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Résumé 
 
 L’asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes 
responsable d’une morbi-mortalité significative et définie par une association entre des 
symptômes cliniques et une obstruction bronchique variable. Les caractéristiques cardinales 
de l’asthme sont une hyper-réactivité des voies aériennes, une inflammation bronchique 
associée à une modification de la structure des bronches dont une hyperproduction de 
mucus.  
L’ensemble de ces caractéristiques aboutit à de nombreuses présentations cliniques, 
appelées des phénotypes asthmatiques, qui sont la conséquence de multiples mécanismes 
physiopathologiques distincts. Le phénotype asthmatique le plus fréquent est l’asthme 
allergique dont les acariens représentent l’un des principaux pneumallergènes. 
L’hétérogénéité de cette pathologie requiert une approche globale incluant des travaux 
fondamentaux et une approche clinique translationnelle. Ces deux approches ont été 
développées dans cette thèse. 
 
 Dans la première partie, l’implication d’un récepteur de l’immunité innée, le 
récepteur Nod1, dans l’asthme allergique aux acariens a été investiguée. Ce récepteur 
reconnaît des fragments de peptidoglycanes bactériens et participe à la réponse immune. Il 
est également impliqué dans la régulation du microbiote digestif. Chez les souris Nod1-/-, les 
paramètres allergiques asthmatiques induits par les acariens sont réduits comparativement 
aux souris sauvages. Cette atténuation de la réponse allergique asthmatique n’est pas liée à 
une modification de la flore digestive des souris Nod1-/-. En revanche, les extraits d’acariens 
contiennent une flore microbienne, principalement composée de bacille gram négatif, 
susceptible d’activer directement le récepteur Nod1 au niveau de l’épithélium des voies 
respiratoires. Cette activation participe à l’exacerbation de la réponse allergique asthmatique 
induite aux acariens et offre une nouvelle perspective thérapeutique dans le traitement de 
l’asthme allergique aux acariens.  
 

La deuxième partie de ce travail est consacrée à l’impact fonctionnel de bouchons de 
mucus présents dans les voies aériennes de patients asthmatiques en fonction de leur statut 
tabagique en utilisant des outils précédemment développés. La présence de bouchons de 
mucus est fréquente quel que soit le statut tabagique des asthmatiques.  Une corrélation 
inverse a été retrouvée entre le nombre de segments pulmonaires présentant au moins un 
bouchon de mucus et l’obstruction des voies aériennes. Cette caractéristique clinique est 
corrélée au pourcentage de polynucléaires éosinophiles dans les expectorations. Chez les 
patients ayant un antécédent de tabagisme, la présence d’occlusions des voies aériennes 
est associée au pourcentage de neutrophiles. Les bouchons de mucus apparaissent comme 
un marqueur de sévérité de l’asthme et sont corrélés à différents types d’inflammation 
bronchique selon le statut tabagique.   
 
 

Cette thèse a contribué à faire avancer les connaissances fondamentales et clinico-
fonctionelles dans l’asthme. Ces résultats invitent à poursuivre les investigations dans ces 
différents domaines.  

 
Mots clefs : Asthme, Allergies, Acariens, NOD1, Peptidoglycanes, Bouchons de mucus 
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Summary 

 
Asthma is a chronic inflammatory airway disease responsible for significant morbidity 

and mortality defined by an association between clinical symptoms and variable airway 
obstruction. The cardinal features of asthma are airway hyperresponsiveness, bronchial 
inflammation associated with changes in the structure of the bronchi including overproduction 
of mucus. Taken together, these characteristics result in numerous clinical presentations, 
called asthmatic phenotypes, which are the consequence of multiple distinct 
pathophysiological mechanisms. The most common asthma phenotype is allergic asthma, of 
which house dust mites are one of the main pneumallergens. The heterogeneity of this 
pathology requires a comprehensive approach including fundamental work and  translational 
clinical approach. These two approaches have been developed in this thesis.  
 

In the first part, the involvement of an innate immunity receptor, the Nod1 receptor, in 
house dust mite allergic asthma was investigated. This receptor recognizes fragments of 
bacterial peptidoglycans and participates in the immune response. It is also involved in the 
regulation of the digestive microbiota. In Nod1-/- mice, the mite-induced asthmatic allergic 
parameters are reduced compared to wild type mice. This attenuation of the allergic 
asthmatic response is not linked to a change in the digestive flora of Nod1-/- mice. In contrast, 
mite extracts contain microbial flora, mainly composed of gram-negative bacillus, capable of 
directly activating the Nod1 receptor in the epithelium of the respiratory tract. This activation 
contributes to the exacerbation of the allergic asthmatic response induced by house dust 
mites and offers a new therapeutic perspective in the treatment of allergic asthma to house 
dust mites.  

 
The second part of this work is devoted to the functional impact of mucus plugs 

present in the airways of asthma patients according to their smoking status using previously 
developed tools. The presence of mucus plugs was common regardless of the smoking 
status of the asthmatics. An inverse correlation was found between the number of lung 
segments with at least one mucus plug and airway obstruction. This clinical feature was 
correlated with the percentage of eosinophils in the sputum. In patients with a history of 
smoking, the presence of airway obstructions was correlated with the percentage of 
neutrophils. Mucus plugs appear to be a marker of asthma severity and are correlated with 
different types of bronchial inflammation depending on smoking status.  

 
This PhD has helped advance fundamental and clinical-functional knowledge in 

asthma. These results invite further investigations in these different fields.  
 

Keywords: Asthma, Allergies, House Dust Mites, NOD1, Peptidoglycans, Mucus plugs 
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Introduction  

I. L’asthme allergique  
 

L’asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes associant des 

symptômes respiratoires évocateurs et des critères fonctionnels respiratoires. Les 

symptômes évocateurs d’un asthme ne sont pas spécifiques de la pathologie. Ils sont le plus 

souvent des sifflements expiratoires, une toux ou une dyspnée. Ces symptômes varient au 

cours du temps et peuvent être déclenchés par des expositions environnementales comme 

les allergènes, des infections ou la pollution. L’absence de spécificité de ces symptômes  

nécessite la mise en évidence de critères fonctionnels respiratoires associés pour poser le 

diagnostic. Sur le plan fonctionnel respiratoire, l’asthme est caractérisé par une variabilité 

des débits expiratoires étant le plus souvent mis en évidence au décours d’une 

spirométrie (1).  

a. L’asthme : une problématique de santé publique 

 

L’asthme est l’une des pathologies chroniques non contagieuses les plus répandues à 

l’échelle mondiale et toucherait environ 334 millions de personnes. L’incidence annuelle 

mondiale est estimée à 75 000 cas (2). Les projections épidémiologiques prédisent une 

augmentation de 100 millions de patients en plus d’ici à 2025 (3). La prévalence de cette 

pathologie évaluée sur un questionnaire d’auto déclaration du diagnostic d’asthme posé par 

un médecin est de 4.3 % (95 % CI 4,2-4,4) avec une importante variation de cette estimation 

entre les pays à faibles ou forts revenus par habitant. (4).  

A partir des années 1990, des études épidémiologiques ont évalué la prévalence mondiale 

de l’asthme. Ces travaux ont mis en évidence une disparité de la prévalence de cette 

pathologie  à travers le monde dans les populations pédiatriques (5) et adultes (6). A titre 

d’exemple, aux Etats-Unis, la prévalence de l’asthme est passée de 3,6 % en 1980 à 5,8 % 

en 2003 (7).  Une disparité spatiale de la distribution de cette pathologie a également été 

mise en évidence. En effet, la prévalence de l’asthme est plus élevée dans les pays à haut 

revenu par habitant tel que l’Australie (21,0 %) et plus faible dans les pays où les revenus 

sont plus faibles comme la Chine (0,2 %) (Figure 1 et 2) (4).  

Cette disparité de distribution est particulièrement retrouvée dans les populations 

pédiatriques présentant des symptômes évocateurs d’asthme avec une prévalence allant de 

2,8% en Indonésie à 37,6% au Costa Rica chez les sujets âgés de 6 à 7 ans (8).  

De plus, la cinétique de la prévalence asthmatique varie également en fonction du pays 

considéré.  Dans les pays à haut revenu cette dernière est élevée mais stable voire en 
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décroissance dans certains pays alors qu’elle continue à augmenter dans les pays à moyen 

ou faible revenu par habitant (9). 

