronchique 
observées au cours de l’asthme (115). L’unité trophique épithélio-mésenchymateuse 

(EMTU) associant les cellules épithéliales et les fibroblastes sous-épithéliaux régule 

les mécanismes de réparation de l’épithélium bronchique. En cas de perte de l’intégrité 

épithéliale, une réaction inflammatoire contrôlée s’initie. Les progéniteurs locaux 

(cellules basales épithéliales) et recrutés (cellules souches dérivés de la moelle 

osseuse) migrent puis prolifèrent recouvrant ainsi la zone dénudée (116). 

Parallèlement, les cellules fibroblastiques se différencient en myofibroblastes et 

produisent une matrice fibrosante soutenant la réparation épithéliale. Dans un contexte 

physiologique, la différenciation épithéliale des cellules progénitrices et l’apoptose des 

myofibroblastes restaurent l’intégrité et la fonction de l’épithélium.  

Au cours de l’asthme, une rupture des équilibres lésion/inflammation/réparation est 

observée. Des anomalies de la voie de l’EGF, associée à la prolifération cellulaire 

épithéliale bronchique, ont été mises en évidence chez les patients asthmatiques. En 

effet, l’expression de l’EGFR est augmentée dans les cellules épithéliales bronchiques 

DAMP = Damage-Associated Molecular Pattern 
EGF = Epithelial Growth Factor 
EGFR = EGF Receptor 
EMTU = Epithelial Mesenchymal Trophic Unit 

NLR = NLR = NOD-like receptor 
PAMP = Pathogen-Associated Molecular Pattern 
PAR = Protease-Activated Receptor 
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au cours de l’asthme (117, 118). Par ailleurs, la production de TGFβ par les cellules 

structurelles (épithéliales, myofibroblastiques, CML) favorise la prolifération des 

myofibroblastes et la modification de la matrice extracellulaire (119).  

Il est à noter que le TGFβ favorise la transition épithélio-mésenchymateuse des 

cellules épithéliales bronchiques de patients asthmatiques in vitro (120). Néanmoins, 

la pertinence de ce phénomène reste débattue in vivo (121). 

• La dysfonction musculaire lisse bronchique 

A l’état physiologique, les CMLs présentent un faible taux de prolifération et 

un phénotype contractile caractérisé par une expression importante de smooth muscle 

(sm)-α-actine, de sm γ-actine, de chaîne lourde de sm myosine, de calponine, de h-

caldesmone, de SM22α, de smootheline et de metavinculine (122). 

L’hyperplasie et l’hypertrophie de l’appareil musculaire lisse bronchique 

observées au cours de l’asthme relèvent de différents mécanismes (123).  

Dans un environnement inflammatoire, les CMLs évoluent vers un phénotype 
proliférant et migratoire. En effet, la stimulation de CML in vitro par un ensemble de 

facteurs de croissance et de cytokines augmentés dans l’asthme entraîne un switch 

vers un phénotype proliférant (Tableau 4) (124).  

Les alarmines épithéliales (TSLP et IL-25) sont décrites pour stimuler l’expression de 

protéines inflammatoires et de molécules de la MEC par les CML (88, 125, 126). Par ailleurs, 

les stimulations mécaniques (compression/relaxation) et les agressions physiques de 

l’épithélium entraînent le relargage de molécules pro-inflammatoires (IL-6, IL-8 et monocyte 

chemotactic protein-1) et d’enzymes stimulant la prolifération des CML (127, 128). Il est à noter 

que les cytokines inflammatoires ont un effet synergique sur les changements phénotypiques 

des CML. En effet, alors que l’IL-13 seule a des effets anti-proliférants sur les CML, elle induit 

l’expression par les CML du récepteur CysLT1 les sensibilisant aux leucotriènes ce qui majore 

à terme leur prolifération (129, 130). Enfin, les CML stimulées en condition inflammatoire 

produisent des molécules pro-inflammatoires ou pro-prolifération (PDGF, FGF, IL-1β, TGF-β, 

IL-5, IL-6, IL-8 et IL-17) ce qui amplifie ces changements phénotypiques (57). 

 

 

 

CysLT1 = Cysteinyl Leukotriene receptor 1 
FGF = Fibroblast Growth Factor 
MEC = Matrice ExtraCellulaire 
PDGF = Platelet-Derived-Growth-Factor 
 

SM22α = Smooth Muscle protein 22 alpha 
TGF-β = Transforming Growth Factor beta 
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Facteurs Source cellulaire Effets Réf 

Facteurs de croissance 

PDGF Plaquettes, monocytes/macrophages, CML, 
cellules épithéliales Pro-prolifération (131-134) 

FGF Fibroblastes, monocytes/macrophages, CML Pro-prolifération (134-137) 

EGF Cellules épithéliales, plaquettes Pro-prolifération (138) 

Cytokines 

TGF-β CML, lymphocytes T, cellules épithéliales Pro-prolifération (136, 139-
141) 

TNF-α CML, cellules épithéliales, lymphocytes T, 
monocytes/macrophages 

Pro-prolifération, anti-
prolifération 

(134, 142-
144) 

IL-1β Lymphocytes T, monocytes/macrophages, CML, 
cellules épithéliales Pro-prolifération (145, 146) 

IL-6 Lymphocytes T, monocytes/macrophages, CML, 
cellules épithéliales Pro-prolifération (143, 146) 

IFN-γ Lymphocytes T, cellules NK Pro-prolifération (147) 

IL-4 Lymphocytes T, mastocytes Pro-prolifération (148, 149) 

Médiateurs inflammatoires 

Histamine Mastocytes, basophiles Pro-prolifération (150, 151) 

Thromboxane A2 Mastocytes, monocytes/macrophages Pro-prolifération (152, 153) 

Sphingosine 1-
phosphate Plaquettes, plasma Pro-prolifération (154) 

Enzymes et divers 

Tryptase Mastocytes Pro-prolifération (151, 155) 

Thrombine Plasma Pro-prolifération (156) 

Elastase Neutrophiles Pro-prolifération (157) 

ROS Monocytes-macrophages, neutrophiles, éosinophiles, 
mastocytes Pro-prolifération (158) 

Tableau 4 Cytokines et molécules influant sur la prolifération des cellules musculaires lisses 
dans l’asthme 

Abréviations : EGF = Epithelial Growth Factor, FGF = Fibroblast Growth Factor, IFN = 
Interféron, IL = Interleukine, PDGF = Platelet-Derived-Growth-Factor, ROS = Reactive oxygen 
species, TGF = Transforming Growth Factor, TNF = Tumor Necrosis Factor. 
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La migration de CML et de leur progéniteur en réponse à des agents mitotiques 

comme le PDGF, le VEGF, le TGF- β et l’IL-1β participe à l’hyperplasie musculaire 

lisse bronchique. La MAPK P38 ainsi que PI3K et ERK sont sollicitées lors de ces 

phénomènes migratoires. L’inhibition de ces voies de signalisation réduit les capacités 

motrices des CML liées à leur impact sur le cytosquelette d’actine (159-161). 

La composition de la MEC modifie le phénotype et les fonctions des CMLs (162). La 

laminine, composante de la MEC, réduit les capacités proliférantes des CMLs et 

majore leur expression de protéines associées à la contraction telles que la sm-α-

actine et la chaîne lourde de la myosine (163). Or, au cours de l’asthme sévère, les 

CML sécrètent des métalloprotéinases participant à la dégradation de cette MEC 

(164). Par ailleurs, la fibronectine, dont la synthèse est accrue au cours de l’asthme, 

promeut la prolifération des CML et diminue leurs propriétés contractiles  (163, 165).  

Indépendamment de la prolifération, les CMLs activées présentent des 

capacités accrues d’interaction avec les cellules immunitaires. En condition 

inflammatoire, l’expression par les CML de protéines membranaires d’interaction telles 

que VCAM-1, ICAM-1, CD44 et LFA-1 augmente (166). Par ailleurs, les mastocytes 

sont sensibles aux agents chimiotactiques ou stimulant comme le SCF, le TGF-β1 ou 

le TSLC‐1, pouvant être produits par les CML (167). L’expression membranaire de 

CD44 et de CD51 par les CML stimule parallèlement l’adhésion de ces cellules (168). 

Ces interactions privilégiées des mastocytes avec les CML favorisent leur 

dégranulation ce qui majore en retour la contraction et la prolifération des CML (169). 

D’autres populations cellulaires inflammatoires comme les lymphocytes T et les 

éosinophiles ont été décrits comme interagissant avec les CML au cours de l’asthme 

(170).  

 

 

 

ERK = Extracellular Regulated Kinase 
ICAM = Intercellular Adhesion Molecule 
LFA = Lymphocyte Function-associated Antigen 
MAPK = Mitogen-activated protein kinase 
PI3K = PhosphatidylInositol-3 Kinase 
 

SCF = Stem Cell Factor 
TSLC1 = Tumor Suppressor in Lung Cancer‐1 
VCAM = Vascular Cell Adhesion Molecule 
VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor 
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c) Les endotypes inflammatoires 

L’amélioration de la compréhension des mécanismes immunologiques et 

moléculaires impliqué dans l’asthme a permis de séparer 2 principaux endotypes 

inflammatoires : éosinophilique ou T2 et non éosinophilique ou non T2 (171, 172). 

• L’endotype de type 2 

L’inflammation de type 2 joue un rôle majeur dans les réponses immunes en 
lien avec l’environnement, notamment en réponse aux infections helminthiques ou 

aux venins (173, 174). Sur le versant pathologique, elle constitue le principal 

mécanisme par lequel les allergies se développent et se maintiennent chez un individu 

(175). Ainsi, l’inflammation de type 2 est associée à un nombre important de 

pathologies liées à l’environnement tel que l’asthme, la dermatite atopique et la 

rhinosinusite chronique avec des implications pathologiques et thérapeutiques 

communes (Annexes, p 161) (176). 

La réponse inflammatoire de type 2 se caractérise par la production de trois 
cytokines majeures : l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-13 (Figure 7). Bien qu’elles puissent être 

produites par de nombreux types cellulaires, les lymphocytes Th2 et les ILC-2 

constituent les principales sources cellulaires impliquées dans l’initiation et la 

pérennisation de la réponse. Ces populations cellulaires sont sensibles aux 

productions cytokiniques provenant de l’épithélium bronchique (alarmines). 

La réponse adaptative Th2 se développe en réponse à l’IL-4 qui entraîne l’activation 

du facteur de transcription GATA3 puis l’expression des cytokines de type 2. Celle-ci 

intervient en réponse à la présentation antigénique par les cellules dendritiques 

localisées au niveau de la paroi bronchique et migrant vers les ganglions lymphatiques 

(177, 178). D’autres cellules présentatrices d’antigènes professionnelles sont en 

mesure d’initier une telle réponse. Les lymphocytes B contribuent notamment à 

l’expansion et la polarisation des lymphocytes Th2 dans des conditions de faibles 

concentrations antigéniques (179). Les macrophages de type M2, en nombre 

supérieur dans les lavages bronchoalvéolaires de patients asthmatiques, réduisent la 

capacité des cellules dendritiques à induire une réponse Th1 in vitro (180). Leur rôle 

exact dans l’initiation et ou le maintien de la réponse Th2 in vivo reste néanmoins 

discuté (181, 182). 

GATA3 = GATA-binding protein 3 
ILC-2 = Innate Lymphoid Cell 2 
Th2 = T helper 2 
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Figure 7 L'endotype T2 dans l’asthme 

Les ILC2 sont des cellules de l’immunité innée se développant sous l’impulsion de  

l’IL-7 et dont la polarisation est influencée par les alarmines épithéliales (183, 184). 

L’expression et l’activation des facteurs de transcription GATA3 et RORα induit la 

production d’IL-5, d’IL-9 et d’IL-13 (185, 186). Un nombre supérieur d’ILC2 est observé  

dans les voies aériennes des patients asthmatiques sévères éosinophiliques en 

comparaison avec les patients asthmatiques modérés et les sujets sains (187). 

L’exposition allergénique chez des sujets humains entraîne l’activation locale des ILC2 

(188, 189). Indépendante d’une reconnaissance spécifique d’antigène, l’activation des 

ILC2 joue aussi un rôle important dans les asthmes éosinophiliques non allergiques. 

Enfin, une étude récente a montré que les ILC2 stimulées avec de la TSLP présente 

une résistance accrue aux corticostéroïdes et pourrait être impliquées dans la sévérité 

de la maladie (190). 

RORα = RAR-related Orphan Receptor alpha 
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Les cytokines de type 2 produisent des effets différents mais complémentaires 

au niveau cellulaire et tissulaire. 

L’IL-4 initie ses effets via 2 types de récepteurs membranaires hétérodimériques : le 

récepteur de type I, spécifique de l’IL-4, constitué de l’IL-4Rα et de la sous-unité γc et 

le récepteur de type II, fixant l’IL-4 et l’IL-13, constitué de l’IL-4Rα et de la sous-unité 

IL-13Rα1 (191). L’IL-4 induit le switch isotypique des lymphocytes B vers la production 

d’IgE (192). Les IgE spécifiques ainsi produites se fixent sur leurs récepteurs exprimés 

par les mastocytes tissulaires. Lors d’une nouvelle exposition à l’antigène, le 

recrutement des IgE entraîne la dégranulation cellulaire et le relargage in situ de 

molécules pro-inflammatoires telles que l’histamine, la prostaglandine E2 et la tryptase 

(193). Il s’agit du mécanisme impliqué dans la réponse précoce observée dans le cadre 

de l’asthme allergique. Parallèlement, l’IL-4 stimule l’expression de protéines 

d’ancrage membranaire (VCAM1 et LFA-1) par les cellules endothéliales ce qui 

favorise le recrutement des cellules effectrices (194). 

L’IL-13, quant à elle, favorise le remodelage bronchique. Elle agit sur l’épithélium 

bronchique en stimulant la métaplasie des cellules à mucus (195). Elle diminue par 

ailleurs les jonctions serrées au sein de l’épithélium bronchiques aggravant sa 

dysfonction (196). Enfin, elle induit la production par l’épithélium bronchique de l’iNOS, 

majorant la production locale de monoxyde d’azote (197). Concernant les CML, L’IL-

13 est associée au développement de l’hyper-réactivité bronchique. Ainsi, l’absence 

d’IL-13 chez la souris réduit drastiquement la réponse des CML à la méthacholine  

(198).  

L’IL-5 est la principale cytokine impliquée dans l’inflammation éosinophilique 

bronchique observée dans l’asthme de type 2. Elle stimule la production de 

polynucléaires éosinophiles en polarisant les progéniteurs myéloïdes (199, 200). 

Associée à l’éotaxine, l’IL-5 augmente le recrutement local des éosinophiles par 

chimiotactisme et participe à leur activation (201, 202). Enfin, cette cytokine réduit 

l’apoptose des éosinophiles tissulaires et augmente leur résistance aux 

corticostéroïdes (203, 204). In situ, les polynucléaires éosinophiles activés relarguent 

leurs granules riches en protéines et enzymes cytotoxiques, en cytokines (notamment 

de type 2) ainsi qu’en médiateurs lipidiques. Ceux-ci intensifient la réponse 

inflammatoire, altèrent l’épithélium bronchique et modifient le phénotype des CML 

bronchiques participant au remodelage bronchique (205-208). 

iNOS = inducible NO Synthase 
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Au cours de l’asthme, la balance entre les réponses inflammatoires de type 
2 et la tolérance immune est altérée. Le relargage de cytokines de type 2 par des 

cellules effectrices telles que les polynucléaires éosinophiles et basophiles ainsi que 

les mastocytes participe à l’amplification et l’auto-entretien de l’inflammation. 

Parallèlement, l’efficacité des réponses tolérogènes est réduite au cours de l’asthme. 

Il est observé une diminution de la quantité et de l’activité des lymphocytes T 

régulateurs producteurs d’IL-10 chez les patients asthmatiques sévères (209, 210). 

Des constatations concordantes ont été faites concernant les lymphocytes B 

régulateurs producteurs d’IL-10 (211-213). 

Sur le plan clinique, les critères diagnostiques d’asthme éosinophilique ont 

évolué parallèlement aux progrès thérapeutiques (biothérapies de l’asthme sévère). 

Une définition consensuelle de l’asthme sévère éosinophilique est proposée par l’ERS 

et se base sur l’association de critères majeurs et mineurs (214). L’élévation 

significative des polynucléaires éosinophiles recueillis sur une expectoration induite 

(>3%) constitue l’étalon-or historique. Du fait de son accessibilité restreinte aux centres 

experts, le recours à l’éosinophilie sanguine et à la fraction exhalée du monoxyde 

d’azote est désormais recommandé par les sociétés savantes américaines et 

européennes (ATS et ERS) (215). L’hyperéosinophilie sanguine (≥ 0.5G/L) est 

retrouvée chez environ 10% des patients asthmatiques adultes alors que 50% des 

patients asthmatiques sévères présentent une élévation des éosinophiles sur 

l’expectoration (216, 217). Néanmoins, les corrélations entre l’éosinophilie sanguine, 

la FeNO et l’infiltration éosinophilique bronchique sont imparfaites (218, 219). 

L’un des archétypes de l’asthme éosinophilique est l’asthme allergique. Celui-

ci se développe principalement durant l’enfance et l’adolescence. Ces sujets 

présentent ou ont présenté d’autres pathologies du spectre allergique telles que la 

dermatite atopique, l’allergie alimentaire et la rhinoconjonctivite allergique constituant 

la « marche atopique ». L’enquête allergologique ciblée constitue une étape 

diagnostique cruciale dans le cadre de la prise en charge de l’asthme (2). Parmi les 

asthmes éosinophiliques non allergiques, certaines formes spécifiques se 

distinguent. On peut citer notamment l’asthme associé à la polypose naso-sinusienne 

et aggravé par les anti-inflammatoires non stéroïdiens, représentant environ 7,2% des 

patients asthmatiques (220). Ces formes sont plus sévères avec une altération de la 

qualité de vie, notamment par les troubles ORL (anosmie, obstruction nasale etc…) 
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(221). Des données suggèrent que la source des cytokines de type 2 dans ces 

phénotypes pourrait être rattachée aux ILC2 (187).  

• L’endotype non type 2 

Les endotypes non type 2 sont retrouvés chez près de la moitié des patients 

asthmatiques légers à modérés (222). Des analyses transcriptomiques menées sur 

des brossages épithéliaux de patients asthmatiques légers à modérés retrouvent aussi 

une répartition équilibrée entre les signatures T2 et non T2 (223). Sur le plan 

inflammatoire, les endotypes non T2 englobent les asthmes pauci-granulocytaires 

d’une part et les asthmes neutrophilique d’autre part. 

Les asthmes pauci-granulocytaires correspondent à des formes peu ou pas 

inflammatoires mais néanmoins associées aux atteintes structurelles (remodelage 

bronchique) et à l’hyper-réactivité bronchique caractéristiques de l’asthme. Ils 

présentent des altérations moins marquées de la fonction respiratoire et de la qualité 

de vie quotidienne bien que des formes sévères puissent exister (224, 225). La 

physiopathologie des asthmes pauci-granulocytaires reste peu connue malgré sa 

fréquence élevée (40-45%). Les modèles animaux et les études transcriptomiques et 

protéomiques menées chez l’Homme (U-BioPred, ADEPT) ont montré des altérations 

du contrôle neurologique, du phénotype des CML et dans une moindre mesure de la 

production de radicaux libres (226).  

Les asthmes neutrophiliques, associée ou non avec des éosinophiles, sont 

associés à des formes plus sévères d’asthme notamment sur le plan des 

exacerbations et de l’altération de la fonction respiratoire (227, 228). Les enzymes et 

cytokines libérées par les polynucléaires neutrophiles sont liées à certaines 

caractéristiques du remodelage bronchique, telle que l’hyperplasie des CML, ainsi qu’à 

l’hyper-réactivité bronchique (229-232). Les patients asthmatiques présentant une 

inflammation neutrophilique répondent peu ou pas aux corticostéroïdes (233). Cette 

infiltration neutrophilique est secondaire au développement de réponses adaptatives 

et innées spécifiques (Figure 8). 
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Figure 8 L'endotype neutrophilique dans l'asthme 

Les lymphocytes Th17 se développe en présence d’IL-1β ou d’IL-6 et d’IL-23. Ces 

cytokines induisent l’activation de la voie STAT3 puis l’expression des facteurs de 

transcription RORγt et la production d’IL-17 et d’IL-22 (234). Il est à noter que les 

lymphocytes Th17 présentent une certaine plasticité avec la description de populations 

mixtes Th2/Th17 et Th1/Th17 en fonction de l’environnement inflammatoire (234, 235). 