Cette inégalité de distribution géographique mondiale est également confirmée à une échelle 

locale avec une prévalence plus faible dans un environnement rural par rapport à un 

environnement urbain au sein d’un pays comme la Chine (10). Cette disparité suggère un 

impact de l’environnement dans la pathogénèse asthmatique. Ce point sera spécifiquement 

discuté dans un prochain paragraphe. 

La prévalence varie également en fonction du genre. Dans l’enfance, le risque de 

développer un asthme chez les garçons est plus élevé que chez les filles. Cependant, 

pendant et après l’adolescence, les femmes sont plus atteintes que les hommes (3). Après 

l’âge de 35 ans, l’asthme est 20 % plus fréquent chez les femmes que chez les hommes 

avec une incidence plus forte d’asthme non allergique (11). 

Les cinétiques de la prévalence de l’asthme et d’autres pathologies allergiques tels que la 

rhino conjonctivite allergique ou l’atopie, ont des évolutions discordantes selon les pays 

considérés. Au Royaume-Uni (12) et en Australie (13), la prévalence de la positivité des tests 

cutanés et de l’asthme sont toutes les deux en augmentation alors qu’en Allemagne (14) et à 

Hong Kong (15) l’augmentation des prick tests n’est pas associée à une augmentation de la 

prévalence de l’asthme.  

 

 

 

 

 

 

 

Cependant, l’estimation et l’évolution de la prévalence de la pathologie asthmatique doit être 

considérée avec prudence compte tenu des difficultés diagnostiques de l’asthme et des 

critères pris en compte pour retenir le diagnostic. Par exemple, dans la population adulte, la 

prévalence de l’asthme est respectivement estimée à 4,3 %, 4,5 %, et 8,6 % en fonction des 

définitions utilisées : question d’auto-déclaration d’un asthme diagnostiqué par un médecin, 

asthme clinique ou traité comme tel ou antécédents d’épisodes de sifflements respiratoires 

(4). L’exhaustivité de ce type de recueil repose sur la reconnaissance des symptômes par la 

Figure 1: Tendance évolutive de la prévalence de l’asthme en fonction du produit intérieur 
brut des pays. 
La prévalence de l’asthme semble atteindre un plateau dans les pays ayant un produit intérieur 
brut élevé alors que cette prévalence est toujours croissante dans les pays à PIB moyen ou faible.  
(Bousquet et al., 2005) 
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population et le corps médical. Elle pourrait être sous estimée dans les pays où l’information 

et l’accès aux soins sont moins disponibles.  

En dépit des limitations présentées ci-dessus, la prévalence et la sévérité de l’asthme sont 

responsables d’une importante morbi-mortalité et d’un coût socio-économique significatif 

pour la société. 

Concernant la morbidité liée à l’asthme, cette pathologie est classée en 2016 comme étant la 

16ème  étiologie d’années de vie avec une incapacité, et la 28ème cause de charges liées aux 

pathologies évaluées par les années de vie corrigées de l'incapacité sur les 328 pathologies 

recensées (2). En dépit d’une prévalence plus faible dans les pays ayant un produit intérieur 

brut bas, le contrôle de l’asthme est sous optimal (10) et responsable d’une importante 

mortalité évitable, le plus souvent par un manque d’accès à un traitement de fond (3). En 

Europe, plus précisément en Italie, le coût moyen global de la prise en charge d’un patient 

asthmatique est estimé à 1 260 euros par  an. Le coût moyen des traitements, stratifié sur la 

sévérité de l’asthme, est multiplié par un facteur 4 entre les patients ayant un asthme 

intermittent par rapport aux patients ayant un asthme sévère passant de 720 euros à 3328 

euros par an et par patient (16). Aux Etats-Unis en 2013, le coût global de l’asthme a été 

estimé à 81.9 billions de dollars. Ces coûts sont en augmentation depuis 2002 (17). Sur la 

période de 2008 à 2013, l’asthme aurait été responsable de coûts liés à des arrêts de travail, 

de coûts médicaux ou liés à une mortalité de respectivement 3 billions, 50.3 billions et 29 

billions de dollars (18) et représenterait la troisième cause d’hospitalisation pour les moins de 

18 ans en 2003 (7). 

La morbi-mortalité et les coûts socio-économiques sont en grande partie générés par les 

patients asthmatiques non contrôlés malgré une pression thérapeutique maximale (16,19). 

Ces patients sont, par définition, des asthmatiques sévères et représentent environ 5 à 10 % 

des patients asthmatiques (19,20). Les patients asthmatiques sévères ont une altération de 

leurs qualité de vie, une augmentation du nombre d’hospitalisations et d’effets secondaires 

liés à la corticothérapie systémique comparativement aux patients ayant un asthme contrôlé 

(21).  

En France en 2012, la prévalence de l’asthme chez l’adulte était estimée à 7,4% de la 

population âgée de plus de 15 ans (22). Chez les enfants d’âge scolaire, la prévalence de 

l’asthme était de 11 % en 2012-2013 ce qui représentait une augmentation par rapport à 

2005 (23). De façon cohérente avec les données internationales, l’asthme était associé à un 

faible niveau socio-économique au sein de la population adulte et pédiatrique en France 

(22,23). En 2005, 1 129 décès ont été attribués à l’asthme (24). Cette mortalité par asthme 

fatal en France est en diminution au cours des dernières décennies. L’impact médico-

économique du contrôle de l’asthme a été évalué en France. Une amélioration du contrôle 

de cette pathologie permettrait une réduction du coût de cette dernière pour la société (25).  
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La prévalence, l’incidence et les coûts médico-sociétaux liés à l’asthme ont fait 

évoquer à certains auteurs le concept d’une « « épidémie asthmatique » (26). Même si 

l’utilisation du terme épidémie est discutable et que la prévalence de l’asthme semble 

stagner dans certains pays à hauts revenus, il n’en reste pas moins que l’impact médico-

économique de cette pathologie reste majeur au niveau de la santé mondiale. Une meilleure 

compréhension de la physiopathologie asthmatique est nécessaire pour mieux appréhender 

sa complexité et développer de nouvelles pistes thérapeutiques.  

 

Dans la prochaine partie nous aborderons le diagnostic de l’asthme, ses différentes 

présentations et sa physiopathologie.  	

b. L’asthme : définition et présentations cliniques 

	
Les connaissances et les concepts développés dans le domaine de l’asthme ont subi 

plusieurs changements de paradigme depuis l’avènement des études génétiques, 

génomiques et les premiers essais cliniques utilisant des thérapies ciblées. En dépit de ces 

avancées, il n’existe pas à l’heure actuelle de « gold standard » pour le diagnostic d’asthme. 

Le diagnostic reste fondé sur une approche probabiliste en considérant une association de 

symptômes respiratoires non-spécifiques et une limitation des débits expiratoires. Le 

diagnostic est difficile compte tenu du caractère hétérogène de cette pathologie, de 

Figure 2: Evolution et disparité de la prévalence de l’asthme et des symptômes 
asthmatiques chez les enfants et les jeunes adultes selon les pays. (Eder et al., 2006) 
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l’inconstance des symptômes et de la possibilité que l’ensemble des critères ne soit pas 

retrouvable au moment de l’investigation.  

Les symptômes évocateurs d’asthme sont non spécifiques. Les plus fréquents sont la toux, 

la dyspnée, les sifflements expiratoires et la sensation d’oppression thoracique. L’absence 

de spécificité de cette symptomatologie rend nécessaire la mise en évidence d’une variabilité 

des débits expiratoires pour asseoir le diagnostic. La méthodologie la plus communément 

utilisée pour évaluer cette obstruction bronchique est la spirométrie. Une limitation des débits 

expiratoires est définie pour une mesure du volume maximal expiré en une seconde (VEMS 

ou FEV1 en anglais) rapporté sur la capacité vitale forcée (CVF ou FVC en anglais) 

inférieure à la valeur prédite pour l’âge, le sexe, la taille et l’ethnie (27).  

La variabilité des débits expiratoires peut-être explorée par différentes méthodologies. La 

plus fréquente est la mesure de la réversibilité à des broncho-dilatateurs de courte durée 

d’action. Chez l’adulte, une augmentation de 12 % du VEMS et de 200 mL ou, chez l’enfant 

une augmentation de 12 % du VEMS, 10 à 15 minutes après l’administration de β2 

mimétique de courte durée d’action définit une réversibilité des débits expiratoires (28). Des 

tests de provocation peuvent être utilisés pour objectiver cette variabilité des débits 

expiratoires. Par exemple, une chute du VEMS de 20% après une exposition directe à un 

agoniste non-sélectif des récepteurs muscariniques, la métacholine, permet de poser le 

diagnostic d’une hyper-réactivité bronchique (29). D’autres méthodologies peuvent être 

utilisées pour mettre en évidence cette variabilité, mais elles n’entrent pas dans le champ de 

cette étude.  

Chez la plupart des patients, l’asthme est contrôlé par l’administration conjointe de 

corticostéroïdes inhalés qui réduisent l’inflammation des voies aériennes conductrices et par 

l’action de broncho-dilatateurs de courte ou de longue durée d’action de type β2 

adrénergique. Cette thérapeutique permet une relaxation de la cellule musculaire lisse 

bronchique (30). Une minorité de patients, entre 5 à 10 %, présente une forme clinique 

d’asthme réfractaire aux corticostéroïdes inhalés à forte dose. Après avoir éliminé les 

diagnostics différentiels et optimisé les facteurs de non-contrôle de l’asthme, le diagnostic 

d’asthme sévère est retenu pour ces patients (20).  

L’avènement des premières immunothérapies ciblées contre la cytokine IL-5 dans l’asthme 

ont révélé de façon fracassante le caractère hétérogène de cette pathologie (31). 

L’inflammation sous tendant les symptômes asthmatiques dépend de multiples voies  

biologiques. Afin d’appréhender cette complexité, des ensembles regroupant certaines 

caractéristiques observables de la pathologie ont été mis au point. Ils constituent des 

« phénotypes ».  

L’identification de ces phénotypes peut être réalisée par les cliniciens en caractérisant des 

groupes de patients présentant les mêmes traits cliniques. Les premiers phénotypes 
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asthmatiques a été identifié en 1947 avec la description d’asthme « extrinsèque » à début 

précoce  associé à des pathologies allergiques et des asthmes « intrinsèque » à début tardif 

sans sensibilisation allergénique (32). L’étude de la cytologie des expectorations a permis 

d’identifier différents profil d’inflammation : éosinophilique, neutrophilique, mixte ou pauci-

granulocytique (33). Cette hétérogénéité de l’inflammation des voies aériennes asthmatiques 

a été confirmée par des études transcriptomiques réalisées à partir de biopsies bronchiques. 

Cette approche a permis d’identifier des profils inflammatoires de type 2 élevé (T2 High) ou 

bas (T2 Low) définissant chacun deux phénotypes asthmatiques distincts (34). Le contrôle 

du profil inflammatoire des cellules présentes dans les voies aériennes des patients 

asthmatiques est assuré par les lymphocytes T (35). Les différents sous types d’asthme sont 

associés à différents sous types de lymphocytes. Les CD4+ de type Th2 prédominent dans 

l’asthme allergique éosinophilique (36) alors que l’association de cellules de type Th1 et 

Th17 sont retrouvées dans l’asthme neutrophilique (37). 

La méthodologie pour identifier et regrouper les caractéristiques des patients asthmatiques a 

évolué avec le temps. Une approche statistique systématique non biaisé par analyse en 

cluster a émergé à partir de cohortes multicentriques aux Etats-Unis et en Europe (19,38). 

Ces études ont identifié de nombreux phénotypes dont les plus couramment décrits sont : 

l’asthme précoce avec sensibilisation allergique, l’asthme éosinophilique de début tardif non 

allergique, l’asthme tardif avec inflammation neutrophilique et limitation des débits 

expiratoires fixé (19). Les voies biologiques sous-tendant les phénotypes sont appelées 

endotypes. Ces derniers se caractérisent par une multitude d’interactions entre l’hôte, ses 

expositions environnementales,  ses susceptibilités génétiques, la présentation clinique et 

une réponse spécifique aux différentes thérapeutiques (39,40). Pour la suite de ce travail, 

nous allons nous concentrer sur le phénotype asthmatique le plus fréquent et le mieux 

décrit : l’asthme allergique éosinophilique.  

c. Physiopathologie de l’asthme allergique 

i. Pathogénèse de l’asthme  

	
Sur le plan physiopathologique, l’asthme se caractérise par une obstruction et un 

rétrécissement des voies aériennes responsables des symptômes perçus par le patient. Les 

déterminants de l’obstruction des voies aériennes asthmatiques sont nombreux : 

l’inflammation bronchique, l’œdème épithélial, l’influx de cellules inflammatoires 

(éosinophiles, neutrophiles, mastocytes) et le remodelage bronchique (9,41). Cette réduction 

du calibre des voies aériennes est variable dans le temps. Cette réversibilité est liée à 
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l’hyper-réactivité bronchique en réponse à différentes stimulations. La cellule musculaire 

lisse bronchique asthmatique a tendance à se contracter pour des stimuli non spécifiques tel 

que l’air froid, l’exercice ou les allergènes (42). Cette contraction est amplifiée par une co-

localisation avec les cellules mastocytaires (43) et par la transduction d’un stress mécanique 

(44) qui induit une réduction de la lumière des voies aériennes. L’administration d’un 

broncho-dilatateur de courte durée d’action de type bêtamimétique permet une relaxation de 

la cellule musculaire lisse (45). Certains patients présentent une obstruction persistante des 

voies aériennes malgré une corticothérapie inhalée à forte dose et l’administration de 

broncho-dilatateur.  Cette obstruction persistante est multifactorielle et s’inscrit dans un 

processus de remodelage des voies aériennes (41). Ce mécanisme implique de profondes 

modifications de l’architecture des bronches dont les déterminants et l’impact fonctionnel 

respiratoire seront discutés plus loin dans ce document.    

La pathogénèse de l’asthme se caractérise par une inflammation des voies aériennes 

conductrices et un remodelage des voies aériennes. Les caractéristiques de ces deux 

composantes varient en fonction de l’endotype asthmatique et aboutissent in fine à des 

phénotypes asthmatiques différents. Dans ce travail, nous nous focaliserons sur 

l’inflammation de type 2 dans l’asthme allergique.  

ii. L’inflammation de type 2 dans l’asthme  

	
L’inflammation dans les voies aériennes conductrices est une des caractéristiques  

cardinale de l’asthme. L’inflammation de type 2 est retrouvée chez approximativement la 

moitié des patients (36) soit chez environ 50 % des asthmatiques à l’âge adulte et plus de 80 

% des enfants asthmatiques (9).  

L’inflammation de type 2 est un modèle de réponse inflammatoire caractérisée par la 

sécrétion des cytokines prototypique IL-4, IL-5, IL-13 et dont l’éosinophile est la cellule 

inflammatoire archétypale  (46). Néanmoins, l’inflammation de type 2 implique d’autres types 

cellulaires tels que les mastocytes, les neutrophiles, les monocytes et les macrophages (47). 

Ce type d’inflammation résulte d’une activation du système immunitaire inné, via les cellules 

lymphoïdes innées de type 2 (ILC2) ainsi que de l’immunité adaptative via les lymphocytes T 

CD4+ (48).  

Plusieurs phénotypes asthmatiques ont été associés à l’inflammation de type 2 (49).  

Les patients asthmatiques peuvent être dichotomisés en patients avec inflammation 

T2  « high » ou « low » en fonction de la présence ou de l’absence de marqueurs de 

l’inflammation de type 2. Le phénotype T2 « high » est caractérisé par une hyper-

éosinophilie, sanguine et/ou bronchique associée à une augmentation de bio-marqueurs 

spécifiques d’une inflammation de type 2 tel que la périostine et la fraction exhalée de 
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monoxyde d’azote (FeNO) (50–52). Une signature d’inflammation T2 « high » ou « low » a 

également été mise en évidence par analyse de l’expression génique sur des expectorations 

induites (53) ou sur des biopsies bronchiques de patients asthmatiques (54).  

Dans l’asthme de type T2 « high » (36) et dans l’asthme allergique (55), l’initiation de la 

réponse immune de type 2 débute par le relargage d’IL-25, l’IL-33 et de Thymic stromal 

lymphopoietin (TSLP) par l’épithélium respiratoire (Figure 3 et 4). Ces cytokines sont 

regroupées sous le nom d’alarmines épithéliales. Elles participent à l’activation en aval des 

lymphocytes T et des ILC2s (38,49).  