Les ILC3 constituent le pendant innée des lymphocytes Th17 se développant sous 

l’impulsion de l’IL-1β et d’IL23 et produisant elles aussi de l’IL17 et de l’IL-22 (183, 

236). Il a été observé chez la souris obèse que l’inflammation neutrophilique et le 

développement de l’HRB est liée à l’expansion d’ILC3 dans un modèle (237). 

Parallèlement, une équipe a montré au cours de l’asthme neutrophilique que les 

macrophages présentent une augmentation de l’expression de gènes impliqués dans 

réponses anti-bactériennes, le chimiotactisme neutrophilique et les mécanismes de 

phagocytose/efferocytose (238). Ces observations plaident en faveur de mécanismes 

multiples impliqués dans l’infiltration neutrophilique bronchique au cours de certaines 

formes d’asthme. 

STAT3 = Signal Transducer and Activator of Transcription 3 
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L’IL-17, principale cytokine impliquée dans ces formes neutrophiliques, favorise 

l’infiltration tissulaire des polynucléaires neutrophiles en entraînant la production de 

chimiokines et facteurs de croissance (CXL8, GM-CSF) par les cellules épithéliales et 

endothéliales ainsi que par les fibroblastes (239). L’augmentation de la production  

d’IL-17 a été confirmée au cours de l’asthme sévère et corrélée à l’augmentation de 

production de cytokines et chimiokines pro-neutrophiliques par les cellules épithéliales 

bronchiques (cultures primaires) (240). Outre la promotion de l’inflammation 

neutrophilique, l’IL-17 A agit directement sur le muscle lisse bronchique majorant sa 

contractilité ce qui aggrave l’HRB (84, 241-244). Enfin, l’activation des réponses de 

type 17 est corrélée au développement de mécanismes de cortico-résistance tels que 

l’augmentation de l’expression du GRβ (dominant négatif) par les monocytes ou de 

MEK1 par les lymphocytes T CD4+ antagonisant les effets du GRα (245). 

La reconnaissance de l’inflammation neutrophilique est néanmoins 

complexe du fait de l’absence de biomarqueur fiable. En effet, la neutrophilie sanguine 

et l’expectoration induite sont faiblement corrélées à l’infiltration tissulaire des voies 

aériennes et sujettes à de nombreux facteurs confondants (246). Des données 

conflictuelles existent par ailleurs concernant le lien entre corticostéroïdes inhalées et 

infiltration neutrophiliques des voies aériennes questionnant l’existence d’un asthme 

neutrophilique (247, 248). Par ailleurs, des analyses transcriptomiques montrent que 

les signatures d’expression liées aux inflammations de type 2, neutrophiliques et 

pauci-granulocytaires ne sont pas stables au cours du temps (249). La possibilité pour 

un même individu d’expérimenter divers types inflammatoires au cours de l’histoire 

naturelle de sa maladie est actuellement en cours d’exploration. 

 

5. Prise en charge de l’asthme en France 

La prise en charge de l’asthme se définit dans 2 contextes différents mais 

complémentaires : celle de l’asthme aigu ou en exacerbation et celle de l’asthme 

chronique (prise en charge de fond). Celle-ci s’articule dans un cas comme dans l’autre 

autour de classes thérapeutiques anti-inflammatoires et bronchodilatatrices. 

 

CXCL8 = C-X-C motif ligand 8 
GM-CSF = Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor 
GR = Glucocorticoid Receptor 
MEK1 = MAP (Mitogen-Activated Protein) Kinase/ERK (Extracellular Signal-Regulated Kinase) Kinase 1 
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Le principal objectif du traitement de l’asthme est d’obtenir le contrôle de la 
maladie avec le minimum de traitement nécessaire. L’obtention d’un contrôle optimal 

est en effet corrélée à une amélioration de la morbi-mortalité chez le patient 

asthmatique quel que soit le degré de sévérité (250, 251). Ce contrôle se définit selon 

les modalités décrites ci-dessous (Tableau 5). 

 

Critères Asthme contrôlé Asthme partiellement 
contrôlé Asthme non contrôlé 

Symptômes diurnes Aucun à 2 maximum par 
semaine Plus de 2 fois par semaine 

Au moins 3 critères 
d’asthme partiellement 

contrôlé 

Symptômes ou réveils 
nocturnes Aucun Au moins une fois par 

semaine 

Fréquence d’utilisation du 
traitement de secours 

Aucun à 2 maximum par 
semaine Plus de 2 fois par semaine 

Retentissement sur les 
activités Aucun Au moins une fois* 

Exacerbations Aucune Au moins une exacerbation* 

VEMS ou DEP Normaux 
<80% de la valeur théorique 

ou de la meilleure valeur 
personnelle 

Tableau 5 Critères de contrôle de l’asthme. D’après (252). 

* depuis la dernière consultation médicale 

Abréviations : DEP = Débit Expiratoire de Pointe, VEMS = Volume Expiré Maximal en 1 
Seconde 

Le praticien dispose d’outils d’évaluation quantitative de ce contrôle parmi lesquels se 

trouvent le score de l’ACQ et de l’ACT (253, 254). Ces deux questionnaires se 

différencient par la période de rappel des symptômes, 1 semaine pour l’ACQ et 4 

semaines pour l’ACT. Ces 2 scores sont utilisés en pratique clinique courante et en 

recherche (255, 256). 

La stratégie globale de prise en charge de l’asthme chronique repose sur la 

répétition de cycle d’évaluation/traitement visant à maintenir un contrôle optimal de la 

pathologie. La prise en charge des facteurs déclenchants (exposition allergénique, 

pollution, expositions professionnelles) et/ou aggravants (reflux gastro-œsophagien, 

apnées du sommeil, facteurs psychologiques etc.) y est systématiquement associée. 

Les différents paliers de prise en charge sont présentés ci-dessous (Tableau 6). 

ACQ = Asthma Control Questionnaire 
ACT = Asthma Control Test 
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Prise en charge 
globale Education thérapeutique, contrôle de l’environnement, traitement des comorbidités 

Paliers 1 2 3 4 5 

Traitement de 
fond  

CSI doses 
faible 

OU 

CSI/formotérol 
à la demande 

CSI dose faible 
+ BDLA 

CSI dose 
moyenne + BDLA 

CSI dose forte + BDLA 

Si non contrôlé, ajout de 
tiotropium 

Ajout biothérapie (anti-IgE, 
anti-IL-5/IL-5R, anti-IL4Rα) 

Thermoplastie bronchique 

Autres 
traitements de 

fond 
CSI dose 

faible LTRA 

CSI doses 
moyennes 

OU 

CSI doses 
faibles + LTRA 

OU 

CSI dose faible 
+ 

théophylline 

CSI dose forte 

OU 

CSI dose forte + 
LTRA 

OU 

CSI dose forte + 
théophylline 

CSO faible dose au long 
cours 

Traitement de 
secours 

BDCA à la demande 

 CSI-formotérol à la demande 
si traitement de fond par CSI-formotérol  

Stratégies 
associées  ITA si allergie aux acariens  

Tableau 6 Stratégie thérapeutique globale et détail des paliers de traitement de fond. 

Abréviations : BDCA = BronchoDilatateur de Courte Durée d’Action, BDLA = 
Bronchodilatateurs de Longue Durée d’Action, CSI = Corticostéroïdes inhalés, LTRA = 
antagonistes des récepteurs aux leucotriènes. 

a) Traitements conventionnels : corticostéroïdes et bronchodilatateurs 

Les corticostéroïdes constituent la principale classe thérapeutique utilisée 

pour contrôler la maladie asthmatique. Leur développement sous forme inhalée dans 

le courant des années 1980 a considérablement amélioré le pronostic de la pathologie 

réduisant la mortalité et améliorant la qualité de vie des patients asthmatiques (257). 

Le mécanisme d’action des corticostéroïdes dans l’asthme a fait l’objet d’un intérêt 

particulier depuis leur apparition dans l’arsenal thérapeutique. L’activation du 

récepteur aux glucocorticoïdes inhibe les voies AP1 et NFκB réduisant la production 

de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires par les lymphocytes T et les cellules 

épithéliales (258). L’infiltration et la survie tissulaire des cellules effectrices telles que 

les éosinophiles et les mastocytes sont ainsi significativement réduites (259).  

AP1 = Activator Protein 1 
NFκB = Nuclear Factor-kappa B 
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Enfin, les glucocorticoïdes diminuent directement la survie des cellules effectrices à 

l’exception des polynucléaires neutrophiles (259, 260). 

Même si les corticostéroïdes inhalés cible préférentiellement les effecteurs 

inflammatoires, ils influent aussi sur la contractilité et à minima sur la prolifération 

des CML bronchiques. Les glucocorticoïdes réduisent l’expression de la SM22α et de 

la MLCK des CML bronchiques en réponse au TGFβ ce qui diminue leur contractilité 

(261). Par ailleurs, ils diminuent la phosphorylation de CPI-17 entraînant une réduction 

de la phosphorylation de la MLC et par voie de conséquence de l’HRB (262). 

Concernant le remodelage, le ciclésonide a un effet bénéfique sur le phénotype des 

CML bronchiques ainsi que sur l’hyperplasie des cellules à mucus (modèle d’asthme 

chez le rat) (263). Enfin, de petites études cliniques ont démontré que de fortes doses 

de corticostéroïdes améliorent l’hypervascularisation de la muqueuse bronchique et 

l’épaississement de la lame basale (264, 265). Néanmoins, l’existence d’un 

remodelage bronchique chez des patients traités par de fortes doses de corticoïdes 

pose la question de mécanismes d’échappement. 

Les bronchodilatateurs de courte et de longue durée d’action comportent 

principalement les béta-2 mimétiques et les anticholinergiques. Ceux-ci agissent sur 

les CML en provoquant une réponse bronchodilatatrice et en limitant le stimulus 

bronchoconstricteur respectivement. Ces réponses découlent de l’inhibition des voies 

de signalisation impliquées dans la bronchoconstriction développée précédemment 

(L’hyper-réactivité bronchique, p 10). Les progrès thérapeutiques réalisés sur les 30 

dernières années, concernant ces classes thérapeutiques, ont principalement consisté 

en l’amélioration du délai et de la durée d’action des molécules ainsi que les dispositifs 

d’inhalation. 

 

b) Les biothérapies anti-inflammatoires 

Les biothérapies utilisées dans le traitement de l’asthme sévère chez l’Homme, 

ciblent principalement les voies impliquées dans l’endotype de type 2 (Tableau 7). 
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Phénotype 

Endotype 
Molécule Cible Critères d’inclusion 

principal 
Effets 

thérapeutiques Ref 

Allergique 

Omalizumab 

Anticorps 
monoclonal 
humanisé 

IgE 

Asthme sévère sous 
haute dose de CSI 

Prick-test positif à un 
aéroallergène 

IgE sériques totales 
comprises entre 30 et 

700UI/mL 

Réduction du 
taux 

d’exacerbation 
 

(266, 
267) 

Eosinophilique 

Mepolizumab 

Anticorps 
monoclonal 
humanisé 

Il-5 

Asthme sévère sous 
haute dose de CSI 

Eosinophilie sanguine ≥ 
150/mm3 à l’inclusion ou 
≥ 300/mm3 au cours de 

l'année précédente. 

+ Traitement d'entretien 
par corticostéroïdes 

systémiques (5-35mg de 
prednisone ou 

équivalent). 

Réduction du 
taux 

d’exacerbation 

Réduction des 
doses de 

corticoïdes oraux 

(268, 
269) 

Eosinophilique 

Reslizumab 

Anticorps 
monoclonal 
humanisé 

Il-5 

Asthme insuffisamment 
contrôlé malgré un CSI à 
dose au moins moyenne. 

Eosinophilie sanguine ≥ 
400/mm3 

Réduction du 
taux 

d’exacerbation 
(270) 

Eosinophilique 

Benralizumab 

Anticorps 
monoclonal 
humanisé 

Récepteur de 
l’IL-5 

Asthme sévère avec des 
CSI à haute dose. 

Eosinophilie sanguine ≥ 
300/mm3. 

Réduction du 
taux 

d’exacerbation 

Réduction des 
doses de 

corticoïdes oraux 

(271-
273) 

Inflammation 
de type 2 

Dupilumab 

Anticorps 
monoclonal 
entièrement 

humain 

Récepteur α 
de l’IL-4 

(commun 
avec IL-13) 

Asthme non contrôlé 
malgré des doses 

moyennes à élevées de 
CSI + deux médicaments 

de contrôle. 

Réduction du 
taux 

d’exacerbation 

Réduction des 
doses de 

corticoïdes oraux 

(274, 
275) 

Eosinophilique 

Tezepelumab 
 

Anticorps 
monoclonal 
entièrement 

humain 

TSLP 

Asthme non contrôlé 
malgré des doses 

moyennes ou élevées de 
CSI 

Réduction du 
taux 

d’exacerbation 
(276) 

Tableau 7 Biothérapies ayant fait la preuve de leur efficacité dans l’asthme sévère chez 
l’Homme (études de phase III) 

L’omalizumab, anticorps monoclonal humanisé recombinant anti IgE, bloque 

la fixation des IgE sur leurs récepteurs par la formation de complexes immuns. Les 

études cliniques en vie réelle confirment son efficacité avec une diminution du taux 
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d’exacerbation, une amélioration de la qualité de vie et une capacité de réduction de 

la corticothérapie sous traitement (277, 278). Il a été montré que l’éosinophilie 

sanguine pré-thérapeutique ne détermine pas l’efficacité du traitement chez les 

patients asthmatiques sévères atopiques (279). La recherche de biomarqueur de 

prédiction de réponse à l’omalizumab reste donc active. 

Les biothérapies ciblant la voie de l’IL-5, le mepolizumab, le reslizumab et le 

benralizumab ont toutes fait la preuve de leur efficacité chez le patient asthmatique 

sévère éosinophilique. Une méta-analyse indirecte a mis en évidence une réduction 

moyenne du taux annuel d’exacerbations de 43% avec une bonne tolérance clinique, 

sans réelle amélioration cliniquement significative du contrôle de l’asthme (ACQ-5) ou 

de la fonction respiratoire (VEMS) (280).   

La voie de l’IL-4/IL-13 constitue une alternative pour limiter l’inflammation de 

type 2. Celle-ci est ciblée par le dupilumab, anticorps anti-IL4-Rα. Les études de 

phase 3 démontrent chez les patients traités une réduction de 60 à 80% des 

exacerbations associée à une amélioration importante du VEMS (environ 400 mL), 

sans que le taux d’éosinophiles ne semble affecter la réponse (281). Tout comme les 

anti-IL5, le dupilumab permet de réduire la posologie de corticoïdes oraux d’entretien 

(70.1% vs 41.9% groupe placebo) (275). Des données françaises ont confirmé la 

pertinence de son utilisation en pratique clinique courante (ATU) (282). Il est à noter 

que les biothérapies ciblant directement l’IL-13 (tralokinumab et lebrikizumab) n’ont 

pas réussi à démontrer une efficacité significative malgré l’utilisation de biomarqueurs 

(FeNO, périostine) (283, 284).  

Les alarmines font actuellement l’objet de plusieurs essais cliniques de phase 

2 et de phase 3. Récemment, le tezepelumab, un anticorps anti-TSLP, a démontré 

une réduction significative du taux annualisé d'exacerbation dans l'asthme (276). Cette 

amélioration est observée indépendamment de l’éosinophilie sanguine  

(≥ ou <300/mm3). En parallèle, un anticorps ciblant l'IL-33, REGN3500, est 

actuellement testé dans la dermatite atopique et l'asthme en monothérapie ou en 

association avec le dupilumab (NCT03736967, NCT03112577, NCT03736967). 

Actuellement, aucun anticorps anti-IL-25 n'est actuellement testé en clinique. 

ATU = Autorisation Temporaire d’Utilisation 
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Des cibles potentielles indépendante des cytokines de type 2 sont 

actuellement explorées. C’est le cas du CRTh2 dont l’activation par la prostaglandine 

2 favorise la chimiotaxie et l'activation des lymphocytes Th2 et des éosinophiles. Dans 

une étude de preuve de concept (asthme modéré à sévère), l'AZD1981, un 

antagoniste oral de la CRTh2, n'a pas montré d'augmentation significative du débit 

expiratoire de pointe (critère d'évaluation principal) mais des tendances vers une 

amélioration du score de contrôle de la maladie (285). D'autres données provenant de 

patients asthmatiques atopiques montrent une tendance à l'augmentation du VEMS 

sous traitement (286). Néanmoins, le fevipiprant, un autre antagoniste oral de la 

CRTh2, n’a pas permis d’obtenir une amélioration significative du taux d’exacerbation 

dans l'asthme sévère (287). 

Il n’existe pas actuellement de biothérapie disponible pour le traitement de 

l’asthme sévère non éosinophilique, notamment neutrophilique. Le brodalumab, un 

anticorps ciblant l’IL-17, n’avait pas réussi à faire la preuve d’une efficacité significative 

dans une population d’asthmatique sévère (288). L’absence de biomarqueur explique 

potentiellement l’échec par ciblage non optimal de la population inclue.  

c) La thermoplastie bronchique 

La thermoplastie bronchique est un traitement endoscopique interventionnel 

s’adressant aux patients asthmatiques sévères exacerbateurs fréquents inéligibles 

aux biothérapies ou aux essais thérapeutiques. La technique consiste en l’application 

d’une sonde thermique au contact des bronches pour réduire l’épaisseur de la paroi et 

limiter l’activité contractile des CML. Un total de 3 séances espacées d’au moins 3 

semaines est nécessaire pour un traitement complet.  

Dans l'essai clinique AIR-2, la thermoplastie bronchique améliore de manière 

significative la qualité de vie des patients avec une tendance en faveur d'un meilleur 

contrôle de l'asthme (289, 290). Une bonne tolérance à long terme de la thermoplastie 

bronchique a été confirmée après 5 ans de suivi (291). En ce qui concerne le 

remodelage bronchique, la thermoplastie bronchique diminue légèrement l'épaisseur 

de la paroi des voies aériennes et le piégeage aérien, 2 ans après l'intervention dans 

une petite série de cas prospectifs (n=11) (292). Néanmoins, aucune amélioration 

significative de la lumière des voies aériennes n'a été observée. Enfin, la thermoplastie 

CRTh2 = chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Th2 cells 
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bronchique n’améliore pas la fonction des petites voies aériennes telle qu’évaluée par 

oscillométrie à impulsion 6 mois après la procédure (n=43) (293).  

d) L’immunothérapie allergénique 

L’ITA vise à induire chez un individu donné une tolérance à un allergène 

spécifique. Dans l’asthme, l’indication de l’ITA est restreinte aux asthmes associés à 

une rhino-conjonctivite allergique aux acariens. Sa principale contre-indication est 

l’absence de contrôle de la maladie et/ou l’existence d’une obstruction bronchique 

significative (VEMS < 70 %). Sur le plan immunologique, l’ITA se base sur le concept 

de réorientation de la réponse lymphocytaire B et T vers des profils régulateurs.  

Dans le cadre de l’asthme allergique aux acariens, une méta-analyses 

montre que l’ITA améliore les symptômes respiratoires et réduit l’utilisation des 

traitements de secours (294, 295). À visée préventive, des études montrent que la 

réalisation d’une ITA dans le cadre de la rhinoconjonctivite chez l’enfant et l’adolescent 

réduirait l’incidence future de l’asthme évaluée sur les seuls symptômes (296). Des 

observations complémentaires ont été faites sur la diminution du recours ultérieur à 

des traitements d’asthme chez les patients traités par ITA pour une rhino-conjonctivite 

aux pollens. Dans l’asthme sévère, des études sont nécessaires pour évaluer l’intérêt 

de l’ITA chez les patients traités par omalizumab dans l’optique d’améliorer le contrôle 

ou de sevrer la biothérapie. 

e) Perspectives d’amélioration 

A l’ère de la médecine personnalisée, le concept de traits traitables se 

développe dans l’asthme, sévère ou non (297). Ceux-ci désignent des caractéristiques 

pouvant être identifiés, accessibles à un traitement ciblé et dont la prise en charge 

améliore significativement le contrôle et le retentissement de la maladie.  

Parmi les traits traitables proposés se trouvent : la contraction musculaire lisse 

bronchique et l’hyper-réactivité bronchique, l’œdème de la muqueuse bronchique, 

l’hypersécrétion de mucus, l’atteinte des petites voies aériennes, l’inflammation de 

type 2, la toux réflexe d’hyperréactivité (neurogène) et les facteurs infectieux (297). 

Au-delà des facteurs bronchiques locaux, des caractéristiques extra-pulmonaires ont 

aussi été associées à l’histoire naturelle de la maladie et à son contrôle (298). C’est le 

cas notamment de l’obésité, du degré d’activité physique et des troubles anxieux et 

ITA = ImmunoThérapie Allergénique 
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dépressifs qui sont associés à des présentations plus sévères d’asthme (299). Sur le 

plan pratique, une étude récente randomisée et contrôlée sur un petit effectif (n=55) a 

montré qu’une prise en charge orientée sur les traits traitables améliore 

significativement la qualité de vie des patients ainsi que le contrôle de l’asthme en 

comparaison avec une prise en charge standard (300). Des études supplémentaires 

sont néanmoins nécessaires pour améliorer le niveau de preuve et évaluer la faisabilité 

(pratique, socio-économique) d’une telle stratégie. 

A l’heure actuelle, les traits traitables correspondent principalement à des 

caractéristiques évaluables à l’échelon de l’individu, du tissu ou de la cellule. Des 

études ciblant la recherche non biaisée de nouvelles voies physiopathologiques par 

analyses génomiques, transcriptomiques et protéiques réalisées sur des prélèvements 

systémiques et locaux ont pu être menées sur des cohortes de grandes envergures 

(U-BIOPRED, ADEPT, SARP etc.). Celles-ci ont pu confirmer l’intérêt des voies 

connus (type 2) et découvrir de nouvelles voies prometteuses (voie de l’IL-6 et 

inflammasome) dont l’intérêt devra être confirmé (Annexes, p 137) (301). 

L’exploration des mécanismes moléculaires sous-tendant les voies 

physiopathologiques impliquées dans l’asthme sévère pourrait aboutir au 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques (Figure 9). 

 

Figure 9 Les traits traitables dans l'asthme, à la recherche de nouvelles voies d’intérêt. Issu 
de (302).  
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B. La GTPase Rac 

1. La famille des Rho-GTPase 

La superfamille des protéines Ras comprend 5 familles de protéines : les 

familles Ras, Arf, Ran, Rab et Rho. La première description des GTPase 
monomériques de la famille Rho chez l’Homme date de 1985 avec la découverte de 

RhoA, RhoB et RhoC (303). Avec les avancées des techniques et outils de 

séquençage génomique un ensemble de 20 protéines homologues de cette famille a 

été décrit. Celles-ci se répartissent en 8 sous-familles : RhoA, Rac, Cdc42, RhoUV, 

RhoBTB, RhoDF, RhoH et Rnd (304). Spécifiques des cellules eucaryotes, elles sont 

singulièrement conservées chez les vertébrés. 

a) Structure des RhoGTPases 

Les GTPases de la famille Rho présentent une homologie de séquence élevée 

estimée à 80-90% avec l’existence de domaines fortement conservés (Figure 10A). 

Sur le plan structurel, les GTPase de la famille Rho sont des protéines monomériques 

(20kDa) constituées de 5 feuillets β et de 6 hélices α (Figure 10B) (305). Sa structure 

fonctionnelle comporte un ensemble de 4 domaines fonctionnels : le domaine G, les 

régions switch I/II, la région d’insertion et la boîte CAAX.  

Le domaine G est constitué d’un ensemble de 5 séquences conservées d’acides-

aminés qui forme la poche nucléotidique interagissant avec le GDP/GTP (Figure 10A 

et C). Celle-ci se réalise d’une part par le biais d’un ion Mg2+ fixée par une thréonine 

de la région G2 et d’autre part par les interactions avec les groupements phosphate 

du nucléotide par la région G1 (ou boucle P). 

Les régions switch I et II sont impliqués dans les interactions distinctes entre le GTP 

et le GDP. La reconnaissance du GTP se réalise par le biais d’une thréonine du switch 

I et d’une glycine du switch II interagissant avec le 3ème groupement phosphate du 

GTP. En l’absence de GTP, un relâchement de la structure tridimensionnelle de la 

GTPase survient : c’est le mécanisme de « ressort de charge » (cf. Figure 10D) (306). 

Ces changements conformationnelles modifient l’affinité des RhoGTPases avec ses 

partenaires protéiques.

Arf = ADP ribosylation factor 
Cdc42 = Cell Division Control protein 42 homolog 
Rab = Ras-related in brain 
Rac = Ras-related C3 botulinum toxin substrate 
 
 

Ran = Ras-related nuclear protein 
Ras = Rat sarcoma virus 
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Figure 10 Relation structure-fonction des Rho-GTPases. 

A) Structure primaire avec mise en avant des séquences conservées. B) Structure ternaire de RhoA fixant du GDP (violet) avec le Mg2+ associé 
(rouge). C) Surface moléculaire de RhoA avec mise en évidence de la poche nucléotidique et de la région d’insertion. D) Surface moléculaire 
avec représentation des modifications conformationnelles des zones switch en fonction de la fixation du GDP/GTP (307, 308). 

Abréviations utilisées : GDP = Guanine di-phosphate, GTP = Guanine tri-phosphate, RhoA = Rho homologous A,.
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La région d’insertion est une zone d’interaction des RhoGTPases avec leurs 

activateurs et leurs effecteurs. Elle est présente dans toutes les RhoGTPases mais sa 

composition et sa conformation varient entre ses différents membres ce qui participe 

à la sélectivité des partenaires protéiques. 

La boîte CAAX localisée à l’extrémité C-terminale peut fixer une séquence lipidique 

par geranylgeranylation ou palmitoylation ou farnesylation en fonction des membres. 

L’ajout de ce motif hydrophobe permet l’ancrage des Rho-GTPases au sein des 

bicouches lipidiques membranaires contrôlant sa localisation cellulaire. 

b) Cycle d’activation des RhoGTPases 

Sur le plan fonctionnel, les Rho-GTPases sont des interrupteurs moléculaires 

oscillant entre une forme active et une forme inactive (Figure 11). La forme active se 

localise au niveau membranaire et lie le GTP alors que sa forme inactive liée au GDP 

est cytosolique. 

 

Figure 11 Cycle d'activation/inactivation des RhoGTPases. Adapté de (309). 

Abréviations : GAP = GTPase Activating Protein, GDI = Guanine Dissociating Inhibitor, GEF 
= Guanine Exchange Factor, Rho = Ras homologous. 
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Les RhoGTPases possèdent une faible activité intrinsèque d’hydrolyse du GTP et 

d’échange GDP/GTP. Le cycle GDP/GTP est régulée par trois familles de partenaires 

protéiques : les GEF, les GAP et les GDI (310). Les GEF interagissent avec les formes 

liant le GDP et catalysent l’échange du GDP par du GTP permettant l’activation des 

RhoGTPases (311). Les GAP se lient avec les formes Rho-GTP et stimulent l’activité 

GTPasique entraînant l’inactivation des Rho-GTPase (312). Enfin, les GDI 
interagissent avec la boîte CAAX et stabilisent les RhoGTPases sous leur forme 

cytosolique liée au GDP (313). L’activation des Rho GTPase est aussi modulée par 

des modifications post-traductionnelles directes telles que la phosphorylation, 

l’ubiquitylation et la sumoylation (314).  

c) Fonctions cellulaires des RhoGTPases 

Lorsqu’elles sont activées, les Rho-GTPase modulent le cytosquelette, la 

polarité cellulaire, le trafic vésiculaire, la transcription génique et les activités 

enzymatiques par le biais de leurs effecteurs (315, 316).  

La migration cellulaire nécessite une réorganisation du cytosquelette d’actine 

dépendante de l’activation des RhoGTPases (Figure 12) (317). RhoA contrôle la 

contraction actine/myosine tel que décrit précédemment (Régulation intrinsèque de la 

contraction p13). Sur le front de migration de la cellule, Cdc42 activée provoque par le 

biais des DRF la polymérisation des filaments d’actine en faisceaux parallèles 

nécessaire à la formation des filipodes (318). Parallèlement, les GTPases Cdc42 et 

Rac1 activent les WASPs et les WAVEs aboutissant au recrutement des 

complexes Arp2/3 (319, 320). Ces complexes stimulent la polymérisation des 

filaments d’actine en mailles aboutissant aux lamellipodes (321). L’inactivation de la 

cofiline par les effecteurs de Rac tel que la PAK participe au maintien de filaments 

polymérisés au pôle antérieur de la cellule lors de la migration en limitant leur 

désassemblage. 

 

Arp2/3 = Actin Related Protein 2/3 
DRF = Diaphanous-Related Formin 
GAP = GTPase-activating Proteins 
GDI = Guanine Dissociating Inhibitors 
 
 

GEF = Guanine Exchange Factor 
PAK = Protease-Activated protein Kinase 
WASP = Wiskott Aldrich Syndrom Protein 
WAVE = WASP family Verprolin-homologous 
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Figure 12 Rôles principaux des RhoGTPases dans la régulation du cytosquelette lors de la 
migration cellulaire. 

Abréviations : Cdc42 = Cell division control protein 42 homolog, Dia = Diaphanous-related 
formins, LIMK = LIM domain Kinase, PAK = Protease-activated protein Kinase, Rac1 = Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1, RhoA = Ras Homologous A, WASP = Wiskott-Aldrich 
Syndrom Protein, WAVE = WASP family Verprolin-homologous. 

Outre leurs effets sur le cytosquelette d’actine, les RhoGTPases participent à la 

régulation de la transcription génique (Figure 13). Elles interagissent avec les 

différents membres des MAPK impliqués dans la transduction du signal de la 

membrane plasmique jusqu’au noyau via l’activation de facteurs de transcription (322). 

Elles interviennent ainsi dans des voies de signalisation majeures telles que les voies 

ERK, JNK ou TAK. 

Enfin, les RhoGTPases influencent les activités enzymatiques impliquées 

dans le métabolisme des lipides membranaires telles que la PI3K ou la PLC dont les 

produits de dégradation (PIP2, DAG) sont impliqués dans les cascades de 

signalisation (cf. contraction des CML). Elles régulent aussi la production de radicaux 

libres par les cellules immunitaires par le biais du complexe NADPH oxidase (323). 

 

JNK = c-Jun NH2-terminal Kinase 
PIP2 = PhosphatidylInositol-4,5-bisPhosphate 
NADPH = Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 
TAK = TGF β-activated kinase 
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Figure 13 Régulation de la transcription médiée par les RhoGTPases : exemple des MAPK. 

Abréviations : AP-1 = Activator Protein 1, ATF2 = Activating Transcription Factor 2, Cdc42 = 
Cell division control protein 42 homolog, ERK = Extracellular Regulated Kinase, JNK = c-Jun 
NH2-terminal Kinase, MEK = MAP Kinase/ERK Kinase, Rac = Ras-related C3 botulinum toxin 
substrate, RAF = Rapidly Accelerated Fibrosarcoma, Rho = Ras homologous, SRF = Serum 
Response Factor, TAK = TGF β-activated kinase, TCF = T-cell factor/lymphoid enhancer 
factor. 

Ces fonctions dépendantes des RhoGTPases nécessite une régulation 
spatio-temporelle (324). C’est le cas de la migration cellulaire qui implique une 

coordination temporelle (activation séquentielle) et spatiale (front de migration) du 

recrutement et de l’activation des RhoGTPases (325). De même, lors d’une 

phagocytose induite par des immunoglobulines, on observe une activation de Cdc42 

et de Rac1 au niveau du phagosome lors de la phase d’extension, tandis qu’à la phase 

de clôture, l’activation de Rac1 augmente et celle de Rac2 apparait (326). Enfin, Cdc42 

et RhoA interviennent séquentiellement lors des transports vésiculaires et de 

l’exocytose par des mécanismes dépendants et indépendants du cytosquelette 

d’actine (327). 
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2. La GTPase Rac 

a) Structure et fonction des Rac-GTPases 

La GTPase Rac (Ras-related C3 botulinum toxin substrate) a été découverte 

chez l’Homme en 1989 (328). Trois isoformes sont décrites chez l’Homme dont les 

gènes rac1, rac2 et rac3 sont localisés respectivement au niveau des chromosomes 7 

(7p22), 22 (22q13.1) et 17 (17q25.3). 

Sur le plan structurel, les Rac-GTPases sont des protéines comprenant de 

191 à 192 acides aminés répartis en 6 feuillets béta et 8 hélices alpha pour un poids 

moléculaire d’environ 21kDa (Figure 14). Les homologies de séquence sont élevées 

(>80%) avec une conservation des séquences constituant le domaine G, spécifique 

des GTPases (cf. partie B.1.a). Si la boîte CAAX diffère entre les différents membres, 

toutes sont la cible d’une modification post-traductionnelle de type 

géranylgéranylation. 

 

Figure 14 Structure et séquences des Rac-GTPases 

A) Structure tridimensionnelle de Rac1 (329), en rouge les hélices α et en bleu les feuillets β 
(329). B) Séquences d’acides aminés des Rac-GTPases (issues de (330)), en jaune les 
domaines G, en vert la séquence hypervariable et en bleu la boîte CAAX. Les flèches en rouge 
représentent les hélices α et celles en bleu les feuillets β. 

L’isoforme Rac1 est exprimée de manière ubiquitaire (Figure 15). L’isoforme 

Rac2, initialement décrite comme exprimée dans les lymphocytes T activés, est 

spécifiquement retrouvée au sein des cellules hématopoïétiques (331). Rac3 est, 

quant à elle, majoritairement exprimée au sein des tissus cérébraux (332). Enfin, 

RhoG, affiliée aux Rac-GTPases, possède un profil d’expression relativement 

ubiquitaire à l’instar de Rac1.  
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Figure 15 Profil d'expression tissulaire des Rac-GTPases. 

Données extraites du projet « The Human Protein Atlas » (proteinatlas.org) (333-335) 
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Les modèles de mutagénèse dirigée chez l’animal ont précisé les rôles respectifs 

des différentes Rac-GTPases. Tandis que les KO constitutionnels de Rac1 sont 

léthaux à des phases précoces du développement, ceux de Rac2 entraînent des 

altérations du développement des réponses immunes notamment neutrophiliques 

(336, 337). L’extinction globale de l’expression de Rac3 a pour conséquence 

l’apparition de trouble du comportement (hyper-réactivité) chez la souris à l’âge adulte 

(338). La délétion constitutionnelle de RhoG chez la souris n’entraîne pas de décès 

prématuré, ni de trouble majeur du développement bien qu’une altération légère du 

système immunitaire soit observée (augmentation des réponses lymphocytaires T et 

B) (339). 

Tout comme les autres membres de la famille des Rho-GTPases, les Rac-

GTPases interagissent avec les mêmes familles de partenaires protéiques : les 

GEF, les GAP et les GDI. 

b) Les GEF de Rac 

Près de 80 GEF interagissant avec les RhoGTPases ont été identifiés. Ceux-ci 

sont classés en 2 grandes familles en fonction de leur domaine actif : les « diffuse B 

cell lymphoma (Dbl) Homology (DH)/Pleckstrin Homology (PH) » d’une part et les 

Dedicator of Cytokinesis (DOCK) d’autre part.  

• Les GEF de la famille Dbl 

Vingt-trois membres de la famille des GEF de type Dbl ont été décrits comme 

interagissant avec les Rac-GTPases (340). Les domaines DH et PH conditionnent la 

localisation cellulaire et les fonctions de cette famille de GEF. Le domaine DH est 

impliqué dans la reconnaissance de la GTPase ainsi que dans l’échange 

nucléotidique. Trois régions conservées (CR1 à CR3) interagissent avec la GTPase 

tandis que la structure tridimensionnelle globale conditionne la sélectivité de celle-ci. 

Localisé à la partie C-terminale du GEF, le domaine PH interagit avec les 

phospholipides permettant la localisation membranaire du GEF. De plus, il participe à 

l’autoinhibition du GEF par encombrement stérique (310). 

Dbl = diffuse B cell lymphoma 
DH = Dbl Homology 
DOCK = Dedicator of CytoKinesis 
PH = Pleckstrin Homology 
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• Les GEF de type DOCK 

Les GEFS de la famille DOCK interagissent spécifiquement avec Rac et Cdc42 

et comptent un total de 11 membres. Les DOCK 1 à 5 présentent une spécificité plus 

importante pour Rac grâce à leur interaction privilégiée avec les protéines d’adaptation 

ELMO (341). Sur le plan structurel, elles présentent 2 domaines fonctionnels : le DHR1 

et le DHR2. Le DHR1 permet l’interaction privilégiée du GEF de type DOCK avec les 

phospholipides, conditionnant sa localisation membranaire. Le DHR2, quant à lui, 

catalyse l’échange nucléotidique.  

DOCK2 est la protéine la mieux caractérisée de cette famille et participe à la régulation 

des réponses immunes (342). Elle intervient dans les mécanismes de chimiotactisme 

des lymphocytes vers les ganglions lymphatiques, dans la transduction du signal lors 

de la synapse immunologique (engagement du TCR) ainsi que dans la formation du 

complexe NADPH oxidase au sein des polynucléaires neutrophiles (343-345). 

• Les autres GEF 

Certains GEF n’appartenant ni à la famille Dbl ni DOCK ont été décrits comme 

pouvant interagir avec les RacGTPases. C’est le cas de SWAP-70 qui présente un 

domaine PH ainsi qu’un domaine CC qui lui permettent de lier le second messager 

PIP3 et d’activer Rac (346). Celui-ci est par ailleurs impliqué dans les mécanismes de 

phagocytose Rac-dépendante des cellules dendritiques (347). 

c) Les GAP de Rac 

Les GAPs catalysent l’hydrolyse du GTP en GDP inactivant les RacGTPases. 

Parmi les 66 RhoGAP découverts chez l’Homme, 35 ont été décrites comme 

interagissant avec Rac in vitro dont 15 confirmées in vivo (348). Sur le plan fonctionnel, 

le domaine GAP permet l’insertion d’une arginine au niveau du site catalytique de la 

GTPase favorisant l’entrée de la molécule d’eau nécessaire à l’hydrolyse (349). 

D’autres domaines fonctionnels, tels que les domaines PH, SH2-3 et DH régulent les 

interactions avec les partenaires protéiques ainsi que la localisation cytosolique des 

GAP (350). 

ELMO = Engulfment and cell Motility 
DHR = DOCK Homology Region 
SH = SRC-homology domain 
TCR = T Cell Receptor 
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d) Les GDI de Rac 

Un total de 3 GDI ont été décrit pour la famille des Rho-GTPase : GDI1 (ou 

RHOGDIα) d’expression ubiquitaire, GDI2 (ou GDIβ) d’expression hématopoïétique et 

GDI3 (ou GDIγ) exprimé au niveau cérébral, pulmonaire et pancrétique (351-353). 

Seuls les GDI1 et 2 ont été décrit comme interagissant avec les isoformes de Rac.  

Les GDI réduisent l’activation de Rac selon différentes modalités (354). En se liant 

à Rac, ils masquent le résidu isoprenyl C-terminal nécessaire à son adressage 

membranaire. Ils inhibent par ailleurs les interactions de Rac avec ses GEF ce qui 

limite son activation. La libération des Rac-GTPase de leur GDI survient après 

interaction avec les phospholipides membranaires, après phosphorylation diminuant 

leur affinité pour Rac et par l’action des GDI dissociating factor (355). 

e) Les effecteurs de Rac 

Une quarantaine d’effecteurs de Rac sont connus dont les principaux sont 

décrits dans le Tableau 8 (356). 