L’IL-33 appartient à la famille des cytokines IL-1. Suite à une agression cellulaire ou à un 

processus de mort cellulaire, l’IL-33 est libérée et se fixe sur son récepteur ST2 à la surface 

des cellules du système immunitaire. Cette reconnaissance induit la production de cytokines 

pro-inflammatoires et une réponse inflammatoire T2 médiée (56). L’action conjointe de l’IL-

25 et de l’IL-33 sur les lymphocytes T naïfs conduit à une différenciation de type Th2 (57). Le 

TSLP promeut un environnement de type Th2 en activant les cellules dendritiques (38).   

Les ILC2s ne possèdent pas de récepteurs antigène spécifique, mais comme les cellules 

Th2, elles réagissent aux alarmines épithéliales (42,58). Ces cellules se développent à partir 

de progéniteurs lymphoïdes communs en réponse à l’IL-7 et l’IL-33 de façon dépendante du 

facteur de transcription GATA-3 et ROR-α. L’activation des ILC2 est renforcée par une 

stimulation par l’IL-25 et  l’IL-33 produits par une agression épithéliale (59).   

Ainsi, chez des souris RAG déficientes, c’est à dire ne produisant pas de cellules 

lymphocytaires T ou B matures, l’exposition à certains allergènes comme les acariens ou un 

champignon (Alternaria alternata) conduit à une éosinophilie des voies aériennes et la 

production de cytokine de type 2 indépendamment de la réponse immune adaptative (42,60). 

L’activation des ILC2s qui participent à leur tour à la production de cytokines de type 2 telles 

que IL-5 IL-9, IL-13 et amplifie la réaction inflammatoire de type 2 (61) (Figure 4). Des 

travaux établissent que les ILC2s pourraient également indirectement participer à la réponse 

allergique. L’agression tissulaire générée par les protéases contenues dans certains 

allergènes, comme A. Alternata, conduit à la libération d’IL-33 par l’épithélium respiratoire. 

Cette cytokine active ensuite les ILC2s qui secondairement induisent une hyper-éosinophilie 

et une hyper-réactivité bronchique (60). L’IL-5 qui est  impliquée dans le recrutement et 

l’activation des éosinophiles, induit la production de mucus et la contraction des cellules 

musculaires lisses. La cytokine IL-13 participe à la contraction musculaire lisse bronchique, à 

la production de mucus et au remodelage des voies aériennes (45). Les biomarqueurs 

utilisés pour identifier les phénotypes T2 élevés, tels que le FeNO ou la périostine, sont 

essentiellement produits par les cellules épithéliales exprimant le récepteur IL-4Ra et 

répondant à l’IL-4 et l’IL-13 (50,51). Les cytokines archétypales de type 2 et les éosinophiles 

interagissent et participent avec d’autres cellules dans la réaction allergique asthmatique.  
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iii. Inflammation allergique  asthmatique 

 

L’asthme allergique est caractérisé par une inflammation de type 2 associée à une 

sensibilisation allergénique définie par un test cutané positif à un extrait d’allergène ou la 

présence d’IgE spécifiques dirigées contre un allergène protéique (42). La réponse 

allergique se décompose en deux étapes successives : une phase de sensibilisation 

asymptomatique puis une phase effectrice après réexposition au même allergène. 

L’exposition à un allergène chez les sujets non atopique induit une production d’IL-10 par les 

cellules dendritiques aboutissant in fine à un induction de tolérance et la génération de 

cellules régulatrices (62). Au niveau de l’épithélium des voies aériennes et de la sous-

muqueuse, des cellules présentatrices de l’antigène (et de l’allergène), les cellules 

dendritiques, sont présentes.  

Les cellules dendritiques ont la capacité de capter les allergènes dans les voies aériennes, 

de les dégrader en peptides de petite taille puis de les présenter au LT naïfs via le complexe 

majeur d’histocompatibilité de type II et de classe I (CMH de type II et I) (35). La captation de 

l’allergène au niveau de l’épithélium respiratoire est un processus actif. Des interactions de 

co-stimulation entre ces cellules sont également nécessaires au sein des ganglions 

lymphoïdes pour une réaction allergique efficiente (63). Ces interactions aboutissent à la 

polarisation des LTs naïfs en LT de type Th2 qui participent à leur tour à la synthèse de 

cytokines prototypiques de l’inflammation de type T2 telles que IL-3, IL-5, IL-9, IL-13 et la 

synthèse de granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF). La polarisation 

des cellules Th2 CD4+ est dépendante de l’IL-4 ou de l’IL-13 qui activent la phosphorylation 

du facteur de transcription GATA3 et du facteur de transcription STAT6 (35,64). L’ensemble 

de ces médiateurs inflammatoires participe et amplifie la réponse inflammatoire de type 2 

(65) (Figure 3 et 4).   

Les aéro-allergènes les plus communs, comme les acariens ou les moisissures, ont la 

capacité d’altérer l’intégrité de la barrière épithéliale et de facilité la reconnaissance des 

allergènes par les cellules dendritiques (66) (Figure 3). De plus, les acariens ont la capacité 

d’amplifier la réponse immune initiée par les cellules dendritiques via l’activation de 

récepteurs de l’immunité innée comme le TLR4 et les récepteurs aux lectines exprimés par 

les CDs et les cellules épithéliales (Figure 3) (67).  

Suite à ce premier contact, les CDs quiescentes évoluent et expriment de nouveaux 

marqueurs de co-stimulation permettant l’établissement d’un contact étroit entre ces 

dernières et les lymphocytes T naïfs (68). La synthèse d’IL-4 par les LT de type Th2 induit 

une commutation de classe vers les IgE et la production d’IgE spécifiques dirigées contre 

l’antigène (69). Cette commutation de classe des IgE est un prérequis pour l’atopie. Les IgE 

spécifiques se fixent sur les récepteurs membranaires de haute affinité FcεR1 des 
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mastocytes et favorisent la reconnaissance de l’allergène suite à une seconde exposition 

(35) 

Après cette phase de sensibilisation asymptomatique, une réexposition à cet 

allergène conduit au déclenchement d’une réponse inflammatoire allergique IgE médiée. Les 

IgE spécifiques présentes à la surface des mastocytes, des basophiles et des CDs vont 

reconnaître l’allergène. Cette phase effectrice se décompose en deux étapes : une phase 

précoce puis tardive. Dans les 5 à 90 minutes qui suivent l’exposition, la reconnaissance par 

les récepteurs IgE de haute affinité localisés sur les mastocytes et les basophiles du 

complexe allergène-IgE induit une dégranulation et le relargage de médiateurs pro-

inflammatoires tels que l’histamine, la sérotonine, de prostaglandine D et de leucotriènes C 

(70). Ces substances vont provoquer une broncho-constriction aigüe médiée par les 

mastocytes. Cette phase est suivie d’une seconde réponse tardive liée à l’infiltration et 

l’activation de cellules innées dont les éosinophiles conduisant à une amplification de 

l’inflammation via la production de cytokine de type 2 et de leucotriènes (71). Cette réponse 

effectrice en deux étapes ne s’applique que pour les exacerbations déclenchées par une 

exposition à un allergène (72).  

En réponse à un stimulus allergénique déclenché par la reconnaissance de l’allergène par 

son IgE spécifique, l’inflammation est amplifiée et orchestrée par les cytokines de type 

2  comme  l’IL-4, IL-5, IL-13 (Figure 4).  

Ainsi, l’inhibition ou la déficience en IL-4, IL-5 et IL-13 est associée à une réduction des 

caractéristiques cardinales de l’asthme comme l’éosinophilie sanguine et pulmonaire, 

l’hyper-réactivité des voies aériennes, la production de mucus et le remodelage des voies 

aériennes dans des modèles murins d’asthme induit à l’ovalbumine (73–75).  

L’asthme allergique est souvent associé à des comorbidités comme la dermatite atopique, la 

rhino-conjonctivite allergique et les allergies alimentaires (76). Par exemple, l’atopie est 

retrouvée chez environ 50 à 60 % des adultes et des enfants asthmatiques (77). La 

survenue séquentielle et graduelle de symptômes allergiques a été décrite chez les enfants 

sous le nom de « marche atopique ». La pathologie débute par une sensibilisation 

allergénique souvent associé à un eczéma au cours des premières années de vie puis 

secondairement d’une rhinite allergique pouvant évoluer vers un asthme (78).  
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L’inflammation allergique et l’inflammation de type 2 sont des déterminants importants de 

l’asthme allergique et de sa sévérité. L’histoire naturelle des maladies inflammatoires 

chroniques des voies aériennes est marquée par un changement structurel de la paroi. Cette 

modification de l’architecture implique de multiples caractéristiques regroupées sous le terme 

de remodelage bronchique (RB) (79). Dans la prochaine partie, nous allons définir ce 

processus puis se focaliser plus spécifiquement sur l’hypersécrétion de mucus et son impact 

fonctionnel.  