Les effecteurs de Rac régulent le cytosquelette d’actine, la production de radicaux 

libres (NADPH oxydase) et la transcription génique par le biais des voies dépendantes 

des MAPK (Figure 16). 

 

Figure 16 Principaux effecteurs de Rac et fonctions cellulaires impliquées. 
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Effecteurs Isoforme 
affectée Fonction Effets Références 

DAG 
Kinase Rac1 Kinase lipidique Niveaux d’acide phosphatidique (357) 

IQGAP1/2 Rac1 Structuration Régulation du cytosquelette d’actine 
Contacts intercellulaires (358, 359) 

MEKK1/4 Rac1 Sérine / thréonine kinase Activation de la voie JNK (360) 

MLK 2/3 Rac1 Sérine / thréonine kinase Activation de la voie JNK (361, 362) 

P67phox Rac1 Structuration Génération d’espèces réactives de l’oxygène 
(NADPH Oxidase) (363) 

P70 S6 
kinase Rac1 Sérine / thréonine kinase Régulation traductionnelle (364) 

PAK1/2/3 Rac1 Sérine / thréonine kinase Activation de la voie JNK 
Stabilisation des filaments d’actine (365) 

PI3 kinase Rac1 Kinase lipidique Niveaux de PIP3 (366) 

PLCβ2 Rac1 Lipase Niveaux d’IP3 et de DAG (367) 

POR1 Rac1 Structuration Organisation de l’actine (360) 

WAVE Rac1 Structuration Organisation de l’actine (368) 

LFA-1 Rac2 Récepteur de surface 
cellulaire Adhésion des lymphocytes B (369) 

GIT1 Rac3 ARF GAP et structuration Régulation de l’adhésion cellulaire et 
différenciation (370) 

Tableau 8 Fonctions et effets des principaux effecteurs de Rac. Adapté de (371). 

Abréviations : DAG = DiAcylGlycerol, GIT1 = G protein-coupled receptor kinase-Interactor 1, 
IQGAP1/2 = IQ motif-containing GTPase-activating protein, LFA-1 = Lymphocyte Function-
associated Antigen, MEKK = MAP/Erk Kinase Kinase, MLK = Mixed Lineage Kinase,  
PAK = Protease-Activated protein Kinase, PI3 = PhosphatidylInositol-3, PLC = PhosphoLipase 
C, POR = Partner of Rac, WAVE = WASP family Verprolin-homologous. 

 

La famille des protéines PAK, principaux effecteurs de Rac, comporte un 

ensemble de 6 isoformes. Celles-ci interagissent avec Rac par le biais d’un motif PBD 

(365, 372). Leur activité sérine-thréonine kinase est auto-inhibée par un domaine lié 

au domaine PBD (373). L’interaction entre la GTPase Rac et PAK entraîne un 

changement conformationnel avec rupture de l’interaction entre le domaine inhibiteur 

et le domaine catalytique (Figure 17). La protéine PAK activée phosphoryle la MCLK 

et la LIM kinase modulant le cytosquelette d’actine (374, 375). Parallèlement, la voie 

Rac-Pak activent les voies JNK et ERK stimulant la prolifération cellulaire (376, 377). 

PBD = PAK Binding Domain 
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Figure 17 Mécanisme d'activation de PAK par Rac-GTP. Adapté de (365). 

P = motif PXXP, PBD = p21-Binding Domain, RA = Région acide. 

Rac est par ailleurs un des composants essentiels de la NADPH oxidase impliquée 

dans la respiration cellulaire. Elle est aussi liée aux fonctions immunes des 

macrophages et des polynucléaires neutrophiles (Figure 18) (378, 379). Les cytokines 

inflammatoires telles que le TNFα ou l’IL-1β entraîne l’activation de Rac et 

l’assemblage de la NADPH oxydase (380). Lorsqu’activée, Rac recrute la sous-unité 

p67phox permettant son association avec la sous-unité p47phox et le cytochrome (323). 

Rac2 est la principale isoforme impliquée dans la fonction de la NADPH oxidase de 

type 2 exprimée par les polynucléaires neutrophiles (381, 382). Des mutations limitant 

l’activation de Rac2 (dominant négatif) ont été décrites chez l’Homme et associées à 

des déficits immunitaires fonctionnels neutrophiliques (383-385). 
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Figure 18 Rac GTPase et formation du complexe NADPH oxidase (NOX2 neutrophilique) 

Abréviations : gp = glycoprotein, IP3 = Inositol-tri-phosphate, NADPH = Nicotinamide adénine 
dinucléotide phosphate, Rac = Ras-related C3 botulinum toxin substrate. 

3. Implication de la GTPase Rac dans l’asthme 

L’implication de l’expression et de l’activité de la GTPase Rac au cours de la 

physiopathologie de l’asthme a fait l’objet d’études précliniques. Celles-ci se sont 

attachées à évaluer son rôle dans les mécanismes liés à l’hyper-réactivité bronchique 

et au remodelage (Figure 19). 

Concernant les mécanismes d’hyper-réactivité bronchique, mon équipe 

d‘accueil a démontré que Rac1 est suractivée au sein des CML bronchiques de 

patients asthmatiques (386). Une augmentation de l’expression de Rac et de 2 de ses 

GEF, TIAM et TRIO, par les CML est observée chez la souris dans le cadre d’un 

modèle d’asthme à l’ovalbumine (387). Sur le plan fonctionnel, Rac1 s’active dans les 

CML bronchiques humaines en réponse à une stimulation par la méthacholine (386). 

TIAM = T-cell lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 1 
TRIO = Triple Functional Domain Protein 
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Son association avec le domaine homologue de la pleckstrine de la PLC β2 

potentialise la production d’IP3 nécessaire à la contraction des CML. L’inhibition 

pharmacologique de Rac réduit les capacités contractiles des CML bronchiques. Cette 

implication de Rac a été confirmée par une autre équipe avec des anneaux trachéaux 

de rat stimulés au carbachol et à l’endothéline (388). In vivo, l’inhibition 

pharmacologique de l’activation de Rac améliore l’hyper-réactivité bronchique induite 

chez la souris (386). 

 

Figure 19 Rac1, contraction musculaire lisse bronchique et prolifération cellulaire. 
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Rac participe aussi au remodelage bronchique. Il a été mis en évidence une 

suractivation de Rac au sein des zones d’hyperplasies musculaires lisses bronchiques 

chez les patients asthmatiques en comparaison avec des sujets sains (389). Sur le 

plan mécanistique, la stimulation de CML bronchiques humaines en culture primaire 

avec du FGF ou du PDGF active la voie Rac1-STAT3 qui augmente leur prolifération 

(389). La production d’espèces réactives de l’oxygène à laquelle participe la NADPH 

oxydase et dépendante de Rac1 stimule la mitogenèse des CML par le biais de la 

cycline D1 (390). 

Concernant l’impact de l’activation de Rac sur les mécanismes 
inflammatoires dans le cadre spécifique de l’asthme, peu de données sont 

actuellement disponibles.  

Une étude publiée en 2013 a démontré que Rac est nécessaire dans les mécanismes 

de clairance cellulaire des corps apoptotiques et l’initiation d’une réponse immune 

tolérogène par les cellules épithéliales bronchiques en réponse à des acariens 

(391). Néanmoins, l’activation de Rac pourrait avoir des effets différents sur l’initiation 

de la réponse immune en fonction de la population ciblée. En effet, mon équipe 

d’accueil a démontré que la nébulisation d’un inhibiteur de Rac (NSC23766) chez la 

souris réduit l’intensité de l’inflammation bronchique éosinophilique et 

neutrophilique (386). Parallèlement, une équipe a démontré que la délétion d’abr, une 

GAP de Rac, majorait l’inflammation produite dans un modèle murin d’asthme aux 

extraits de cafards plaidant pour impact négatif d’une suractivation de Rac (392). Une 

hypothèse serait que Rac puisse jouer un rôle direct dans l’activité des cellules 

immunitaires au cours de l’inflammation bronchique. 

Des études ont décrit les rôles des Rac-GTPases dans les cellules immunitaires dans 

des conditions physiologiques (Tableau 9) (393). Il a ainsi été montré que Rac était 

impliquée dans le maintien des cellules souches hématopoïétiques au sein de la 

moelle ainsi que dans la production des lymphocytes T et B matures (394-396). Sur le 

plan fonctionnel, les RacGTPases régulent par le biais du cytosquelette d’actine la 

migration des lymphocytes, des neutrophiles et des mastocytes en réponse aux 

gradients chimiokiniques (397-399). Elles sont aussi nécessaires à la phagocytose 

ainsi qu’à la production de ROS par les polynucléaires neutrophiles et éosinophiles via 

l’assemblage de la NADPH oxydase (381, 383, 400, 401). 
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Populations 
cellulaires Production médullaire et survie Fonctions effectrices Références 

CSH et 
progéniteurs 

Un dominant négatif de Rac2 augmente l’apoptose des CSH. 
La délétion combinée de Rac1 et Rac2 

réduit la production des progéniteurs lymphoïdes communs. 

Rac1 est impliquée dans le chimiotactisme médullaire  
et la greffe des CSH. 

L’absence d’expression de Rac1 et Rac2  
réduit la rétention des CSH dans la moelle. 

(394, 395, 
402-404) 

Lymphocytes T 
La délétion de Rac1 (CSH) réduit légèrement la production de lymphocytes T. 

La délétion combinée de Rac1 (CSH) et Rac2  
bloque le développement des LT à un stade pré-TCR. 

La délétion combinée de Rac1 et Rac2 réduisent les capacités 
prolifératives, l’adhésives et migratrices des lymphocytes T. 
Rac1 est activée lors de la polarisation lymphocytaire Th17. 

Rac1 et Rac2 favorisent le regroupement des TCR lors de la synapse 
immunologique et la transduction du signal (MAPK et PI3K). 

(244, 344, 
395, 405-

408) 

Lymphocytes B La délétion combinée de Rac1 et Rac2  
entraîne un blocage aux stades spléniques (T1, T2) du développement. 

Rac1 et Rac2 sont activée après l’engagement du BCR (voie de la PI3K) 
entraînant la différenciation plasmocytaire. 

La délétion de Rac2  
limite les capacités chimiotactiques des lymphocytes B. 

(369, 396, 
409-411) 

Polynucléaires 
neutrophiles 

La délétion de Rac1 dans les CSH ou de Rac2  
augmentent la quantité de neutrophiles circulants. 

La délétion de Rac1 (CSH) ou Rac2 diminue les capacités de migration et 
de chimiotactisme. 

La délétion de Rac2 réduit la production de ROS. 

(336, 383, 
397, 412-

414) 

Macrophages 
Absence d’impact sur la production 

Inconnu sur la survie 

La délétion de Rac2 réduit l’activité de la NADPH oxidase 
La délétion de Rac2 ou un dominant négatif de Rac1  

inhibe la phagocytose médiée par anticorps. 
Rac2 est activée au cours de la polarisation M2 (cancer, fibrose 

pulmonaire). 

(400, 415-
417) 

Polynucléaires 
éosinophiles Inconnu 

Rac1 et Rac2 sont impliqués  
dans la production de ROS par la NADPH oxydase. 

La délétion de Rac2 réduit les capacités de dégranulation. 

(401, 415, 
418) 

Mastocytes Rac2 promeut la survie mastocytaire en réponse aux cytokines. 

Rac2 régule la transcription des gènes des protéases mastocytaires. 
La délétion ou l’inhibition combinée de Rac1 et Rac2  

réduit le chimiotactisme induit par l’histamine. 
La délétion combinée de Rac1 et Rac2  
réduit les capacités de dégranulation. 

(398, 419-
421) 

Cellules 
dendritiques Inconnu 

La délétion combinée de Rac1 et Rac2  
réduit l’efficacité de la synapse immunologique. 

La voie DOCK2-Rac1 est essentielle  
à la production d’IFN de type 1 par les cellules plasmacytoïdes. 

(399, 422) 

Tableau 9 Implication des Rac-GTPase dans la production et les fonctions des cellules de l’immunité (Adapté de (393))
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C. Problématique et objectifs de thèse 

Les isoformes Rac1 et Rac2 soit décrites comme influant sur la production et 

les fonctions effectrices des cellules immunitaires. Néanmoins, peu de données sont 

disponibles dans le cadre de maladie inflammatoire telle que l’asthme. La réduction 

des infiltrats inflammatoires en présence d’un inhibiteur de Rac chez la souris nous 

amène à penser que Rac interviendrait directement dans l’inflammation bronchique 

observée dans l’asthme (Figure 20). 

 

Figure 20 Implication physiopathologique de la GTPase Rac dans l'asthme. 

Nous avons émis l’hypothèse que Rac serait exprimée et activée au sein de 

certaines populations inflammatoires et modulerait leurs activités effectrices au cours 

de l’asthme. 

L’objectif principal de ma thèse a été tout d’abord de confirmer l’activation de 

Rac au sein des cellules inflammatoires puis d’identifier les populations concernées. 

Ensuite, mon objectif a été d’identifier les processus biologiques dépendants de Rac 

et d’en identifier les mécanismes. 
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II. Article original 

Le manuscrit de l’article original présenté dans les pages suivantes est en 

préparation et s’appuie notamment sur l’étude NARACAS (NCT03325088). Cette 

étude est actuellement en cours d’inclusion et les données présentées ci-après sont 

issues de l’analyse intermédiaire (dernière mise à jour le 28/09/2022). Les données 

seront actualisées lors de la clôture de l’étude.  
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A. Abstract 

Introduction: Asthma is a bronchial disease characterized by bronchial 

hyperresponsiveness, tissue remodeling and chronic inflammation. Our work 

previously demonstrated that inhibiting Rac1, a small GTPase of Rho family, in a 

murine severe asthma model lowered the infiltration of immune cells within the lungs. 

However, precise mechanisms involving Rac activation in immune processes during 

asthma remains unknown. Our objective was to identify inflammatory cells displaying 

a Rac activation in bronchial asthma and highlight affected pathways. 

Materials and methods: Active Rac-GTP was quantified by immune fluorescence in 

bronchial biopsies from severe asthmatic patients. Conversely, Rac-GTP signal was 

measured in identified inflammatory cells by flow cytometry in a murine severe allergic 

asthma model. We evaluated the effects of inhaled Rac inhibitor on the bronchial and 

lung cytokine environment, reflect of inflammatory cells activity. Rac activation was 

assessed by flow cytometry and western blot during in vitro differentiation of 

eosinophils from bone marrow cells. Finally, we evaluated the effects of Rac inhibition 

on eosinophils degranulation induced by platelet activating factor. 

Results: Intense Rac-GTP signal was observed in epithelial cells, smooth muscle cells 

and infiltrating cells in bronchial biopsies from severe asthmatic patients. Macrophages 

and eosinophils displayed increased Rac-GTP signal in asthmatic mice compared with 

control. Inhaled inhibition of Rac did not significantly modify inflammatory cytokine 

environment in a murine severe asthma model. However, bone marrow derived 

eosinophils presented an activation of Rac while differentiating associated with 

significantly impaired degranulation abilities when treated with Rac inhibitor. 

Conclusion: Rac activation plays an important role in the inflammatory mechanisms 

present in asthma, particularly those dependent on eosinophils. The discovery of Rac 

activators involved in the oxidative power of eosinophils and their degranulation could 

lead to the development of new specific innovative treatments in eosinophilic severe 

asthma. 

Keywords: Severe asthma, Rac, Eosinophils, Differentiation, Degranulation 

Abstract word count: 289 words 
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Abbreviations: 

AHR = Airway Hyperresponsiveness 

CD = Cluster of Differentiation 

DMSO = Dimethyl Sulfoxide 

FcR = Fragment Crystallizable Receptor 

FMO = Fluorescence Minus One 

G-CSF = Granulocyte Colony- Stimulating Factor 

GM-CSF = Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor  

HDM = House Dust Mite  

IFN = Interferon  

KC = Keratinocyte-derived Chemokine  

IL = Interleukine 

MCP = Monocyte Chemoattractant Protein  

MIP = Macrophage Inflammatory Protein  

MFI = Median of Fluorescence Intensity 

PAF = Platelet Activating Factor 

PBS = Phosphate Buffered Saline  

RANTES = Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted  

RT = Room Temperature 

TSLP = Thymic Stromal LymphoPoietin 
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B. Introduction 

Asthma is a chronic airway inflammatory disease affecting 260 million adults 

worldwide and responsible of 460 000 deaths per year (1). Conventional therapies, 

based on corticosteroids and bronchodilators, reduced the burden of disease in most 

patients. Though, around 4% of asthmatic patients, worsen, remain uncontrolled or 

need high dose treatment to keep their asthma controlled, defining severe asthma (2, 

3). Those patients suffer greater morbidity with higher exacerbation rate and more 

frequent hospitalization due to asthma (4). Moreover, a significant part of asthma total 

cost, around 60%, is due to severe asthma care (5). It is then an important unanswered 

public health issue. 

Important pathophysiological breakthrough has been made considering 

inflammatory processes involved in asthma. Better comprehension of key pathological 

pathways controlled by immunoglobulin E, interleukine (IL) 4, IL-13, IL-5 and thymic 

stromal lymphopoietin (TSLP) gave rise to specific biotherapies (6). Biotherapies 

targeting those pathways significantly reduce the severe exacerbation rate and 

improve disease control in selected severe asthmatic patients (7-9). Tough, available 

data demonstrate that they are only suspensive (10). Moreover, except from recently 

developed tezepelumab (anti-TSLP), available biotherapies are restricted to the type 

2 eosinophilic asthma leaving non type 2 asthma orphan of innovative therapies. 

Finally, airway hyperresponsiveness (AHR) and bronchial remodeling are not directly 

targeted by available treatments. New innovative strategies need to be developed to 

fill these gaps. 

Recently, we identified Rac protein, a small GTPase member of Rho family, as 

an important actor of asthma pathophysiology. Indeed, we demonstrated that Rac 

activation was mandatory in airway smooth cells (aSMC) contraction through the 

regulation of intracellular Ca2+ (11). In parallel, Rac is also activated while human 

aSMC proliferate in response to EGF and VEGF (12). Inhaled Rac inhibitor significantly 

reduced AHR and bronchial remodeling in an allergic murine asthma model to house 

dust mite (HDM) confirming its role in such mechanisms (11, 12). Interestingly, 

nebulization of a Rac inhibitor also resulted in reduced bronchial inflammatory cells in 
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murine models. Nevertheless, Rac-dependent inflammatory mechanisms during 

asthma need to be identified and deciphered. 

Here, we hypothesized that Rac is active within inflammatory cells and plays an 

important role in immune cell functions and in the constitution of the pro-inflammatory 

cytokine environment. We evaluated Rac activation in bronchial biopsies from severe 

asthmatic patients and in a murine model of severe allergic asthma. Next, we assessed 

the activation of Rac and its impact on the maturation and degranulation abilities of 

eosinophils.   
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C. Methods 

Human bronchial biopsies. Bronchial biopsies were obtained by bronchial 

endoscopy in severe asthmatics under NARACAS protocol (NCT03325088). All 

enrolled patients gave written approval. Clinical protocols were previously approved by 

relevant ethic committees. 

Histology and immunohistochemistry. To assess bronchial remodeling and qualify 

immune infiltrates, paraffin-embedded bronchial biopsies were deparaffinized and 

stained by hematoxylin and eosin. To assess smooth muscle hypertrophy/hyperplasia, 

sections were stained by immunochemistry with SM22α antibody (Abcam) (1/500 O/N 

at RT). Sections were acquired under white light microscopy and analyzed with ImageJ 

software (v1.53n). Histological grade (/12 points) was determined by blinded operator 

as previously described (13). 

Rac activity assessment by immune fluorescence. Human bronchial biopsies 

paraffin-embedded sections were deparaffinized and permeabilized (phosphate 

buffered saline (PBS)+0.1% Triton- X100) before incubation with anti-Rac–GTP 

antibody (NewEast Biosciences, King of Prussia, Pennsylvania, ref 26903) (1/500) 

overnight at room temperature (RT). After three washes in PBS, sections were 

incubated for 1 hour at RT with the secondary Alexa647-labelled anti-mouse IgM 

antibody (1/500). Anti-SM22α antibody (Abcam) (1/500 O/N at RT) with Alexa488- 

labelled anti-mouse antibody (1/1000 1 hour at RT) were used to localize smooth 

muscle. DAPI staining was performed and slides were mounted with Prolong®. Blind 

operator analyzed images using QuPath (v. 0.3.2). Briefly, smooth muscle, epithelial 

and immune infiltrates area were manually determined thanks to SM22α signal and 

reticular basement membrane along with HE stained sections. Within each area, cells 

were detected thanks to DAPI staining (threshold 100, minimum area 10µm², 

expansion 5µm). Sum Rac-GTP fluorescence was then determined at a cell level. 

Mice. All experimental procedures and animal care were performed in accordance with 

the Regional Ethical Committee for Animal Experiments of the Pays de la Loire.  

Allergic asthma model. To induce asthma model, eight weeks old male C57Bl/6J 

(JANVIER labs) were sensitized on days D0, D7, D14 and D21 by skin application of 

500µg of house dust mite extracts (house dust mite extract Dermatophagoides farinae 
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[Der f], from Stallergenes Greer, Antony, France) in 20µL of DiMethyl SulfOxide 

(DMSO, SIGMA-ALDRICH) or DMSO alone (control mice) on ears (Supp Figure 1). 

Bronchial inflammation was induced by intranasal challenges on days 26 to 28 and 32 

to 34 with 250µg of HDM extracts in 40µL of sterile Phosphate Buffered Saline (PBS) 

or PBS alone (control mice). When indicated, Rac inhibition was carried out with the 

Rac inhibitor A.41 (25mg/kg) diluted in 10% DMSO in PBS nebulized 4 hours before 

each challenge or with PBS (untreated control). 

Airways reactivity ex vivo. Murine primary bronchi were cleaned, cut in rings, and 

mounted on a multichannel isometric myograph in Krebs-Henseleit physiological 

solution (118.4 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM 

KH2PO4, 25 mM NaHCO3, and 11 mM glucose) at 37°C and gassed with a mixture of 

95%O2/5%CO2. A pretension of 0.5 mN was applied. We constructed dose-response 

curves to methacholine (Sigma-Aldrich, Paris, France). The wire myograph was 

connected to a digital data recorder (MacLab/4e, AD Instruments, Paris, France) and 

recordings were analyzed using LabChart v7 software (AD Instruments). 

Isolation of lung cells for flow cytometry and culture. Mice were exsanguinated 

and their right ventricle flushed with 5mL of PBS to ensure proper elimination of 

intravascular immune cells. Lungs were removed and dissociated using a mouse Lung 

Dissociation Kit (Miltenyi Biotec, ref 130-095-9247) with a gentleMACS Octo 

Dissociator (Miltenyi Biotec, ref 130-095-937) for 45 minutes at 37°C. Lungs cells were 

then passed through a 40µm cell strainer and red blood cell lysis was performed using 

Red Blood Cell Lysis Buffer (eBiosciences, ref 00-4333-57). Viable lung cells were 

counted on a Cellometer (Nexcelom™) with Trypan Blue. 

Flow Cytometry staining and data analysis. Staining was performed on a 96-well 

conical bottom plate. Cells were stained with Fixable Viability Dye UV450 (BD 

Biosciences) for dead cells exclusion. After FcRs blocking by mouse CD16/32 mAbs 

(BD Biosciences), surface staining was performed with the following antibodies: CD4 

BUV 395, CD45 BUV 805, CD11b BV 480, CD11c BUV 737, Ly6G PE, Siglec-F BV 

750, CD8a APC-H7, IA-IE BUV 563, CD19 BV 711, CD3 PE-Cy7 and CD34 BV 786 

from BD Biosciences. Cells were then fixed and permeabilized with Fix/Perm Buffer 

and intracellular staining was completed with CD206 BV 421 (BioLegend) and home-

made Rac-GTP Alexa Fluor 647 (NewEast Biosciences, ref 26903, Alexa Fluor™ 647 
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Labeling kit, ThermoFisher ref A20186). Cells were acquired on a Symphony flow 

cytometer (BD Biosciences). Standardization of photo-multiplicater voltage over time 

was caried out thanks to 8 peaks calibration beads (BD Biosciences). 

Flow cytometry data were analyzed with FlowJo software (v10.8.1) using the following 

plugins: DownSample (v3.3.1), UMAP (v3.1) (14). Data were cleaned (signal stability 

over time) and doublets and dead cells excluded before further analysis. 

Compensations were calculated from single stained cells when available or 

compensation beads. Unmarked cells and Fluorescence Minus One (FMO) controls 

were used to determine the positivity threshold of markers. CountBright™ Plus 

Absolute Counting Beads (ThermoFisher Scientific, ref C36995) allowed absolute cells 

counting according to the manufacturer’s instructions. Detailed gating strategy are 

detailed on Supp Figure 2 and Supp Figure 3. Median fluorescence intensity (MFI) of 

Rac-GTP was used to describe levels of Rac activity. Dimension reduction was 

performed using UMAP algorithm with the following parameters: (Nearest Neighbors = 

15, Minimum Distance = 0.5, Number of Components =2). 

Murine cytokines quantification from bronchoalveolar lavage fluid and lungs. 
Bronchoalveolar lavage fluid was performed by instilling 1mL of cold PBS after tracheal 

canulation and supernatants were recovered by centrifugation. Right upper lobe was 

removed, weighed and snap-frozen on liquid nitrogen. Cytokines concentrations were 

determined by using the Bio-Plex Pro Mouse Cytokine 23-plex Assay (BioRad™, ref 

#M60009RDPD) according to the manufacturer’s instruction. Concentrations obtained 

on the lung lobes were normalized to their respective weights. 

Bone-marrow derived eosinophil culture. Culture protocol from Dyer et al. was 

adapted as follow (Supp Figure 4 A) (15). At day 1, bone-marrow from 8 to 12 weeks 

old male C57Bl/6J (JANVIER labs) was recovered by flushing the femur and tibia with 

bone marrow (BM) culture medium (RPMI, 20% FCS, 100UI/mL 

penicillin/streptomycin, 2mmol/L glutamin, HEPES buffer 25mmol/L, non-essential 

amino acids 1X, sodium pyruvate 1mM, beta-mercaptoethanol 50µmol/L). Cells were 

then cultured in suspension at 37°C 5% CO2 in BM culture medium at a concentration 

of 1x106 live cells/mL and stimulated with mouse recombinant Stem-Cell Factor (SCF, 

100ng/mL, StemCell™Technologies ref # 78064) and mouse recombinant Fms-like 

tyrosine kinase 3/fetal liver kinase-2 (Flt3/Flk-2 ligand, 100ng/mL 
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StemCell™Technologies ref # 78011). At day 4, SCF and Flt3/Flk-2 ligand were 

replaced by IL-5 (10ng/mL, StemCell™Technologies ref 78049). From the 8th day, half 

of the medium was daily replaced. Purity of eosinophil culture was assessed at the 

14th day by Wright-Giemsa staining. 

Degranulation assay. To induce degranulation, 100µL of cell suspension at 2.5x106 

cells/mL were seeded on a 96-well flat-bottom plate with or without Rac inhibitor (A.41) 

diluted in phenol-red free RPMI for 30 minutes at 37°C and 5% CO2. Degranulation 

was then induced by adding Platelet Activating Factor (PAF) at a final concentration of 

2.5µM for an incubation of 30 minutes. The degradation reaction of o-phenylene-

diamine in the presence of recovered supernatants was monitored by measuring the 

absorbance at 415nm every 45 seconds for 1 hour and a half on a Varioskan™ LUX 

(ThermoScientific™). Area under the curve (AUC) derived from unstimulated and PAF-

stimulated cells were then calculated (Supp Figure 5). 

Rac activity assessment by immunoblotting. Cultured cells were incubated on ice 

with lysis buffer supplemented with proteases and phosphatases inhibitor cocktails 

(Sigma Aldrich). A fraction of the lysate was set aside to determine the total amount of 

Rac (Total Cell Lysate). Activated Rac (Rac-GTP) was pulled-down by incubating 

protein suspensions for 1 hour with glutathion sepharose beads loaded with 

Glutathion-S-transferase (GST) - Pak-Binding-Domain constructs produced in E. coli 

(16). Lysates were boiled, subjected to SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose 

membranes. Membranes were consecutively incubated with primary Rac1 antibody 

(BD Biosciences™, ref 610651) and secondary antibody HRP anti-mouse IgG (Cell 

Signaling™ ref 7076S). Chemiluminescence reaction (Clarity ECL BioRad) was 

measured and protein band intensities were quantified using ImageJ software (NIH 

software, Bethesda, Md). 

Statistics. Mann-Whitney tests were performed for two-group comparisons of 

numerical data. Multiple-group comparison of numerical data was done with a Kruskal-

Wallis test. Correction for multiple comparisons was made with a false discovery rate 

(FDR) approach (FDR = 0.05) based on two-stage step-up of Benjamini, Krieger and 

Yekutieli. To compare categorical variables distribution between groups, chi-square 

test was used. Data analyses were performed using the GraphPad Prism software 

(v9.4.1), Rstudio software (v 2022.02.2+485), R software (v 4.2.0) along with the 
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following plugins: arsenal, FactoMineR, questionr, readxl and tidyverse (17-21). The 

threshold for statistical significance of unique comparisons was set at p<0.05. 
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D. Results 

• Rac is activated in epithelial cells, smooth muscle cells and infiltrating 
cells in severe asthma patients. 

To assess Rac activation during severe asthma, we stained bronchial biopsies 

from severe asthmatic patients obtained in the NARACAS protocol. Detailed 

characteristics of patients are described in Table 1. Patients were severe asthmatics 

confirmed by high intensity treatment according to ATS/ERS guidelines along with 

good adherence. They displayed remodeling lesions involving epithelium and bronchial 

smooth muscle associated with significant chorion inflammation mainly composed of 

lymphocytes and eosinophils (Figure 1A). Intense membrane Rac-GTP signal was 

observed in epithelial and infiltrating immune cells. Rac was also activated in bronchial 

smooth muscle cells as previously described (12). Distribution of Rac-GTP total cell 

fluorescence was heterogeneous within each cell population (Figure 1B). Few 

infiltrating cells displayed high Rac-GTP signal suggesting specific activation within 

limited cell populations. High variability of Rac-GTP positive cells frequency was 

observed between patients (Figure 1C). 

• Rac is overactivated in macrophages and eosinophils in a murine model 
of severe asthma 

To identify the immune cells that overactivated Rac, we assessed its activity in 

inflammatory cells in our murine allergic asthma model to house dust mite by flow 

cytometry. Mixed eosinophilic and neutrophilic lung inflammation associated with 

CD4+ and CD8+ T cells infiltration were observed in HDM asthmatic mice compared 

with control (DMSO PBS) mice (corrected p<0.01, Mann-Whitney tests) (Figure 2A). 

More than 90% of studied cell populations were Rac-GTP positive compared to their 

respective FMO controls, both in control and asthmatic mice (Figure 2B). High 

heterogeneity of Rac-GTP levels could be observed in the different cell populations 

with intensities varying from 1 to 10-fold. Asthmatic mice displayed increased Rac-GTP 

MFI in alveolar macrophages and eosinophils populations compared to control mice 

(corrected p=0.03, Mann-Whitney tests) (Figure 2C). A trend toward decreased Rac-

GTP levels could be observed in neutrophils from asthmatic mice compared with 
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control mice (corrected p = 0.21). No difference was observed in neutrophils or in T 

and B cells. These results confirmed that Rac was indeed activated in inflammatory 

cells infiltrating lungs in asthma especially in eosinophils and macrophages. 

• Nebulization of a Rac inhibitor did not significantly modify bronchial and 
lung cytokine environment. 

To decipher the role of Rac activation in bronchial inflammation during asthma, 

we assessed the effect of nebulization of a Rac inhibitor prior to each challenge. As 

previously described with the Rac inhibitor NSC23766, A.41 lowered aSMC contraction 

in response to methacholine, neutrophils and eosinophils in BALF and bronchial 

remodeling in our murine model of severe allergic asthma (Supp Figure 6) (11, 12). 

We hypothesized that such effect would be linked with decreased pro-inflammatory 

cytokine environment. We quantified type 1, type 2 and type 17 cytokines along with 

chemokines and growth factors in BALF and lungs in our murine allergic asthma model 

treated or not with A.41. In BALF, the 2 first dimensions explained 49.7 % and 19.7% 

of the total variance (Figure 3 A and B). Dimension 1 mainly correlated with type 1 

cytokines IL12p70 and IFNy, and TNFα on the one hand and with chemokines 

MIP1a/MIP1b, RANTES, MCP-1 and type 17 cytokines (IL-17) on the other hand 

(Figure 3 A). Dimension 2 was associated with type 2 cytokines IL-4 and IL-5 and 

eosinophilic chemokines eotaxin on one side and growth factors GM-CSF on the other 

side (Figure 3 A). On the individuals graph, whereas control mice were clearly 

separated from asthmatic mice, treatment with a Rac inhibitor did not clearly modify 

the position of the groups (Figure 3 A). Regarding the principal component analysis of 

cytokines measured in lung extracts, first dimension (53.1% of explained variance) 

mainly represented type 1 and 2 cytokines along macrophage associated chemokines 

(MCP-1, MIP1a and MIP1b). The second dimension (13.5% of explained variance) 

opposed type 2 cytokines (IL-4, IL-5 and IL-13) on the one hand and type 1 and type 

17 cytokines on the other hand (Figure 3 B). Asthmatic mice were clearly different from 

control mice considering the first-dimension axis (Figure 3 B). These findings were 

confirmed with no significant difference of cytokine concentrations between treated and 

non-treated mice in control and asthmatic mice (Supplemental Table 1 & Supplemental 

Table 2). Strikingly, these results demonstrated that inhaled Rac inhibitor did not 

significantly modify the production of pro-inflammatory cytokines in an asthma context. 



 

 

68 

• Rac is activated in eosinophils while differentiating 

To explain decreased number of immune cells in BALF, we next hypothesized 

that Rac activation could be essential to the production of immune cells. Given the 

major role played by eosinophils in type 2 severe asthma, we chose to focus on that 

population. We evaluated Rac activity by mean of RacGTP/total Rac ratio during the 

maturation of murine eosinophils in culture. Culture of bone marrow total cells 

subsequently stimulated with SCF/ Flt3/Flk-2 ligand and IL-5 gave rise to 95% pure 

murine eosinophils at the 14th day of culture (Supp Figure 4). Rac-GTP/total Rac ratio 

and total Rac levels significantly differed throughout the culture (Friedman test, 

p=0.001 and p<0.001 respectively) (Figure 4A). Rac-GTP/Total Rac ratio increased by 

5-fold between the 4th and the 11th day of culture (p=0.009). Conversely, a 1.9 fold 

decrease of total Rac occurred between the 4th and the 11th day (p=0.009 

respectively). In flow cytometry, we observed on UMAP maps a fall of the heterogeneity 

of the cells while differentiation occurred from the first to the 11th day of culture 

associated with a global increase of Rac-GTP fluorescence intensity (Figure 4B). 

Looking specifically within eosinophils, almost all cells were Rac-GTP positive. An 

overall increase in fluorescence intensities was noted during differentiation (Kruskal-

Wallis test, p<0.001) (Figure 4C). Noteworthy, a bi-modal distribution of Rac-GTP 

fluorescence intensities could be noted with a switch appearing between the 4th and 

the 8th day. Quartiles of distribution of Rac-GTP fluorescence intensity, determined 

with the whole eosinophils set, was significantly different between the different selected 

days of culture (chi-square test, p<0.0001). The 3rd and 4th quartiles were 

predominantly observed on the 8th and 11th day of culture. These results revealed that 

a global Rac activation occurred in eosinophils while they differentiate in presence of 

SCF/ Flt3/Flk-2 ligand followed by IL-5. 

• Rac is essential to the degranulation of eosinophils 

To explain the lack of global effect on the cytokine environment, we assumed 

that Rac activation could be linked with specific functions such as degranulation. To 

estimate its role in degranulation processes in bronchial infiltrating immune cells, we 

isolated total cells from lungs of mice subjected to our severe allergic asthma model. 

Total cells were subjected to a degranulation assay induced by Platelet Activating 
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Factor (PAF). Low degradation of o-phenylene-diamine was observed in total cell 

lysates from control mice compared to asthmatic mice (Figure 5). PAF did not induce 

any significant degranulation in cells from DMSO PBS. In cells from HDM-sensitized 

mice, PAF induced significant degranulation compared to unstimulated condition 

although representing a low fraction of the total peroxidase activity of total cell lysate. 

In presence of Rac inhibitor (A.41), we observed a slight reduction of degranulation 

abilities in cells from HDM-sensitized mice. Based on our observations of increased 

Rac activation in differentiating eosinophils and infiltrating lungs eosinophils, we 

postulated that Rac activation could be linked with eosinophils degranulation. To 

explore that hypothesis, we induced the degranulation of differentiated eosinophils at 

day 14th by PAF in presence or absence of a Rac inhibitor. We observed a decrease 

of degranulation efficiency evaluated by the difference of AUC between stimulated and 

unstimulated eosinophils with increasing concentrations of Rac inhibitor (Figure 6). At 

10-4 M of Rac inhibitor, induced degranulation by PAF was almost completely 

abolished. Those results are in favor of an important role of Rac in the degranulation 

of eosinophils produced in vitro but also from inflammatory lungs cells in an asthma 

context.  
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E. Discussion 

This study demonstrated that Rac was activated in infiltrating cells in bronchial 

biopsies from asthmatic patients and in a murine severe allergic asthma model, 

especially in alveolar macrophages and eosinophils. Moreover, its activation was also 

observed in the maturation and degranulation abilities of eosinophils in vitro.  

A paradoxical aspect of our observations is the absence of effect of a Rac 

inhibitor on the bronchopulmonary cytokine environment in our murine model of 

asthma while a reduction of inflammatory populations was observed (11, 12). One 

potential explanation would be that Rac inhibition may have different effects depending 

on cell populations. Indeed, whereas Rac was activated in almost all inflammatory cells 

infiltrating the lungs, both in control and asthmatic mice, slight variations between those 

groups were restricted to limited cell types. If the state of Rac activation depends on 

involved mechanisms, high variability of Rac-GTP signal in a population could be 

correlated with the wide variety of ongoing activities (migration, maturation, cytokine 

production, degranulation). It could also explain why only high Rac-GTP fluorescence 

values seem to differ in macrophages and eosinophils between control and asthmatic 

mice as only limited cellular activities specifically happen during asthma. High Rac-

GTP signal observed in macrophages could be linked to their polarization state as 

Rac2 have already been linked to M2 development in other pathological context like 

pulmonary fibrosis and cancer (22, 23). Finally, aside inflammatory cells, it has been 

shown that the reduction of Rac expression in epithelial cells in a mouse model of 

asthma increased their production and release of IL-33, an alarmin stimulating type 2 

inflammatory responses (24). Influence of Rac activation on inflammation to tolerance 

balance might be more complex than expected. 

To our knowledge, there was no available study evaluating the activity of Rac 

during eosinophil maturation. Though, studies already demonstrated in vivo in healthy 

mice that Rac activation was essential for the maturation of some hematopoietic cells 

especially T and B cells (25-27). Mechanisms underlying eosinophilopoiesis are well 

described (28). CD34+ granulocyte monocyte progenitor (GMP) first differentiates into 

CD34+ IL-5Rα Eosinophil Progenitor (EoP) under the activation of a complex 

transcription factors program implicating PU.1, C/EBP and GATA 1. Concomitant 
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stimulation of EoP by IL-5 along with GM-CSF and IL-33 induces the final differentiation 

in eosinophils (29, 30). Interestingly, Vav protein, a described activator of Rho/Rac 

GTPase has been described as associated with IL-5R and activated by 

phosphorylation after IL-5 stimulation (31). Moreover, IL-5 binding to its receptor 

activates a signaling cascade leading to eosinophils survival, migration, and 

recruitment involving JAK-STAT, MAPK, PI3K/Erk and NFκB which are described 

potential downstream pathways activated by Rac-GTPase (32, 33). Rac-GTPase could 

be one of the molecular switches activated in IL-5 pathways. Whether Rac is indeed 

essential to eosinophil differentiation and survival remains unanswered and need to be 

addressed. 