 

Figure 3: Rôles des cellules épithéliales (CE) des voies aériennes dans l’induction d’une 
réponse allergique asthmatique par les cellules dendritiques. 
L’exposition de l’épithélium respiratoire à des aéro-allergènes, comme les acariens, active les 
récepteurs de l’immunité innée des cellules épithéliales et des CDs. L’activation des PPR au 
niveau de la CE conduit à la synthèse de chimiokines (CCL2, CCL20), de β-defensines participant 
au recrutement de progeniteurs des cellules dendritiques dans le poumon. Les CEs produisent 
également des cytokines et des signaux de danger (ATP, Acide urique) qui participent à la 
maturation des pré-CDs en cCDs-CD11b+ activés. L’activation directe des cDCs est favorisée par 
l’altération de l’intégrité de l’épithélium respiratoire, via le clivage des jonctions serrées, par les 
protéases présentes dans les allergènes. Les CDs matures migrent ensuite vers les ganglions de 
drainage lymphatique ou elles interagissent avec les cellules T naïves en les différenciant en 
cellules Th2, Th17 et en ThFH (Follicular helper). Cette sous-catégorie de cellules favorise ensuite 
la différenciation des LB en plasmocytes et la synthèse d’IgE totales et spécifiques.  
NOD1/2 : nucleotide oligomerization domain, PAR-2 : protease activated receptor 2 
(Lambrecht et al., 2015) 
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Figure 4 : Rôles respectifs des lymphocytes Th2 et des ILC2s dans deux phénotypes 
asthmatiques distincts : l’asthme allergique éosinophilique et l’asthme non allergique 
éosinophilique.  

• A gauche, dans l’asthme allergique, la cellule dendritique capte au niveau de la lumière de 
l’épithélium bronchique l’allergène puis le présente au LT naïf. Chez les sujets atopiques, cette 
présentation va aboutir à une polarisation Th2 et la production de cytokines IL-4, IL-13 et IL-5 
aboutissant respectivement  au switch de classe vers les IgE, une hyper-réactivité bronchique 
et la survie des PNE.  

• A droite, dans l’asthme éosinophilique non allergique, l’inflammation de type 2 n’est pas 
dépendante de la réponse immune adaptative. Les alarmines sécrétées par l’épithélium 
respiratoire induisent la prolifération des ILC2s. Ces cellules de l’immunité innée synthétisent 
de l’IL-4 et de l’IL-13 indépendamment de la présence d’un allergène. La synthèse de ces 
cytokines aboutit à une éosinophilie et une hyper-réactivité bronchique.  

MHCII : complexe majeur d’histocompatibilité de type II, TSLPR : récepteur pour le TSLP, NKT : cellule 
tueuse naturelle T. (Lambrecht et al., 2015 adapté de Brusselle and al., 2013)	

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

iv. Remodelage des voies aériennes  

 
L’asthme est caractérisé sur le plan histopathologique par une inflammation des voies 

aériennes conductrices et une modification anormale de la structure de la paroi bronchique. 

L’épaississement de la paroi bronchique est la principale caractéristique du remodelage 

bronchique dans l’asthme. Le remodelage bronchique (RB) est défini par une altération de 

l’épithélium des voies aériennes conductrices, une hyperplasie des cellules caliciformes, une 

fibrose sous épithéliale associée à une modification de la composition de la matrice 
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extracellulaire, une augmentation des cellules musculaires lisses bronchiques et un 

développement de la vascularisation bronchique (80).   

 Dans le RB asthmatique, l’intégrité de épithélium bronchique est altérée avec une 

desquamation des cellules épithéliales (41). L’épithélium respiratoire est hyperplasique avec 

une augmentation du nombre de cellules caliciformes et une réduction du nombre de cellules 

ciliées. Il en résulte une altération de l’intégrité des jonctions serrées,  une altération des 

mécanismes de réparation et une réduction de l’efficacité du transport muco-ciliaire. Cette 

perte d’intégrité de l’épithélium augmente l’exposition des cellules immunes avec des 

substances inhalées et favoriserait la sensibilisation allergique (81). L’hyperplasie de cellules 

productrices de mucus  est associée à une augmentation de la production et du stockage 

des mucines (82).  

L’épaississement de la membrane basale réticulaire, ou lamina-reticularis, est une des 

caractéristiques cardinales du remodelage bronchique. Il est secondaire à une accumulation 

de protéines de la matrice extracellulaire comme le collagène, la fibronectine ou les 

protéoglycanes (41). Cette tendance est accrue dans l’asthme sévère par rapport à l’asthme 

modéré ou à la BPCO (83).  

Un dépôt accru de collagène de type I, III, V ainsi que de la fibronectine et de la tenascin C a 

été observé dans la lamina-reticularis de biopsies bronchiques de patients asthmatiques 

(84,85). A contrario dans la membrane basale, la lamina densa et  la lamina rare sont 

principalement composées du collagène IV qui n’est pas augmenté chez les asthmatiques. 

Ces protéines extracellulaires sont produites par des cellules de structure : les fibroblastes et 

les myofibroblastes en réponse aux signaux épithéliaux (86). Cette synthèse accrue de 

protéines extracellulaires est favorisée par une modification du phénotype de fibroblastes en 

myo-fibroblastes, une différenciation épithélio-mésenchymateuse et un environnement 

cytokinique pro-inflammatoire incluant le TGF-β (41).  

Le RB est aussi associé à une augmentation du nombre (hyperplasie) et de la taille des 

cellules musculaires lisses bronchiques (hypertrophie) (87). Les caractéristiques contractiles 

de ces cellules sont modifiées avec une hyper-contractilité notamment amplifiée par la co-

localisation avec les mastocytes (43).  

Ces remaniements affectent également le système vasculaire avec une augmentation du 

nombre et du calibre des vaisseaux (88). Cette néo-vascularisation pourrait faciliter le 

recrutement de cellules inflammatoires (89).  
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Le RB est un processus complexe et multifactoriel (Figure 5). L’inflammation 

allergique et asthmatique implique de nombreuses cellules du système immunitaire (les 

éosinophiles, les neutrophiles, les mastocytes) et des cellules de structure (les cellules 

épithéliales, endothéliales ou les fibroblastes). L’inflammation de type 2, via ses cytokines 

archétypales l’IL-13 et IL-4, participe à la production de mucus et à la métaplasie glandulaire 

de l’épithélium respiratoire (90). Les éosinophiles contiennent également de nombreuses 

molécules susceptibles de participer au remodelage des voies aériennes en particulier via la 

production de TGF-β (91). Ces cellules seraient l’une des principales sources de TGF-β dans 

l’asthme (91). Cette cytokine participe, entre autres, à la prolifération et la régulation des 

fibroblastes produisant les protéines de la matrice extra-cellulaire ainsi qu’à la production de 

mucines (92). Les interactions entre le remodelage bronchique et l’inflammation de type 2 

sont extrêmement complexes et sommairement résumées dans la figure 5.  

Néanmoins, le RB, n’est pas uniquement identifié comme une conséquence de 

l’inflammation de type 2. Elle peut également être associée à des endotype de type non T2, 

en particulier en cas d’inflammation neutrophilique et/ou Th17 (93). De plus, le RB, évalué 

par une augmentation de la masse musculaire lisse bronchique, peut-être retrouvé en amont 

Figure 5: Interactions entre le remodelage bronchique asthmatique et l’inflammation de type 
2 et Th2 
L’exposition de l’épithélium bronchique à des agressions (allergènes, microbes, stress mécanique) 
induit la libération d’alarmines épithéliales. Ces médiateurs conduisent à une activation des ILC2s 
et/ou une polarisation par les CDs d’une réponse Th2 aboutissant à la production de cytokines de 
type 2. Les PNEs sont recrutés au niveau de l’espace sous épithélial et agissent de concert avec 
l’épithélium endommagé pour induire une activation et une transformation des fibroblastes, une 
synthèse des protéines de la matrice extra-cellulaire et une prolifération/hypertrophie des cellules 
musculaires lisses. Cet environnement inflammatoire de type 2 promeut la sécrétion de mucus, 
l‘activation des CML et de l’angiogenèse. Un processus pro-fibrotique est initié via un déséquilibre 
entre les facteur pro-fibrosant (en bleu) et anti-fibrosant (en rouge). Les cibles thérapeutiques 
susceptibles d’intervenir dans cette cascade pro-fibrotique sont identifiées en jaune. (Guida and 
A.M. Riccio., 2013) 
Abréviations : a-IL-13 pour: anti IL-13, idem pour les autres cibles thérapeutiques, mRNA= : ARNm 
messager  
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d’une inflammation bronchique asthmatique chez les enfants d’âge scolaire présentant des 

sifflements (94). Ces données suggèrent que le RB ne serait pas uniquement une 

conséquence de l’inflammation.  