Rac activation plays essential role in immune functions that can be observed in 

asthma such as dendritic cell mediated T cell priming, T helper cell polarization, mast 

cells chemotaxis and exocytosis and neutrophils recruitment in tissues (34-37). 

Nevertheless, few data concerning eosinophil’s function in asthma are available. Here, 

we observed a significant reduction of the degranulation abilities of eosinophils in vitro 

which argues in favor of a major role played by Rac. The involvement of Rac in 

degranulation mechanisms is probably less dependent on the activation stimulus than 

on its impact on the regulation of the actin cytoskeleton. Indeed, pharmacological 

inhibition of Rac by EHT1864 also lead to a decrease in RNAse secretion by murine 

eosinophils in response to another stimulation (eotaxin/CCR3) (38). Rac2-/- 

eosinophils from CD2-IL5 transgenic mice presented decreased induced 

degranulation by PAF associated with impaired actin polymerization (39). Interestingly, 

previous data showed that Rac was also involved in the oxidative capabilities of the 

eosinophil. Indeed, eosinophils present a higher expression of Rac within their NADPH 

oxidase complex than neutrophils (40). Moreover, Rac2 translocates to the membrane 

alongside other components of NADPH oxidase, notably p47phox and p67phox, in 

response to stimulation by PMA (41). These findings were confirmed in eosinophils 

from induced sputum of asthmatic patients with a reduction of their oxidative capacity 

in the presence of a non-specific inhibitor of Rho GTPases (toxin B) (42). Targeting 

Rac activation could be an attractive way to both reduce the oxidative power of the 

eosinophil while also limiting its ability to release pro-inflammatory compounds into the 
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tissues. In order to prove such concept, it appears interesting to directly target Rac 

expression in eosinophils in mouse models of asthma. 

To conclude, we were able to show that Rac activation plays an important role 

in the inflammatory mechanisms present in asthma, particularly those dependent on 

eosinophils. The discovery of Rac activators involved in the degranulation abilities of 

eosinophils could lead to the development of new specific innovative treatments in 

eosinophilic severe asthma. 

  



 

 

73 

F. References 

1. Safiri S, Carson-Chahhoud K, Karamzad N, Sullman MJM, Nejadghaderi SA, 
Taghizadieh A, Bell AW, Kolahi AA, Ansarin K, Mansournia MA, Collins GS, Kaufman 
JS. Prevalence, Deaths, and Disability-Adjusted Life-Years Due to Asthma and Its 
Attributable Risk Factors in 204 Countries and Territories, 1990-2019. Chest 2022; 
161: 318-329. 
2. Hekking PP, Wener RR, Amelink M, Zwinderman AH, Bouvy ML, Bel EH. The 
prevalence of severe refractory asthma. J Allergy Clin Immunol 2015; 135: 896-902. 
3. Chung KF, Wenzel SE, Brozek JL, Bush A, Castro M, Sterk PJ, Adcock IM, Bateman 
ED, Bel EH, Bleecker ER, Boulet LP, Brightling C, Chanez P, Dahlen SE, Djukanovic 
R, Frey U, Gaga M, Gibson P, Hamid Q, Jajour NN, Mauad T, Sorkness RL, Teague 
WG. International ERS/ATS guidelines on definition, evaluation and treatment of 
severe asthma. Eur Respir J 2014; 43: 343-373. 
4. Moore WC, Bleecker ER, Curran-Everett D, Erzurum SC, Ameredes BT, Bacharier 
L, Calhoun WJ, Castro M, Chung KF, Clark MP, Dweik RA, Fitzpatrick AM, Gaston B, 
Hew M, Hussain I, Jarjour NN, Israel E, Levy BD, Murphy JR, Peters SP, Teague WG, 
Meyers DA, Busse WW, Wenzel SE, National Heart LBIsSARP. Characterization of 
the severe asthma phenotype by the National Heart, Lung, and Blood Institute's Severe 
Asthma Research Program. J Allergy Clin Immunol 2007; 119: 405-413. 
5. Lane S, Molina J, Plusa T. An international observational prospective study to 
determine the cost of asthma exacerbations (COAX). Respir Med 2006; 100: 434-450. 
6. Lambrecht BN, Hammad H, Fahy JV. The Cytokines of Asthma. Immunity 2019; 50: 
975-991. 
7. Reddel HK, Bacharier LB, Bateman ED, Brightling CE, Brusselle GG, Buhl R, Cruz 
AA, Duijts L, Drazen JM, Fitzgerald JM, Fleming LJ, Inoue H, Ko FW, Krishnan JA, 
Levy ML, Lin J, Mortimer K, Pitrez PM, Sheikh A, Yorgancioglu AA, Boulet L-P. Global 
Initiative for Asthma Strategy 2021: executive summary and rationale for key changes. 
European Respiratory Journal 2022; 59: 2102730. 
8. Holguin F, Cardet JC, Chung KF, Diver S, Ferreira DS, Fitzpatrick A, Gaga M, 
Kellermeyer L, Khurana S, Knight S, McDonald VM, Morgan RL, Ortega VE, Rigau D, 
Subbarao P, Tonia T, Adcock IM, Bleecker ER, Brightling C, Boulet LP, Cabana M, 
Castro M, Chanez P, Custovic A, Djukanovic R, Frey U, Frankemolle B, Gibson P, 
Hamerlijnck D, Jarjour N, Konno S, Shen H, Vitary C, Bush A. Management of severe 
asthma: a European Respiratory Society/American Thoracic Society guideline. Eur 
Respir J 2020; 55. 
9. Busse WW. Biological treatments for severe asthma: A major advance in asthma 
care. Allergol Int 2019; 68: 158-166. 
10. Haldar P, Brightling CE, Singapuri A, Hargadon B, Gupta S, Monteiro W, Bradding 
P, Green RH, Wardlaw AJ, Ortega H, Pavord ID. Outcomes after cessation of 
mepolizumab therapy in severe eosinophilic asthma: a 12-month follow-up analysis. J 
Allergy Clin Immunol 2014; 133: 921-923. 
11. Andre-Gregoire G, Dilasser F, Chesne J, Braza F, Magnan A, Loirand G, Sauzeau 
V. Targeting of Rac1 prevents bronchoconstriction and airway hyperresponsiveness. 
J Allergy Clin Immunol 2018; 142: 824-833 e823. 
12. Dilasser F, Rose L, Hassoun D, Klein M, Rousselle M, Brosseau C, Guignabert C, 
Taille C, Dombret MC, Di Candia L, Heddebaut N, Bouchaud G, Pretolani M, Magnan 
A, Loirand G, Sauzeau V. Essential role of smooth muscle Rac1 in severe asthma-
associated airway remodelling. Thorax 2021. 



 

 

74 

13. Castan L, Cheminant MA, Colas L, Brouard S, Magnan A, Bouchaud G. Food 
allergen-sensitized CCR9(+) lymphocytes enhance airways allergic inflammation in 
mice. Allergy 2018; 73: 1505-1514. 
14. McInnes L, Healy J, Melville J. UMAP: Uniform Manifold Approximation and 
Projection for Dimension Reduction. arXiv:180203426 2018. 
15. Dyer KD, Moser JM, Czapiga M, Siegel SJ, Percopo CM, Rosenberg HF. 
Functionally competent eosinophils differentiated ex vivo in high purity from normal 
mouse bone marrow. J Immunol 2008; 181: 4004-4009. 
16. Guilluy C, Dubash AD, Garcia-Mata R. Analysis of RhoA and Rho GEF activity in 
whole cells and the cell nucleus. Nat Protoc 2011; 6: 2050-2060. 
17. Wickham H, Bryan J. _readxl: Read Excel Files_. R package version 1.4.0. 2022. 
18. Heinzen E, Sinnwell J, Atkinson E, Gunderson T, Dougherty G. _arsenal: An 
Arsenal of 'R' Functions for Large-Scale Statistical Summaries_. R package version 
3.6.3. 2021. 
19. Le S, Josse J, Husson F. FactoMineR: An R package for multivariate analysis. 
Journal of Statistical Software 2008; 25: 1-18. 
20. Barnier J, Briatte F, Larmarange J. _questionr: Functions to Make Surveys 
Processing Easier_. R package version 0.7.7. 2022. 
21. Wickham H, Averick M, Bryan J, Chang W, McGowan L, François R, Grolemund 
G, Hayes A, Henry L, Hester J, Kuhn M, Pedersen T, Miller E, Bache S, Müller K, 
Ooms J, Robinson D, Seidel D, Spinu V, Takahashi K, Vaughan D, Wilke C, Woo K, 
Yutani H. Welcome to the Tidyverse. Journal of Open Source Software 2019; 4. 
22. Joshi S, Singh AR, Zulcic M, Bao L, Messer K, Ideker T, Dutkowski J, Durden DL. 
Rac2 controls tumor growth, metastasis and M1-M2 macrophage differentiation in vivo. 
PLoS One 2014; 9: e95893. 
23. Joshi S, Singh AR, Wong SS, Zulcic M, Jiang M, Pardo A, Selman M, Hagood JS, 
Durden DL. Rac2 is required for alternative macrophage activation and bleomycin 
induced pulmonary fibrosis; a macrophage autonomous phenotype. PLoS One 2017; 
12: e0182851. 
24. Juncadella IJ, Kadl A, Sharma AK, Shim YM, Hochreiter-Hufford A, Borish L, 
Ravichandran KS. Apoptotic cell clearance by bronchial epithelial cells critically 
influences airway inflammation. Nature 2013; 493: 547-551. 
25. Dumont C, Corsoni-Tadrzak A, Ruf S, de Boer J, Williams A, Turner M, Kioussis 
D, Tybulewicz VL. Rac GTPases play critical roles in early T-cell development. Blood 
2009; 113: 3990-3998. 
26. Guo F, Cancelas JA, Hildeman D, Williams DA, Zheng Y. Rac GTPase isoforms 
Rac1 and Rac2 play a redundant and crucial role in T-cell development. Blood 2008; 
112: 1767-1775. 
27. Walmsley MJ, Ooi SK, Reynolds LF, Smith SH, Ruf S, Mathiot A, Vanes L, Williams 
DA, Cancro MP, Tybulewicz VL. Critical roles for Rac1 and Rac2 GTPases in B cell 
development and signaling. Science 2003; 302: 459-462. 
28. Iwasaki H, Mizuno S, Mayfield R, Shigematsu H, Arinobu Y, Seed B, Gurish MF, 
Takatsu K, Akashi K. Identification of eosinophil lineage-committed progenitors in the 
murine bone marrow. J Exp Med 2005; 201: 1891-1897. 
29. Johnston LK, Hsu CL, Krier-Burris RA, Chhiba KD, Chien KB, McKenzie A, 
Berdnikovs S, Bryce PJ. IL-33 Precedes IL-5 in Regulating Eosinophil Commitment 
and Is Required for Eosinophil Homeostasis. J Immunol 2016; 197: 3445-3453. 
30. Kopf M, Brombacher F, Hodgkin PD, Ramsay AJ, Milbourne EA, Dai WJ, Ovington 
KS, Behm CA, Kohler G, Young IG, Matthaei KI. IL-5-Deficient mice have a 



 

 

75 

developmental defect in CD5(+) B-1 cells and lack eosinophilia but have normal 
antibody and cytotoxic T cell responses. Immunity 1996; 4: 15-24. 
31. Sato S, Katagiri T, Takaki S, Kikuchi Y, Hitoshi Y, Yonehara S, Tsukada S, 
Kitamura D, Watanabe T, Witte O, Takatsu K. IL-5 receptor-mediated tyrosine 
phosphorylation of SH2/SH3-containing proteins and activation of Bruton's tyrosine 
and Janus 2 kinases. J Exp Med 1994; 180: 2101-2111. 
32. Kouro T, Kikuchi Y, Kanazawa H, Hirokawa K, Harada N, Shiiba M, Wakao H, 
Takaki S, Takatsu K. Critical proline residues of the cytoplasmic domain of the IL-5 
receptor alpha chain and its function in IL-5-mediated activation of JAK kinase and 
STAT5. Int Immunol 1996; 8: 237-245. 
33. Pazdrak K, Adachi T, Alam R. Src homology 2 protein tyrosine phosphatase 
(SHPTP2)/Src homology 2 phosphatase 2 (SHP2) tyrosine phosphatase is a positive 
regulator of the interleukin 5 receptor signal transduction pathways leading to the 
prolongation of eosinophil survival. J Exp Med 1997; 186: 561-568. 
34. Pantarelli C, Welch HCE. Rac-GTPases and Rac-GEFs in neutrophil adhesion, 
migration and recruitment. Eur J Clin Invest 2018; 48 Suppl 2: e12939. 
35. Kurdi AT, Bassil R, Olah M, Wu C, Xiao S, Taga M, Frangieh M, Buttrick T, Orent 
W, Bradshaw EM, Khoury SJ, Elyaman W. Tiam1/Rac1 complex controls Il17a 
transcription and autoimmunity. Nat Commun 2016; 7: 13048. 
36. Chesne J, Braza F, Chadeuf G, Mahay G, Cheminant MA, Loy J, Brouard S, 
Sauzeau V, Loirand G, Magnan A. Prime role of IL-17A in neutrophilia and airway 
smooth muscle contraction in a house dust mite-induced allergic asthma model. J 
Allergy Clin Immunol 2015; 135: 1643-1643 e1643. 
37. Benvenuti F, Hugues S, Walmsley M, Ruf S, Fetler L, Popoff M, Tybulewicz VL, 
Amigorena S. Requirement of Rac1 and Rac2 expression by mature dendritic cells for 
T cell priming. Science 2004; 305: 1150-1153. 
38. Shamri R, Young KM, Weller PF. Rho and Rac, but not ROCK, are required for 
secretion of human and mouse eosinophil-associated RNases. Clin Exp Allergy 2019; 
49: 190-198. 
39. Lacy P, Willetts L, Kim JD, Lo AN, Lam B, Maclean EI, Moqbel R, Rothenberg ME, 
Zimmermann N. Agonist activation of f-actin-mediated eosinophil shape change and 
mediator release is dependent on Rac2. Int Arch Allergy Immunol 2011; 156: 137-147. 
40. Someya A, Nishijima K, Nunoi H, Irie S, Nagaoka I. Study on the superoxide-
producing enzyme of eosinophils and neutrophils--comparison of the NADPH oxidase 
components. Arch Biochem Biophys 1997; 345: 207-213. 
41. Lacy P, Mahmudi-Azer S, Bablitz B, Gilchrist M, Fitzharris P, Cheng D, Man SF, 
Bokoch GM, Moqbel R. Expression and translocation of Rac2 in eosinophils during 
superoxide generation. Immunology 1999; 98: 244-252. 
42. Lacy P, Abdel-Latif D, Steward M, Musat-Marcu S, Man SF, Moqbel R. Divergence 
of mechanisms regulating respiratory burst in blood and sputum eosinophils and 
neutrophils from atopic subjects. J Immunol 2003; 170: 2670-2679. 
 

 

  



 

 

76 

G. List of figures 

 

Figure 1 A) Representative HE staining and alphaSMA/Rac-GTP signal from bronchial 
biopsies of severe asthmatic patients (n=5). B) Quantification of Rac-GTP AF647 cell 
fluorescence in immune cells, epithelial cells and smooth muscle cells from bronchi of severe 
asthmatic patients (n=5). PT = Positive Threshold.
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Figure 2 Rac is activated in alveolar macrophages and eosinophils in a murine asthma model. 
A) Infiltrating cells in lungs of mice subjected to a murine severe allergic asthma model to 
house dust mite (n=5 mice/group). B) Rac-GTP fluorescence distribution by cell population in 
concatenated data from control and asthmatic mice along with related cell counts. C) Rac-GTP 
median of fluorescence (MFI) by cell population in control and asthmatic mice (n=5 
mice/group). Data are represented as mean+/-SD. Mann-Whitney tests were used corrected 
with a False Discovery Rate approach (FDR=0.05) by Benjamini, Krieger and Yekutieli.  
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Figure 3 Principal component analyses of cytokines concentration from BALF (A) and lungs 
(B). Variables and individual graphs are represented side-by-side.  
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Figure 4 Rac is activated while eosinophils differentiate from bone marrow precursors. A) 
Immunoblot analysis and quantification of Rac-GTP and total Rac at different time of the 
eosinophil differentiation. B) UMAP maps of Rac-GTP fluorescence intensity of whole cells 
while eosinophils differentiate. C) Distribution and quantification of Rac-GTP fluorescence 
intensity in differentiating eosinophils with relative FMO controls. Kruskal-Wallis or Friedman 
test (paired data) followed by multiple comparisons controlled by a False Discovery Rate 
approach (FDR = 0.05).  
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Figure 5 Rac inhibition leaded to decreased degranulation capacities of total lung cells from 
DMSO PBS (DP) and HDM HDM (HH) mice at different concentrations of Rac Inhibitor A.41 
(n=5 pooled mice per group).  
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Figure 6 Decreased degranulation capacities of eosinophils (Eos) treated at different 
concentration of Rac inhibitor. Quantifications of stimulated minus unstimulated area under the 
curve (AUC) at different concentrations of Rac inhibitor. 
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H. List of tables 

 

Table 1 Clinical, functional and biological characteristics of severe asthmatic patients included.  

 Total (n=5) 
Sex (male) 3/5 
Age (years) 63.0 (39.0, 64.0) 
BMI (kg.m-2) 26.8 (25.3, 29.2) 
Non smoker 5/5 
Atopic 5/5 

Morisky Medication Adherence Scale 8.0 (7.0, 8.0) 
High Dose ICS 5/5 
LABA 5/5 
OCS 1/5 

ACQ score 3.0 (2.2, 3.2) 
ACT score 14.0 (12.0, 21.0) 
AQLQ total score 4.1 (4.0, 6.2) 
Annual exacerbation rate 1.0 (1.0, 2.0) 

Eosinophils (G/L) 0.6 (0.3, 0.6) 
FeNO (ppb) 72.5 (62.5, 100.0) 
Total IgE (kUI/L) 109.0 (103.0, 224.0) 

FEV1 (% theoric) 83.0 (57.0, 87.0) 
Max CV (% theoric) 97.0 (80.0, 112.3) 
FEV1/max CV 0.6 (0.6, 0.7) 
TLC (% theoric) 103.0 (100.0, 110.0) 
RV/TLC (% theoric) 96.0 (87.0, 105.0) 

Goblet cell hyperplasia 2/5 
RBM thickening 4/5 
Chorion edema 2/5 
Chorion inflammation 4/5 

Lymphocytes 4/4 
Neutrophils 1/4 
Eosinophils 3/4 
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I. Supplemental Figures 

 

Supp Figure 1 Murine model of severe allergic asthma to house dust mite (HDM). 

Eight weeks old male C57Bl/6J are sensitized per-cutaneously with 500µg of HDM or with 
DMSO 70% (control) on days 0, 7, 14 and 21. Asthma is then triggered by intranasal instillation 
of 250µg of HDM or with PBS (control) on days 26 to 28 and 32 to 34. Mice were sacrificed on 
day 35 to perform bronchoalveolar lavage fluid and to harvest lungs.  
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Supp Figure 2 Flow Cytometry gating strategy for inflammatory cells identification within total 
lung cells. First, cells and beads were identified in terms of FSC and SSC values. Dead cells 
were excluded and positive threshold were determined according to the relative Fluorescence 
Minus One controls. Using combination gates, the following populations were identified: 
eosinophils, neutrophils, alveolar macrophages, B cells, CD4+ and CD8+ T cells. Doublets 
were excluded and markers signature was checked for each population.  
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Supp Figure 3 Flow cytometry gating strategy for bone marrow derived eosinophils culture. 
Cells were selected thanks to their FSC/SSC structure. Doublets and dead cells were removed. 
Downsampled fractions (n = 105 cells) of each day were concatenated. Based on positive 
threshold fixed by unmarked cells, eosinophils and neutrophils were identified. In parallel, 
dimensional reduction was performed using UMAP algorithm to get an overall look at cell 
populations throughout the culture.  
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Supp Figure 4 A) Bone-marrow derived eosinophil culture model. B) Wright-Giemsa staining 
of eosinophils at the 14th day. 

Abbreviations: FLT3-L = Fms-Like Tyrosine kinase 3 Ligand, rmIL-5 = recombinant mouse 
Interleukine 5, SCF = Stem Cell Factor.  
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Supp Figure 5 Area Under the Curve (AUC) calculation method for degranulation assays 
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Supp Figure 6 Rac inhibition by A.41 reduced aSMC contraction and bronchial inflammation. 

A) Contractile responses to methacholine in bronchi from control mice treated or not with a 
Rac inhibitor (A.41) B) Bronchoalveolar lavage fluid inflammatory cells from control and 
asthmatic mice treated or not with a Rac inhibitor (A.41) (n = 8-14 mice/group) C) 
Hematoxylin/Eosin (HE) staining and SM22α immunohistochemistry of lung sections from 
control and asthmatic mice treated or not with a Rac inhibitor (A.41) Images are representative 
of 9-10 mice of each experimental condition. Histological grade quantification.  
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J. Supplemental tables 

 
DMSO/PBS/PBS 

(DPP, n=6) 
DMSO/PBS/A41 

(DPA, n=6) 
HDM/HDM/PBS 

(HHP, n=14) 
HDM/HDM/A41 

(HHA, n=13) p value Multiple comparisons 

IL-1a     0.056  
   Median 2.985 2.940 1.730 2.240  NA 
   Q1, Q3 2.130, 3.413 2.562, 3.265 1.435, 2.065 1.790, 2.660   
IL-1b     0.008 ns 
   Median 1.620 1.620 1.775 2.100   
   Q1, Q3 1.620, 1.620 1.620, 1.620 1.620, 2.070 1.640, 2.960   
IL-2     0.665  
   Median 1.800 1.825 2.110 2.160  NA 
   Q1, Q3 1.373, 2.228 1.690, 2.245 1.470, 2.692 1.850, 2.390   
IL-3     0.144  
   Median 0.380 0.380 0.385 0.450  NA 
   Q1, Q3 0.380, 0.380 0.380, 0.380 0.380, 0.475 0.380, 0.550   
IL-4     < 0.001 DPP vs HPP *** 
   Median 0.370 0.370 5.930 4.040   
   Q1, Q3 0.370, 0.370 0.370, 0.370 2.810, 12.745 1.470, 13.260   
IL-5     < 0.001 DPP vs HPP ** 
   Median 0.985 1.060 4.190 4.180   
   Q1, Q3 0.950, 1.163 0.950, 1.275 3.210, 7.125 3.300, 10.640   
IL-6     < 0.001 DPP vs HPP * 
   Median 1.675 1.225 26.830 40.220   
   Q1, Q3 1.150, 2.440 1.185, 1.400 8.555, 88.342 19.790, 57.570   
IL-9     0.500  
   Median 3.610 3.610 3.610 3.610  NA 
   Q1, Q3 3.610, 3.610 3.610, 3.610 3.610, 3.610 3.610, 4.310   
IL-10     < 0.001 DPP vs HPP * 
   Median 7.390 6.830 14.635 17.730   
   Q1, Q3 6.905, 8.100 6.105, 8.605 12.090, 18.570 12.360, 19.790   
IL-12(p40)     < 0.001 DPP vs HPP * 
   Median 194.950 136.655 618.660 751.600   
   Q1, Q3 127.338, 228.670 80.395, 232.785 468.948, 927.152 624.110, 1085.690   
IL-12(p70)     0.306  
   Median 13.135 9.630 11.870 18.020  NA 
   Q1, Q3 10.488, 13.210 8.662, 10.822 8.065, 19.378 10.230, 21.650   
IL-13     0.003 DPP vs HPP * 
   Median 14.870 14.870 33.040 31.470   
   Q1, Q3 14.870, 16.168 14.870, 14.870 16.867, 54.275 28.590, 63.490   
IL-17     < 0.001 DPP vs HPP ** 
   Median 2.125 1.845 5.800 8.130   
   Q1, Q3 1.643, 2.607 1.455, 2.610 5.250, 12.860 6.020, 17.560   
Eotaxin     < 0.001 DPP vs HPP * 
   Median 4.445 4.105 21.010 27.910   
   Q1, Q3 3.010, 5.662 3.513, 5.245 15.645, 36.655 18.680, 50.650   
G-CSF     0.607  
   Median 59.590 52.520 56.450 78.990  NA 
   Q1, Q3 30.230, 83.377 38.538, 77.078 38.085, 113.170 49.870, 103.090   
GM-CSF     0.805  
   Median 6.025 6.450 5.925 7.100  NA 
   Q1, Q3 5.535, 6.852 5.933, 6.697 4.880, 7.935 5.760, 9.680   
IFNγ     0.298  
   Median 2.610 3.155 2.700 3.930  NA 
   Q1, Q3 2.060, 3.032 2.768, 3.340 1.722, 3.632 2.920, 4.600   
KC     < 0.001 DPP vs HPP * 
   Median 14.385 13.195 36.470 42.130   
   Q1, Q3 11.732, 16.152 10.088, 16.078 24.503, 50.260 36.910, 68.520   
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DMSO/PBS/PBS 

(DPP, n=6) 
DMSO/PBS/A41 

(DPA, n=6) 
HDM/HDM/PBS 

(HHP, n=14) 
HDM/HDM/A41 

(HHA, n=13) p value Multiple comparisons 

MCP-1     < 0.001 DPP vs HPP * 
   Median 25.110 26.680 120.210 191.920   
   Q1, Q3 22.922, 27.935 23.447, 29.642 79.752, 206.782 57.050, 355.260   
MIP-1a     < 0.001 DPP vs HPP * 
   Median 3.405 2.150 13.555 16.980   
   Q1, Q3 1.615, 4.865 1.865, 3.545 7.660, 23.282 11.820, 26.040   
MIP-1b     < 0.001 DPP vs HPP * 
   Median 26.090 22.125 143.840 164.090   
   Q1, Q3 15.500, 41.623 15.338, 32.670 94.925, 169.030 112.360, 223.370   
RANTES     < 0.001 DPP vs HPP ** 
   Median 12.500 12.745 160.365 259.030   
   Q1, Q3 10.378, 20.645 10.457, 18.100 72.267, 255.907 176.330, 308.310   
TNFα     0.067  
   Median 6.715 7.080 13.710 12.470  NA 
   Q1, Q3 5.970, 8.120 6.268, 9.228 5.367, 18.852 7.750, 28.010   
       

Supplemental Table 1 Cytokines concentration from bronchoalveolar fluid (murine severe 
asthma model). Kruskal Wallis test results and Dunn’s test for multiple comparisons: * = 
p<0.05, ** = p<0.01. 

Abbreviations: DMSO = Dimethyl Sulfoxide, G-CSF = Granulocyte Colony- Stimulating Factor, 
GM-CSF = Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor, HDM = House Dust Mite, IFN 
= Interferon, IL = Interleukin, KC = Keratinocyte-derived Chemokine, MCP = Monocyte 
Chemoattractant Protein, MIP = Macrophage Inflammatory Protein, PBS = Phosphate Buffered 
Saline, RANTES = Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted.  
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DMSO/PBS/PBS  

(DPP, n=5) 
DMSO/PBS/A41 

(DPA, n=5) 
HDM/HDM/PBS 

(HHP, n=5) 
HDM/HDM/A41 

(HHA, n=5) pvalue Multiple 
comparisons 

IL-1a     0.927  
   Median 509.756 494.683 492.801 467.822  NA 
   Q1, Q3 506.724, 526.008 492.007, 528.345 489.325, 613.790 456.614, 613.793   
IL-1b     0.032 ns 
   Median 84.566 90.398 200.168 296.044   
   Q1, Q3 70.321, 92.089 62.892, 99.344 168.211, 355.397 188.879, 374.911   
IL-2     0.193  
   Median 416.342 419.579 335.561 231.189  NA 
   Q1, Q3 412.050, 444.885 405.079, 426.930 333.348, 347.457 226.143, 333.393   
IL-3     0.125  
   Median 15.069 15.126 19.086 19.972  NA 
   Q1, Q3 14.151, 16.450 14.540, 16.348 14.412, 20.603 18.888, 20.587   
IL-4     0.002 DPP vs HHP ** 
   Median 28.975 31.735 527.731 222.312   
   Q1, Q3 28.200, 30.855 28.065, 33.854 458.548, 655.747 218.937, 282.492   
IL_5     0.128  
   Median 1979.023 1865.122 2894.211 1478.404  NA 
   Q1, Q3 1858.437, 2107.740 1781.801, 1986.605 2048.675, 3377.776 1000.973, 1640.835   
IL-6     0.187  
   Median 3258.427 3345.560 2957.183 2250.949  NA 
   Q1, Q3 3088.683, 3389.728 3237.057, 3470.223 2031.217, 4863.320 2056.386, 2463.545   
IL-9     0.782  
   Median 1132.380 1113.538 1120.274 717.884  NA 
   Q1, Q3 1058.675, 1265.053 1097.747, 1158.770 969.050, 1418.389 681.620, 1267.682   
IL-10     0.014 ns 
   Median 1120.588 1225.602 1481.448 1546.734   
   Q1, Q3 849.133, 1304.519 1098.245, 1304.752 1370.396, 1773.553 1369.304, 1585.842   
IL-
12(p40) 

    0.003 DPP vs HHP * 

   Median 7443.857 6915.622 19999.819 22254.221   
   Q1, Q3 5812.839, 8751.171 6432.576, 7067.287 18349.086, 

27973.155 
21516.117, 
26456.826   

IL-
12(p70) 

    0.002 ns 

   Median 1768.767 2009.295 1278.872 996.799   
   Q1, Q3 1755.341, 1846.634 1999.151, 2164.009 1108.641, 1387.335 696.781, 1342.355   
IL-13     0.001 DPP vs HHP * 
   Median 79572.076 64243.057 29113.705 19322.625   
   Q1, Q3 64526.789, 

84504.089 
61425.285, 
70625.784 

28817.224, 
30246.275 

17557.732, 
27707.159   

IL-17     0.001 DPP vs HHP ** 
   Median 70.679 104.846 1100.563 5451.252   
   Q1, Q3 60.708, 71.427 87.517, 122.426 528.508, 2851.548 1176.977, 5878.431   
Eotaxin     0.007 ns 
   Median 32708.412 23724.736 57610.679 34073.165   
   Q1, Q3 28078.192, 

34871.325 
21955.622, 
27240.050 

57592.655, 
61409.041 

31014.193, 
41007.500   

G-CSF     0.497  
   Median 865.583 1584.314 1237.269 1046.158  NA 
   Q1, Q3 681.321, 1429.204 747.266, 2260.716 1167.602, 5818.557 862.692, 1054.747   
GM-CSF     0.069  
   Median 802.588 756.396 613.386 655.421  NA 
   Q1, Q3 753.685, 854.789 722.605, 805.663 558.838, 686.329 653.691, 665.437   
IFNγ     0.067  
   Median 73399.862 68631.248 42554.744 22397.854  NA 
   Q1, Q3 73029.383, 

74444.294 
57500.020, 
68996.360 

37685.973, 
60438.558 

21948.637, 
53662.140   
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DMSO/PBS/PBS  

(DPP, n=5) 
DMSO/PBS/A41 

(DPA, n=5) 
HDM/HDM/PBS 

(HHP, n=5) 
HDM/HDM/A41 

(HHA, n=5) pvalue Multiple 
comparisons 

KC 0.017 
   Median 948.225 1030.398 4165.107 8115.142  NA 
   Q1, Q3 820.885, 1513.553 810.158, 1564.990 2457.557, 

11060.529 
3825.668, 8909.253   

MCP-1     0.034  
   Median 23571.397 19194.728 67117.670 51387.033  NA 
   Q1, Q3 21193.799, 

25487.814 
18363.813, 
29287.445 

62928.869, 
81355.344 

41238.710, 
54814.703   

MIP_1a     0.003  
   Median 1825.082 2007.494 14006.878 11854.322  NA 
   Q1, Q3 1590.950, 1914.443 1514.983, 2314.161 11216.545, 

17614.913 
10283.564, 
13429.711   

MIP-1b     0.006  
   Median 8587.683 10507.471 30807.904 36791.019  NA 
   Q1, Q3 7050.674, 

11602.183 
9797.966, 
11345.706 

28875.113, 
45457.799 

23821.752, 
38748.428   

RANTES     0.003  
   Median 24346.392 33445.265 46008.706 71307.538  NA 
   Q1, Q3 22205.900, 

33968.443 
29562.324, 
35178.950 

45508.235, 
60583.215 

56929.519, 
80667.425   

TNFα     0.002  
   Median 20112.943 17366.331 7567.323 4874.753  NA 
   Q1, Q3 16870.810, 

22386.883 
14389.203, 
17899.409 

7427.073, 7636.982 4138.075, 6236.944   

       

Supplemental Table 2 Cytokines concentration (pg/mL/g tissue) in right upper lobe (murine 
severe asthma model). Kruskal Wallis test results and Dunn’s test for multiple comparisons: * 
= p<0.05, ** = p<0.01. 

Abbreviations: DMSO = Dimethyl Sulfoxide, G-CSF = Granulocyte Colony- Stimulating Factor, 
GM-CSF = Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor, HDM = House Dust Mite, IFN 
= Interferon, IL = Interleukin, KC = Keratinocyte-derived Chemokine, MCP = Monocyte 
Chemoattractant Protein, MIP = Macrophage Inflammatory Protein, PBS = Phosphate Buffered 
Saline, RANTES = Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted. 
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III. Discussion 

La GTPase Rac régule le cytosquelette d’actine impliqué dans les mécanismes 

de migration cellulaire, de phagocytose et d’exocytose nécessaires au développement 

des réponses immunes (316, 394). Néanmoins, les données dans des contextes 

pathologiques inflammatoires manquent. Mes résultats apportent de nouvelles 

connaissances sur l’activation de Rac dans l’asthme sévère et ouvrent de nouvelles 

perspectives thérapeutiques. 

Nous avons observé une activation de Rac dans les cellules infiltrantes 

bronchiques chez les patients asthmatiques sévères. La question se pose de savoir si 

cette activation serait liée à une intensification des réponses inflammatoires. En effet, 

celle-ci pourrait n’être qu’un marqueur de cellules immunitaires matures. Cette piste 

pourrait être explorée en comparant l’activation de Rac dans les cellules 

inflammatoires à l’état stable et en exacerbation. Enfin, il serait pertinent de confirmer 

que la suractivation de Rac au cours de l’asthme sévère concerne effectivement les 

polynucléaires éosinophiles ainsi que nous l’avons observé chez la souris. 

Lors de cette étude, nos résultats in vitro montrent une activation de la GTPase 

Rac au cours de la maturation des polynucléaires éosinophiles. Il serait intéressant 

désormais de déterminer si cette activation de Rac est un acteur essentiel de la 

maturation éosinophilique ou bien seulement un marqueur. Il n’existe pas d’études 

l’ayant spécifiquement explorée. Toutefois, on note qu’une production d’éosinophiles 

est conservée lors de l’extinction complète de l’expression de Rac2 dans la souche de 

souris transgénique CD2-IL-5 (418). Dans cette étude, la conservation de l’expression 

de Rac1 ainsi que la surproduction d’IL-5 sont toutefois des biais importants. Par 

ailleurs, il n’a pas été décrit dans les modèles d’extinction combinée de Rac1 et de 

Rac2 de défect de production des polynucléaires éosinophiles. Cependant, celle-ci n’a 

pas été évaluée dans des modèles inflammatoires favorisant la production 

d’éosinophiles. Mes expérimentations préliminaires montrent que l’inhibition de Rac 

(A.41) au cours de la différenciation éosinophilique entraînerait une apoptose des 

cellules. L’extinction sélective dans la lignée éosinophilique de Rac1 et Rac2 dans un 

modèle murin d’asthme permettrait d’explorer le rôle de ces 2 isoformes sur la 

maturation éosinophilique in vivo et en condition inflammatoire. 



 

 

94 

La production médullaire de polynucléaires éosinophiles dépend de l’IL-5, du GM-CSF 

et de l’IL-33 (199, 423, 424). Bien qu’aucune de ces cytokines n’ait été décrite comme 

activant directement Rac, des études antérieures permettent de l’envisager. En effet, 

le récepteur de l’IL-5 phosphoryle la protéine Vav, GEF de Rac, qui active les voies 

d’aval JAK-STAT, MAPK, PI3K/Erk et NFκB (425, 426). Les données concernant le 

GM-CSF sont équivoques. En effet, le GM-CSF active Rac au sein de lignées 

cellulaires mastocytaires (409). Un dominant négatif de Rac réduit par ailleurs la 

prolifération de lignées cellulaires fibroblastiques en réponse au GM-CSF (427). En 

revanche, la stimulation de polynucléaires neutrophiles humains par le GM-CSF 

n’entraîne pas d’activation de Rac1 (428). Une analyse phospho-protéomique d’une 

lignée cellulaire macrophagique stimulée à l’IL-33 met en évidence la phosphorylation 

de TIAM1, GEF de Rac, et l’activation de la voie PAK1 (429). Toutefois, l’impact de 

cette voie dépendante de l’IL-33 sur les fonctions macrophagiques (phagocytose, 

migration, polarisation M1/M2) n’a pas été explorée. L’activation de Rac par ces 

différents récepteurs pouvant être spécifique du type cellulaire, il serait valable de les 

explorer dans les polynucléaires éosinophiles. 

Nos données montrent que l’inhibition de Rac réduit significativement les 
capacités de dégranulation des polynucléaires éosinophiles in vitro. Une autre 

équipe a démontré que l’inhibition pharmacologique de Rac par l’EHT1864 réduit la 

sécrétion de RNAse par les éosinophiles murins en réponse à une stimulation par 

l’éotaxine (430). En l’absence d’expression de Rac2, les éosinophiles issus d’une 

souche de souris transgéniques CD2-IL-5 présentent une réduction de la 

dégranulation induites par le PAF (418). Ces études démontrent que ces altérations 

sont secondaires à une dérégulation du cytosquelette d’actine. Les polynucléaires 

éosinophiles exprimant à la fois Rac1 et Rac2, la question du rôle spécifique de 

chacune de ces isoformes se pose. Pour le mastocyte, la dégranulation fait intervenir 

des formations membranaires (ruffles) dépendantes de l’activité de Rac1 ainsi que des 

influx de Ca2+ régulés par Rac2 (421). Rac2 joue aussi un rôle dans le relargage des 

granules primaires des polynucléaires neutrophiles sans que l’implication de Rac1 ne 

soit connue (431). A l’heure actuelle, les inhibiteurs pharmacologiques de Rac 

disponibles ne sont pas spécifiques d’une isoforme particulière. Le recours à des 

extinctions sélectives de celles-ci constituerait une approche pertinente pour évaluer 

JAK = Janus Kinase 
PAF = Platelet Activating Factor 
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leur rôle spécifique dans la dégranulation de l’éosinophile. On pourrait aussi explorer 

avec ces modèles d’autres formes de dégranulation telle que l’exocytose classique ou 

composée (compound exocytosis). En effet, le PAF et l’éotaxine sont décrits pour 

provoquer une dégranulation fragmentaire (432). Enfin, la découverte des activateurs 

de Rac impliqués dans la dégranulation éosinophilique pourrait apporter de nouvelles 

pistes physiopathologiques. Il n’existe pas de données concernant l’activation de GEF 

de Rac au décours d’une stimulation de cellules immunitaires par du PAF ou de 

l’éotaxine. Néanmoins, la stimulation de cellules endothéliales par le PAF est décerite 

pour activer la voie TIAM1-Rac1 qui module le cytosquelette d’actine (433). 

L’exploration de cette voie lors de la stimulation de la dégranulation de l’éosinophile 

pourrait être une piste intéressante. 