L’ensemble des modifications associées au remodelage bronchique aboutit, entre autres, à 

la réduction de la lumière des voies aériennes notamment via la synthèse accrue de mucus 

et sa stagnation (Figure 6). Cette amputation de la lumière des voies aériennes est 

responsable d’une partie de la symptomatologie ressentie par les patients.   

L’hyperproduction de mucus est une des caractéristiques de l’asthme dépendante à la fois 

de l’inflammation bronchique et du remodelage bronchique. Nous allons aborder dans la 

prochaine partie les déterminants de cette production de mucus ainsi que son impact 

fonctionnel.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

v. Hyperproduction de mucus dans l’asthme et ses conséquences 

fonctionnelles 

	
Le rôle du mucus et de la clairance mucociliaire est la protection et le drainage des 

voies aériennes respiratoires. Le maintien des voies aériennes non obstruées et indemnes 

d’infection est dépendant des battements ciliaires et des propriétés physico-chimiques du 

mucus (90). Au niveau des bronches, la couche de mucus capte les particules inhalées et 

Figure 6 : Les modifications de l’histologie bronchique chez les asthmatiques sévères 
conduisent à une réduction de la lumière des voies aériennes comparativement aux sujets 
sains 
La figure C représente une section transversale de bronche d’un sujet sain. La figure D représente 
une section transversale d’une bronche d’un patient asthmatique sévère. Elle comporte 
l’ensemble des caractéristiques secondaires à un RB: augmentation de l’épaisseur de la 
membrane basale, hypertrophie des cellules musculaires lisses, fibrose sous épithéliale, 
hyperplasie des cellules caliciformes. L’ensemble de ces caractéristiques altère la perméabilité 
des voies aériennes chez les sujets asthmatiques avec une réduction de la lumière bronchique et 
participe à la formation de bouchons de mucus. (D’après Wadsworth et al., 2011).  
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contribue à leur expulsion. Le mucus est physiologiquement composé de 97 % d’eau et de 3 

% de solide comprenant des mucines, des protéines non muciniques, de l’ADN, des ions, 

des lipides et des débris cellulaires (95). Les mucines sont des protéines hautement 

glycosylées. Dans les voies aériennes humaines, il existe trois types de mucines : avec un 

domaine transmembranaire attaché à la surface des cellules (MUC1, MUC4, MUC16, 

MUC20), sécrétées ne polymérisant pas et sécrétées polymérisant sous forme de gel 

(MUC5B, MUC5AC). Ces deux dernières mucines sont les plus abondamment sécrétées 

dans les voies aériennes chez l’Homme et la souris (90,95). Les propriétés viscoélastiques 

du mucus sont assurées par MUC5B et MUC5AC via leur organisation en maillage réticulé. 

Les monomères de mucines peuvent former via des ponts disulfures entre leurs parties N 

terminale et C terminale une polymérisation « linéaire ». Des liaisons disulfures collatérales 

entre les mucines sont également possibles via la présence de résidus cystéines au sein du 

polymère. Ces ponts disulfures collatéraux forment l’organisation réticulée (96). Cette 

structure confère les propriétés visco-élastiques du mucus. La rupture des ponts disulfures 

par la N-acétyl-cystéine réduit la viscosité et l’élasticité du mucus (97) alors que 

l’augmentation des ponts disulfures via l’oxydation des résidus cystéines augmente ces 

paramètres (98,99).  

La physiopathologie de l’asthme est associée à une hyper production de mucus et une 

altération qualitative de la composition du mucus (82). Dans l’asthme allergique, 

l’inflammation de type T2 participe activement à la promotion et la persistance d’une 

hyperproduction de mucus (82). Chez les sujets sains, MUC5AC est produit par les cellules 

caliciformes dans les voies aériennes proximales. À l’inverse, MUC5B est synthétisée à la 

fois par les cellules sécrétoires épithéliales de surface et par les glandes sous-muqueuses 

(100). Au cours d’une métaplasie glandulaire allergique, la production totale de mucines 

augmente, mais dans des proportions différentes. La production de MUC5AC s’accroît d’un 

facteur 40 à 200 fois par rapport au niveau basal dans les mêmes cellules synthétisant 

MUC5B chez l’Homme et la souris (50,101,102). Parallèlement dans un modèle murin 

comparable, Muc5B est régulée à la hausse d’un facteur 3 à 10 (103,104). Une 

augmentation de MUC5B dans l’asthme ou après exposition à la fumée de cigarette a 

également été retrouvée (105,106). Il en résulte une augmentation globale de la production 

de mucines et une modification du ratio MUC5AC/MUC5B. L’inversion de ce ratio a été 

retrouvée chez l’Homme (107,108) et dans les modèles murins d’asthme (82). 

L’accroissement du ratio MUC5AC/MUC5B affecte les propriétés visco-élastiques du mucus 

et altère le transport mucociliaire en restant accroché au collet des glandes sous-muqueuses 

des patients asthmatiques (107).  

La synthèse de mucine, et notamment de MUC5AC, est finement régulée. Différents stimuli 

inflammatoires participent à l’augmentation de la production de mucus. Dans le cadre de 
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l’asthme allergique, l’IL-13 est un puissant inducteur de la synthèse de MUC5AC chez 

l’Homme (109) et la souris (110). Les cytokines IL-4, IL-9, IL-17 participent également à la 

régulation à la hausse de cette mucine (111). L’inflammation par le biais de l’IL-1β ,(112), 

des infections virales (113) et de l’exposition à l’acroléine ,contenue dans la fumée de 

cigarette (114) sont impliqués dans la production de MU5AC.  

Le mucus des voies aériennes de sujets sains comporte 3 % de solide et à la 

consistance d’un blanc d’œuf cru. L’augmentation de la concentration de solide au sein du 

mucus, dont principalement des mucines, est responsable d’une augmentation de 15 % de la 

viscosité et de l’élasticité du mucus. L’augmentation de la viscosité du mucus altère 

l’écoulement du mucus au sein des voies aériennes. Une élasticité accrue rend la toux moins 

efficace (115).   

Ainsi, les changements de la composition du mucus chez les asthmatiques modifient les 

caractéristiques rhéologiques de ce dernier. Les expectorations d’asthmatiques au cours 

d’une exacerbation de l’asthme présentent une augmentation du moduli elastic (G’) et du 

moduli visqueux (G’’) comparativement aux sujet sains (116).  

L’impact clinique et fonctionnel de cette hyperproduction de mucus est suspecté depuis de 

nombreuses années. Depuis les années 1960, les autopsies de patients décédant d’un 

asthme aigu fatal ont révélé la présence de nombreux bouchons de mucus obstruant les 

voies aériennes (117,118). L’analyse de la composition de ces bouchons muqueux a révélé 

une composition faite de 25 % de mucines et <1 % d’ADN (119). Plus récemment, l’analyse 

de moulages des voies aériennes, réalisée par comblement de ces dernières via l’application 

de silicone en pression négative sur des explants pulmonaires, a mis en évidence une 

obstruction proximale et distale des voies aériennes chez les patients décédés d’un asthme 

aigu grave. Ce travail a été l’un des premier à objectiver une obstruction distale des voies 

aériennes respiratoires, potentiellement par des bouchons de mucus chez les patients 

asthmatiques décédés d’une cause extra-respiratoire (Figure 7) (120). Ce type d’étude n’a 

pas permis d’évaluer l’impact fonctionnel des bouchons de mucus sur les capacités 

respiratoires de patients asthmatiques.  

Le développement de nouveaux outils diagnostiques, comme le scanner thoracique haute 

résolution, a rendu possible l’identification de bouchons de mucus dans les voies aériennes 

de patients ayant une pathologie bronchique chronique (99,121). L’équipe du Pr. J. Fahy a 

développé un score visuel semi-quantitatif fondé sur l’anatomie broncho-pulmonaire. Chaque 

poumon comporte 10 segments pulmonaires délimités par la segmentation bronchique. La 

présence d’au moins un bouchon de mucus par segment pulmonaire est comptée pour un 

point. Le score final varie donc de 0 (absence de bouchon muqueux dans les deux 

poumons) à 20 (chaque segment pulmonaire comporte au moins un bouchon muqueux). La 

méthodologie détaillée pour l’utilisation de ce score est présentée dans la figure 24.  
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 Ce travail a révélé dans une cohorte de patients asthmatiques, comportant 60 % 

d’asthmatiques sévères, que 58 % des asthmatiques avaient au moins un bouchon muqueux 

dans leur voies aériennes contre moins de 5 % chez les sujets sains (99). Une corrélation 

entre le score de mucus, l’obstruction bronchique et l’inflammation de type 2 a été mise en 

évidence (Figure 8). Ces corrélations ont été confirmées sur une cohorte de patients 

asthmatiques sévères (122). De plus, l’impact fonctionnel des bouchons de mucus sur la 

ventilation pulmonaire a été mis en évidence en utilisant une imagerie par résonnance 

magnétique thoracique avec inhalation de gaz traceur. Le pourcentage du défaut de 

Figure 7: Bouchons de mucus et obstruction des voies aériennes distales et proximales 
chez les patients asthmatiques 

A. Moulage en silicone des voies aériennes du lobe inférieur droit réalisé à partir d’explants 
pulmonaire de patients sains (A.1), de sujet asthmatique décédé d’une crise d’asthme 
aigue (A.2) ou d’un sujet asthmatique décédé d’une cause extra-respiratoire (A.3). Une 
obstruction proximale des voies aériennes (flèche blanche) est retrouvée sur l’explant 
pulmonaire suite au décès par asthme fatal. Chez les patients asthmatiques décédés 
d’une cause extra-respiratoire (A.3) le moulage relève une perte des voies aériennes 
distales comparativement aux moulages des sujets sains (A.1). 

B. Bouchons de mucus extraits des voies aériennes d’un patient décédé d’une exacerbation 
aigue d’asthme  

C. Identification de bouchons de mucus dans les voies aériennes d’asthmatique en scanner 
thoracique haute définition en coupe transversale et en sagittal. La bronche vide (flèche 
verte) est complètement obstruée par un bouchon (flèche rouge). Cette interruption de la 
lumière bronchique permet de différencier les bronches obstruées des vaisseaux 
sanguins pulmonaires (étoiles jaunes) 

 (figure adaptée d’après Dunican et al., 2018b).  

C	B	

A	 1	 2	 3	
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ventilation post broncho-dilatateur est significativement corrélé avec le score de mucus 

(122).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Néanmoins, d’autres déterminants du remodelage bronchique contribuent également 

à la limitation des débits expiratoires dans l’asthme. Par exemple, la masse musculaire lisse 

bronchique est l’un des paramètres le plus corrélé à l’obstruction bronchique évaluée en 

spirométrie (123). La vascularisation pulmonaire, évaluée par la mesure du VEGF dans les 

Figure 8: Un score élevé de mucus est associé à une obstruction bronchique plus 
sévère et une inflammation de type 2. 

A. Les patients présentant un score de mucus élevé (orange) ou bas (bleu) ont une 
obstruction plus marquée des voies aériennes (VEMS/CVF en %) et des 
paramètres spirométriques plus altérés (VEMS et CVF en % de la théorique) que 
les patients asthmatiques n’ayant pas de bouchon de mucus (vert) 

B. L’expression d’IL-13 dans les expectorations de patients asthmatiques est 
augmentée dans le groupe ayant un score de mucus élevé par rapport aux sujets 
sains (gris) et n’ayant pas de bouchons muqueux (vert) 

C. Une corrélation positive et significative entre le score de mucus et le pourcentage 
d’éosinophiles dans les expectorations de patients asthmatiques est retrouvée 
(Ronds vides) 

D. Le pourcentage d’éosinophiles dans les expectorations du sous-groupe ayant un 
score de mucus élevé est augmenté par rapport aux autres sous-groupes avant un 
traitement par corticostéroïde systémique (Before steroid) et après l’administration 
d’un traitement par corticostéroïde systémique (After steroid) 

 
 (figure adaptée d’après Dunican et al., 2018a).  
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expectorations pourrait également jouer un rôle modéré dans l’obstruction des voies 

aériennes (88).  

L’intérêt de l’identification des bouchons muqueux dans les voies aériennes au cours des 

pathologies respiratoires chroniques est double. Ces bouchons pourraient constituer une 

cible thérapeutique à part entière et faire l’objet de traitements spécifiques par mucolytiques. 

L’objectif clinique pourrait être une amélioration de la fonction respiratoire. Une autre 

approche serait de considérer ces derniers comme un biomarqueur spécifique de certains 

phénotypes de pathologies respiratoires chroniques comme la BPCO ou l’asthme (124).  
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II. Facteurs de risque environnementaux associés à l’asthme allergique 

a. Généralités 

	
 À la naissance, le système immunitaire adaptatif est immature. En cas d’infection, la 

réponse immunitaire du nouveau-né repose sur les anticorps maternels et sur le système 

immunitaire inné (125). L’immunité du nouveau-né est caractérisée par une polarisation de 

type T2 prédominante. Cette particularité est nécessaire pour éviter le rejet du fœtus par le 

système immunitaire de la mère. Les cellules dendritiques des nouveau-nés ont une 

capacité altérée à produire des cytokines pro-inflammatoires et des cytokines de type 1 

(126). Néanmoins, la maturation progressive du système immun tend à corriger cette 

polarisation de type 2 prédominante (Figure 9). La persistance de cette dernière au delà de 

l’âge de 2,5 ans est un facteur prédictif majeur de survenue d’un asthme à l’âge pédiatrique 

(127). La maturation et l’évolution du système immunitaire adaptatif sont progressives et 

façonnées par les expositions environnementales infectieuses, allergéniques et les 

prédispositions génétiques (Figure 9). 

Sur le plan physiopathologique, l’asthme est aussi caractérisé par de multiples interactions 

entre le patrimoine génétique d’un individu et les expositions environnementales. 

L’identification, l’intégration et la compréhension de ces interactions dans la pathogénèse de 

l’asthme sont difficiles (128). En effet, une exposition environnementale, par exemple 

l’exposition à la fumée de cigarette, interagit avec de multiples gènes. De façon 

concomitante, un gène peut interagir avec différentes expositions (128,129). La complexité 

des phénotypes asthmatiques est déterminée par la réponse génétique d’un individu à 

certaines de ces expositions environnementales. Les deux périodes critiques au cours 

desquelles les expositions environnementales semblent avoir le plus d’impact sur la 

survenue d’un asthme sont la période prénatale et l’enfance (130). La complexité de ces 

interactions et le rôle des expositions environnementales est illustrée par les nombreux 

gènes faiblement associés à l’asthme avec un odds ratio proche de un (131). En considérant 

les interactions entre ces génotypes et des expositions environnementales spécifiques, les 

facteurs de risques et protecteurs deviennent alors plus significatifs (132). Sur le plan 

épidémiologique, les disparités géographiques de la prévalence de l’asthme au sein d’une 

population génétiquement proche renforcent le lien entre la génétique d’un individu et ses 

expositions environnementales dans la pathogénèse de l’asthme (10).  