Nous n’avons pas mis en évidence d’élévation de l’activation de Rac dans les 
lymphocytes T et B ni d’impact sur les cytokines inflammatoires d’un inhibiteur de 

Rac dans notre modèle murin d’asthme. Or, des études ont montré que Rac joue des 

rôles dans la réponse adaptative, de la migration cellulaire, à la présentation 

antigénique jusqu’à la prolifération et la polarisation lymphocytaire. En effet, la 

migration des lymphocytes T vers les ganglions lymphatiques dépend des Rac-

GTPases (434, 435). Par ailleurs, l’extinction d’expression de Rac1 et de Rac2 diminue 

l’efficacité de présentation antigénique des cellules dendritiques aux lymphocytes T 

(399). Ensuite, la stimulation du TCR et l’induction de la prolifération lymphocytaire T 

par l’IL-2 font intervenir les voies DOCK2-Rac et Vav-Rac qui active les voies 

JAK/STAT, PI3K et MAPK aboutissant à l’exécution des programmes de transcription 

AP-1, NFAT et NFκB (344, 407, 408) (436-440). Sur le versant lymphocytaire B, la 

stimulation du BCR par un antigène entraîne l’activation de la voie Rac et de la PI3K 

(409). Au décours de l’activation des récepteurs spécifiques d’antigènes, la 

polarisation lymphocytaire T helper peut faire intervenir des voies Rac-dépendantes. 

Ainsi, l’activation de la voie TIAM1-Rac1 est décrite pour activer le facteur de 

transcription RORγT nécessaire au développement des lymphocytes Th17 (406). De 

plus, l’expression de TIAM1 par les lymphocytes T naïfs augmente en réponse à l’IL-

6, cytokine impliquée dans la différenciation Th17 (441). Concernant la voie Th1, bien 

que la délétion de Rac2 réduise la production d’IFNγ in vitro, le développement de 

cette réponse in vivo n’est pas significativement altérée dans le cadre d’une infection 

BCR = B Cell Receptor 
IFNγ = Interferon gamma 
NFAT = Nuclear factor of activated T-cells 
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à L. major (442, 443). Enfin, la voie DOCK2-Rac régule la différenciation plasmocytaire 

et la production d’IgG in vitro et in vivo (411). 

L’utilisation de la voie inhalée dans notre modèle a pu limiter les effets de l’inhibition 

de Rac à la sphère pulmonaire et donc l’impact sur la production médullaire des 

lymphocytes. De plus, on peut émettre l’hypothèse que la concentration d’inhibiteur de 

Rac au sein des ganglions lymphatiques ne soit pas suffisante pour limiter l’activation 

lymphocytaires. Nous pouvons aussi supposer que l’inhibition de Rac n’ait pas impacté 

les populations d’ILC tissulaires, sources potentielles d’IL-4, d’IL-5, d’IL-13 et d’IL-17. 

L’étude quantitative et qualitative (production de cytokines) des populations d’ILC et 

de lymphocytes T dans les tissus et les ganglions chez la souris pourrait fournir des 

pistes d’explication potentielles. Par ailleurs, si les lymphocytes B ne voit pas leur 

activité de Rac augmenter dans le cadre de notre modèle murin, il serait intéressant 

d’évaluer si l’inhibition de Rac réduit la différenciation plasmocytaire et a un impact sur 

la réponse humorale (production d’IgE spécifiques).   

Mes résultats de thèse et les données de la littérature suggèrent que le ciblage 

des voies de signalisation dépendante de Rac constituerait une nouvelle stratégie 
thérapeutique innovante pour la prise en charge de l’asthme sévère.  

Bien que les connaissances fondamentales se soient améliorées sur les 20 dernières 

années, peu de stratégies innovantes ciblant le muscle lisse bronchique sont 

actuellement disponibles (55). Seuls les bronchodilatateurs de courte ou de longue 

durée d’action sont communément accessibles. Le recours à la thermoplastie 

bronchique est réservé à une proportion limitée de patients et ne dispose pas de 

biomarqueur prédictif fiable (444). De plus, certains manques thérapeutiques 

persistent malgré l’arrivée des biothérapies. Tout d’abord, celles-ci ciblent 

principalement les asthmes T2 laissant les formes non T2 orphelines de stratégies 

innovantes. Si le tezepelumab a prouvé en phase III son efficacité chez des patients 

asthmatiques sévères avec des marqueurs T2 bas, il conviendra de confirmer ces 

observations dans le cadre d’essais pragmatiques. Par ailleurs, malgré l'utilisation de 

biomarqueurs, il persiste une faible proportion (15-25 %) de patients ne répondant 
pas ou peu aux biothérapies ciblant l’inflammation de type 2 (445-448). Les 

mécanismes de ces échecs de réponse restent méconnus. Une autre limite actuelle 

des biothérapies est liée à leur caractère suspensif posant la question de leur durée 
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d’utilisation (449, 450). Concernant l’arrêt des biothérapies après traitement prolongé, 

seul l’omalizumab dispose de données disponibles montrant un maintien du contrôle 

de la maladie au décours de l’arrêt (6 ans de traitement, n=16) (451). Ces résultats 

font actuellement l’objet d’une étude internationale de confirmation (SHORTEN, NCT 

NCT04763447). 

Dans ce cadre, l’inhibition de Rac présenterait l’avantage de lutter contre l’hyper-
réactivité et le remodelage bronchique mais aussi contre l’inflammation 
éosinophilique et neutrophilique (386, 389). Pour étayer la pertinence du 

développement d’inhibiteur des voies de signalisation dépendante de Rac, il serait 

intéressant d’évaluer l’activation de Rac chez des patients présentant des endotypes 

différents. Parallèlement, l’étude des interactions entre la corticothérapie et l’activation 

de Rac au sein des populations inflammatoires constituerait un axe de recherche 

important. En effet, nous pouvons supposer que l’activation de Rac au sein des cellules 

inflammatoires puisse diminuer leur sensibilité aux corticoïdes (promotion de la 

prolifération et de l’activation). Cette hypothèse pourrait être explorée par la 

comparaison des niveaux d’activation de Rac entre des patients asthmatiques 

modérés et sévères et tenant compte de leurs traitements corticoïdes. L’étude de 

l’impact in vitro des corticoïdes sur l’activation de Rac au sein des éosinophiles de 

sujet sain et de patients asthmatiques sévères complèterait cette approche. Enfin, au 

vu du caractère ubiquitaire de l’expression de Rac1 et hématopoïétique de Rac2, il 

serait essentiel d’évaluer leur activité dans d’autres pathologies bronchiques à valence 

inflammatoire telles que la BPCO, la mucoviscidose ou les dilatations des bronches. 

Bien que cibler directement Rac puisse sembler prometteur, certaines limites 

doivent être envisagées. C’est le cas du risque infectieux notamment respiratoire. 

L’administration d’inhibiteur de Rac par voie systémique semblerait risquée du fait de 

son rôle dans la production médullaire de populations immunitaires. L’activation de 

Rac est en effet essentielle à la greffe médullaire, à la prolifération et à la survie des 

CSH (394, 452, 453). Son absence réduit la production des lymphocytes T et des 

lymphocytes B (blocage de maturation) (396, 405, 454). Néanmoins, aucun déficit de 

production des éosinophiles, des basophiles, des monocyte/macrophages et des 

mastocytes n’a été décrit chez la souris en l’absence de Rac. De plus, le recours à la 

voie inhalée pourrait constituer une stratégie pertinente pour limiter ces effets 

BPCO = BronchoPneumopathie Chronique Obstructive 
CSH = Cellules Souches Hématopoïétiques 
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secondaires. Nos résultats préliminaires n’ont pas retrouvé de réduction significative 

des leucocytes circulants. L’inhibition de Rac pourrait aussi réduire l’efficacité anti-
infectieuse des cellules effectrices. Nous avons montré dans notre modèle murin que 

l’inhibition de Rac réduit l’infiltration bronchique neutrophilique. Or, la caractérisation 

des souris KO Rac2 retrouve une réduction significative des capacités chimiotactiques 

des polynucléaires neutrophiles avec susceptibilité aux infections fongiques invasives 

à Aspergillus fumigatus (336). Par ailleurs, l’extinction de l’expression de Rac2 au sein 

des polynucléaires neutrophiles réduit leurs capacités de production de radicaux libres 

(397). Chez l’Homme, une mutation constitutionnelle de Rac2 a été mis en évidence 

chez un patient souffrant d’infection récurrente liée à des déficits fonctionnels 

neutrophiliques (383). Toutefois, ces observations ont été réalisées dans des 

contextes d’extinction d’expression d’isoforme de Rac ou de mutations 

constitutionnelles. Une approche de réduction de l’activation de Rac par voie 

pharmacologique pourrait limiter l’importance de ces effets secondaires. Par ailleurs, 

elle offre l’avantage d’être réversible avec un arrêt potentiel en cas d’infection. 

La recherche des modulateurs de l’activation de Rac (GEF, GAP et GDI) 

pourrait constituer une approche pertinente pour limiter les effets indésirables. Réduire 

l’activation des GEF serait une voie potentielle pour limiter l’activation des 

polynucléaires éosinophiles. Contrairement à l'expression ubiquitaire de Rac, les 

RacGEFs peuvent présenter une expression spécifique aux tissus et aux cellules. De 

plus, en fonction des signaux d'activation (facteurs solubles ou mécaniques), le ou les 

RacGEFs engagés pour activer Rac peuvent être spécifiques de fonction. La 

découverte des RacGEFs activés dans l'asthme pourrait fournir des cibles 

pharmacologiques supplémentaires permettant d’inhiber spécifiquement les voies de 

signalisation Rac-dépendantes au sein des cellules inflammatoires bronchiques.  

De nombreux modulateurs de Rac peuvent être suspectés. Les GEF de la famille Vav 

ont été décrits comme activés dans plusieurs mécanismes immunitaires. Vav a été 

associée dans le cadre de modèle KO à la fois à la sélection négative mais aussi 

positive des thymocytes durant la maturation lymphocytaire T (455, 456). Son absence 

réduit aussi l’activation lymphocytaire T et B secondaire à la stimulation du TCR et du 

BCR respectivement (437, 457). Elle est impliquée dans la production d’IL-6 par les 

mastocytes et dans le chimiotactisme et la production de radicaux libres par les 
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neutrophiles (458-460). Elle est aussi décrite comme faisant partie de la voie de 

signalisation de l’IL-5 (425, 426). L’absence d’expression du GEF SWAP-70 réduit les 

capacités de migration des éosinophiles dans un modèle murin d’asthme par altération 

du cytosquelette d’actine (461). SWAP-70 est aussi nécessaire à la dégranulation 

mastocytaire médiée par IgE (462). Au vu de leurs implications dans les réponses 

lymphocytaires et neutrophiliques, les protéines TIAM et DOCK pourraient aussi 

constituer des candidats potentiels activant Rac au sein des éosinophiles (406, 459, 

463). Enfin, on pourrait envisager des stratégies d’augmentation de l’activation des 

GAP comme Abr, dont la délétion est associée à une augmentation de la sévérité d’un 

modèle murin d’asthme (392). 

Au total, l’exploration des voies de signalisation dépendante de Rac et 

impliquées dans l’inflammation éosinophilique et l’altération du phénotype des CML 

pourrait fournir de nouvelles pistes thérapeutiques pour la prise en charge de l’asthme 

sévère. L’identification des activateurs spécifiques de Rac et de ces fonctions constitue 

une piste de recherche à privilégier.  

Abr = Active BCR-related 
SWAP-70 = Switch-associated protein 70 
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IV. Perspectives et retombées attendues 

Mes travaux de thèse seront poursuivis par l’exploration des voies de 

signalisation dépendantes de Rac impliquées spécifiquement dans la maturation et 
la dégranulation éosinophilique. Ce projet de recherche a pour objectifs principaux 

de confirmer le rôle de Rac dans la différenciation et l’activité de dégranulation du 

polynucléaire éosinophile, d’identifier les activateurs de Rac (GEF) impliqués dans la 

maturation et la fonction de dégranulation du polynucléaire éosinophile et de valider in 

vivo le rôle de Rac et de ses GEFs dans la maturation et les fonctions du polynucléaire 

éosinophile dans un contexte d’asthme sévère. 

Nous émettons l’hypothèse que les isoformes Rac1 et Rac2 pourraient avoir 

des rôles différents mais complémentaires durant la différenciation et la 

dégranulation éosinophilique. Pour explorer cette hypothèse, nous évaluerons en 

culture cellulaire les effets de l’extinction spécifique de ces isoformes par une approche 

de siRNA sur la proportion d’éosinophiles différenciés et matures (cytométrie en flux). 

Ces analyses seront complétées par l’étude de l’expression génique des enzymes et 

cytokines contenues dans les granules de l’éosinophile au cours de la culture. Par 

approche enzymatique, biochimique (ELISA) et d’immunofluorescence (marquage 

actine et CD63) nous estimerons les rôles spécifiques des isoformes Rac1 et Rac2 

durant la dégranulation induite par le PAF et l’éotaxine. Pour évaluer si les résultats 

obtenus sont liés au niveau d’activité de Rac, ces protocoles de différenciation et de 

dégranulation des éosinophiles seront également réalisés en présence d’un inhibiteur 

pharmacologiques de Rac.  

Au vu des connaissances actuelles, nous pouvons supposer que l’activation de 

Rac au sein des éosinophiles puisse être liée à l’activation de GEF spécifiques. Par 

des approches biochimiques et protéomiques (pull-down, nano LC-HRMS), nous 

identifierons in vitro les GEFs de Rac activés dans les polynucléaires éosinophiles 

durant leur maturation et la différenciation. Pour valider la pertinence de ces résultats, 

nous éteindrons ensuite, par siRNA, l’expression des RacGEFs identifiées pour 

confirmer le(s) rôle(s) de ces protéines dans les polynucléaires éosinophiles 

(maturation, polarisation, production d’interleukines et de cytokines) comme décrit 

précédemment. 

LC-HRMS = Liquid-Chromatography High Resolution Mass Spectrometry 
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Afin de confirmer la pertinence de nos résultats dans le développement de 
l’asthme, nous évaluerons l’activité de Rac et l’expression des GEF identifiés in vitro 

dans notre modèle murin d’asthme allergique sévère aux acariens. Nous quantifierons 

l’activité de Rac et de ses GEF au sein des progéniteurs myéloïdes médullaires, des 

polynucléaires éosinophiles circulants et tissulaires chez la souris. Afin d’évaluer la 

pertinence de Rac chez l’Homme dans le cadre de l’asthme sévère, nous utiliserons 

les biopsies bronchiques issues du protocole NARACAS (NCT03325088) mené 

actuellement au sein du service de pneumologie du CHU de Nantes. Par approche 

d’immunofluorescence multiplex (OPAL), nous évaluerons la proportion de 

polynucléaires éosinophiles infiltrants activant Rac ainsi que l’intensité de ce signal. 

Conjointement, nous effectuerons des calculs de corrélation des signaux Rac-GTP 

avec l’expression des différents contenus granulaires (EPX, EDN, ECP et cristaux de 

Charcot-Leyden).  

La réalisation de ce programme de recherche permettra d'identifier le rôle de 

la protéine Rac dans la maturation et les fonctions de dégranulation du polynucléaire 

éosinophile dans le cadre de l’asthme sévère. Le décryptage des voies de signalisation 

impliquées dans ces fonctions permettra d'apporter de nouvelles connaissances sur 

les mécanismes moléculaires qui régissent la biologie de l’éosinophile. Dans le cas de 

figure où l’activation de Rac serait effectivement essentielle aux fonctions effectrices 

de l’éosinophile dans l’asthme, l’identification de ces activateurs (GEF) pourrait 

constituer des cibles thérapeutiques d’intérêt.   

Au total, l’amélioration des connaissances concernant la signalisation intra-

cellulaire sous-tendant les mécanismes inflammatoires de l’asthme éosinophilique 

pourrait aboutir au développement de nouvelles classes thérapeutiques 
innovantes. 

  

ECP = Eosinophil Cationic Protein 
EDN = Eosinophil Derived Neurotoxin  
EPX = Eosinophil Peroxidase 
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Résumé : L’asthme est une pathologie chronique 
des voies aériennes caractérisée par une 
hyperréactivité bronchique, un remodelage tissulaire 
et une inflammation chronique. Les formes sévères 
résistantes aux traitements conventionnels 
requièrent de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Mon équipe d’accueil a démontré dans un modèle 
murin d’asthme sévère une augmentation d’activité 
de la GTPase Rac1 dans les cellules musculaires 
lisses (CML) bronchiques qui participe à leur 
hypercontractilité et leur prolifération. Cette 
suractivation de Rac1 est aussi observée dans 
d’autres types cellulaires, dont les cellules 
inflammatoires. 

     L’objectif principal de ma thèse a été (i) de 
confirmer chez les asthmatiques sévères la 
suractivation de Rac1, (ii) d’identifier les populations 
inflammatoires concernées et (iii)   les fonctions 
effectrices dépendantes de Rac dans ces différents 
types cellulaires. 

 

 

 

       
      

     
       

    
     

        
      

        
       

     
       

      
 

              
      

       
        

       
  

 

 

 

Titre :  Nouvelles stratégies thérapeutiques dans l’asthme sévère 
Inhibition de la voie de signalisation dépendante de la GTPase Rac 

Mots clés : Asthme sévère, Rac GTPase, Eosinophiles, Muscle lisse bronchique 

 

 

         
           

           

 

 

         
           

           

 

 

         
           

           

 

 

         
           

           

 

 

         
           

           

 

 

         
           

Dans le cadre du protocole de recherche 
clinique NARACAS (NCT NCT03325088), j’ai 
confirmé sur des biopsies bronchiques de patients 
asthmatiques sévères la suractivation de Rac dans 
les CML et dans les cellules infiltrantes. Les 
polynucléaires éosinophiles ont été identifiés comme 
la principale population inflammatoire suractivant 
Rac dans le cadre d’un modèle murin d’asthme 
allergique sévère aux acariens. Par approches 
biochimiques et cytométriques, mes résultats 
démontrent une activation de Rac durant la 
maturation de l’éosinophile. Par ailleurs, l’inhibition 
de l’activité de Rac réduit la dégranulation des 
éosinophiles. 

L’ensemble de ces résultats démontrent que 
les niveaux d’activité de Rac régulent à la fois la 
maturation et la dégranulation des éosinophiles. Le 
développement d’inhibiteurs des voies de 
signalisation dépendante de Rac pourrait constituer 
une stratégie innovante de lutte contre le remodelage 
bronchique et ses déterminants inflammatoires. 

 

       
     
       

       
        

      
     

        
      

     
       

      
        

 

      
          

       
     

      
        

     

 

       
     
       

       
        

Title:  New therapeutic strategies in severe asthma 
Inhibition of the Rac GTPase-dependent signaling pathway 
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Abstract: Asthma is an airway disease 
characterized by bronchial hyper-responsiveness, 
tissue remodeling and chronic inflammation. Severe 
asthma which resists conventional treatments 
requires new therapeutic strategies. 

My host team demonstrated in a mouse model of 
severe asthma an increased activity of the Rac1 
GTPase in bronchial smooth muscle cells (SMCs) 
involved in their hypercontractility and proliferation. 
This overactivation of Rac1 also existed in other 
cells, including inflammatory ones. 

     The main objective of my thesis was (i) to confirm 
the over-activation of Rac1 in severe asthmatics, (ii) 
to identify the involved inflammatory populations and 
(iii) the Rac-dependent effector functions in these 
different cell types. 

 

       
    

      
     

In the NARACAS clinical research protocol 
(NCT NCT03325088), I confirm in bronchial biopsies 
from severe asthma patients that Rac is 
overactivated in SMCs and in infiltrating cells. 
Eosinophils are identified as the main inflammatory 
population overactivating Rac in a mouse model of 
severe house dust mite allergic asthma. By 
biochemical and cytometric approaches, my results 
demonstrate Rac activation during eosinophil 
maturation. Furthermore, inhibition of Rac activity 
reduces eosinophil degranulation. 

Together, these results demonstrate that Rac 
activity levels regulate both eosinophil maturation 
and degranulation. The development of inhibitors of 
Rac-dependent signaling pathways could be an 
innovative strategy to combat bronchial remodeling 
and its inflammatory determinants. 
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