Cette variabilité dans la distribution géographique pourrait être en partie expliquée par les 

interactions entre l’hôte et son environnement microbien (133). En effet, les enfants 

originaires de pays ou la prévalence des maladies allergiques est faible et qui émigrent dans 

un pays ou celle-ci est élevée ont un risque moins élevé de développer une maladie 
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allergique que les enfants natifs. Néanmoins, cet effet « protecteur » diminue rapidement 

chez les enfants demeurant dans cet environnement (134).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	

Figure 9 : Maturation et homéostasie du système immunitaire d’enfants asthmatiques ou 
sains selon leurs expositions environnementales 
Le système immunitaire du nouveau-né est immature. La réponse immune dans les premières 
années de vie repose principalement sur l’immunité innée avec une  polarisation de l’immunité 
adaptative de type Th2 au cours de la première année de vie. La maturation du système 
immunitaire a pour objectif d’améliorer l’efficacité de la défense contre les pathogènes mais 
également de ne pas réagir à des stimuli non nocifs comme les allergènes ou les bactéries 
commensales. Une des hypothèses développées pour expliquer le caractère protecteur d’un 
environnement rural dans la pathogénèse de l’asthme est que les stimulations répétées du 
système immunitaire par l’environnement vont permettre une maturation plus rapide du système 
immunitaire.  
Les stimulations sont effectuées par l’environnement microbien endogène, le microbiote ou 
l’environnement microbien exogène. (Von Mutius et al., 2020) 
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Le reste de ce chapitre sera consacré aux interactions avec l’environnement microbien 

endogène ou exogène et la pathogénèse asthmatique (Figure 10). 	

b. Rôle de l’environnement microbien exogène dans l’asthme  

	
L’une des expositions environnementales les plus fréquemment associées à une 

protection contre la survenue d’épisodes de sifflements respiratoires chez les enfants d’âge 

préscolaire ou de la survenue d’un asthme à l’âge scolaire est un environnement rural 

fermier traditionnel (135). Ce mode de vie expose à de fortes concentrations d’allergènes, 

d’endotoxines et de micro-organismes. Chez les enfants vivant dans une ferme, la 

prévalence de l’asthme et l’atopie sont diminuées par rapport aux enfants non exposés. Ces 

derniers étant exposés à une plus grande variété de micro-organismes (136). Les enfants 

présentant des épisodes de sifflements respiratoires et étant porteurs d’allèles de 

susceptibilité sur le chromosome 17q21 sont à haut risque de développer un asthme dans 

l’enfance. Au sein de cette population, une réduction de 80% du risque de survenue d’un 

asthme a été mise en évidence si ces enfants étaient exposés de façon prolongée à des 

bâtiments abritant des animaux de la ferme (137).  

Cet effet protecteur de l’environnement rural fermier est possiblement lié à une exposition 

continue et soutenue à un environnement microbien riche et également à la consommation 

de produits alimentaires spécifiques comme le lait non pasteurisé (138). De nombreuses 

études suggèrent également que l’exposition maternelle au cours de la grossesse à ce type 

d’environnement pourrait avoir un effet protecteur vis à vis de l’apparition de pathologies 

allergiques (139,140). Cette relation a été initialement mise en évidence dans les pays ayant 

un PIB par habitant élevé puis elle a été confirmée dans des pays ayant un revenu par 

habitant bas ou moyen (128).  

Le rôle de l’environnement microbien sur la survenue d’un asthme a été particulièrement 

bien démontré dans l’étude comparant la prévalence de cette pathologie entre les enfants 

Amish et les enfants Huttérites. Ces deux populations sont génétiquement extrêmement 

proches mais leurs environnements quotidiens diffèrent drastiquement. Les Amish pratiquent 

l’agriculture rurale classique alors que les Huttérites vivent de l’agriculture moderne 

mécanisée. Ces modes de vie influencent l’environnement microbien présent au domicile 

des familles. Chez les Amish, la diversité microbienne et le niveau d’endotoxine dans les 

poussières domestiques sont supérieurs à ceux des Huttérites. L’exposition à cet 

environnement microbien pourrait expliquer la prévalence plus faible de l’asthme parmi les 

enfants Amish par rapport aux enfants Huttérites. Cette hypothèse a été renforcée par la 

reproduction de ces résultats après l’exposition de souris à la poussière de chacun des 

environnements (141). 
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Ces données ont été confirmées in vivo sur un modèle d’asthme induit à l’ovalbumine. 

L’administration intra-nasale d’une bactérie provenant d’une étable, Acinetobacter lwoffii 

F78, en cours de gestation protège la progéniture contre l’induction d’un asthme allergique 

induit à l’ovalbumine. Cet effet protecteur était dépendant des TLRs (142).  

L’environnement domestique est donc un réservoir majeur d’exposition aux allergènes et aux 

microbes. Cependant, les bactéries dérivant des animaux de la ferme et assurant 

probablement l’effet protecteur vis à vis de l’asthme sont absentes des environnements 

urbains (143).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dans ces conditions, la combinaison d’allergènes et de composés dérivant de bactéries peut 

avoir un effet délétère sur l’asthme. Par exemple, les pollens de graminées contiennent des 

bactéries gram positives qui participent à la maturation des cellules dendritiques et à 

l’induction de lymphocyte T participant à l’inflammation allergique (144). Dans une étude 

réalisée aux Etats-Unis, la concentration de bactéries gram négatives dans le domicile de 

patients asthmatiques adultes était associée à la sévérité de l’asthme et à une augmentation 

du nombre de passages aux urgences médicales pour crise d’asthme (145). Cet effet 

protecteur de l’environnement fermier s’inscrit dans le concept  d’ « hypothèse microbienne » 

selon laquelle les expositions microbiennes façonneraient la réponse immunitaire (146).  

De façon intéressante, les conditions de vie associées à une prévalence plus faible de 

l’asthme pédiatrique comme l’exposition à un milieu rural fermier traditionnel sont 

généralement liées à une diversité plus importante du microbiote digestif (147). Dans le 

Figure 10: Le microbiote digestif et respiratoire est une interface entre la génétique de 
l’hôte, ses expositions environnementales et la pathologie asthmatique.   
 (Adapté d’après Huang et al. 2015) 
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prochain paragraphe, nous aborderons le lien entre l’environnement microbien endogène, le 

microbiote, et l’asthme. 

c. Rôle de l’environnement microbien endogène dans la pathogénèse de 

l’asthme  

i. Microbiote des voies aériennes  

 

Le microbiote des voies aériennes saines est caractérisé par une faible abondance. 

Son implication dans l’homéostasie et dans les pathologies respiratoires chroniques est de 

plus en plus étudiée (128). Le microbiote des voies aériennes se met en place au cours des 

deux premières semaines de vie et sa composition se stabilise au cours de la deuxième 

année de vie avec une colonisation du nasopharynx par Dolosigranulum et Moraxella (148). 

L’étude du microbiote des voies aériennes basses est plus complexe compte tenu du 

caractère invasif des prélèvements et du risque de contamination par le microbiote des voies 

aériennes supérieures (143).  

Une modification de l’homéostasie du microbiote des voies aériennes est également corrélée 

à la survenue d’un asthme. Dans les trois premiers mois de vie, la diversité de ce dernier et 

l’abondance relative de Veillonella et Prevotella sont associées à la survenue d’un asthme à 

l’âge de 6 ans (149). De plus, les patients asthmatiques présentent une modification 

qualitative de leur flore pulmonaire se traduisant par une augmentation des protéobactéries 

et une diminution des bactéroides (150).  

Certains phénotypes asthmatiques ont été associés à une modification du microbiote des 

voies aériennes. Par exemple, l’abondance des neutrophiles dans les expectorations de 

patients asthmatiques a été corrélée à la présence de certaines espèces de bactéries dont 

Moraxella (143,151). La composition du microbiote respiratoire est également associée à la 

réponse aux thérapeutiques. Chez les patients asthmatiques cortico-sensibles ou cortico-

résistants, la flore microbienne des voies aériennes respiratoires ne varie pas en diversité ou 

en richesse. En revanche, la présence d’Haemophilus parainfluenza n’est retrouvée que 

chez les patients asthmatiques cortico-résistants (152).  

Ainsi, les caractéristiques du microbiote des voies aériennes semblent être en lien avec la 

survenue d’un asthme et avec ces caractéristiques. Cette association est d’autant plus 

pertinente compte tenu de la proximité de ces espèces bactériennes avec les cellules 

impliquées dans la physiopathologie asthmatique (cellules épithéliales bronchiques, cellules 

dendritiques, etc.). Néanmoins, de nombreux travaux ont souligné le lien étroit entre le 
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microbiote digestif et l’asthme. Cette interaction est  appelée «axe intestin-poumon» que 

nous détaillerons dans la prochaine partie (153).	

ii. Microbiote digestif  

	
Le microbiote digestif est mis en place dès les premiers jours de la vie. Son 

homéostasie résulte des interactions entre la génétique de l’hôte et son environnement 

nutritionnel, hygiénique et médicamenteux (154,155). Une instabilité du microbiote digestif, 

appelée dysbiose, est liée à la pathogenèse de multiples maladies dont l’asthme chez 

l’homme et dans des modèles expérimentaux (143).  

La constitution initiale du microbiote digestif de l’enfant s’effectue dès la naissance à partir 

de la flore maternelle. Une méta-analyse a estimé qu’une naissance par césarienne était 

associée à une augmentation du risque de 20% de survenue d’un asthme chez l’enfant 

(156). Cette augmentation du risque de survenue d’un asthme est liée au type de flore qui 

primo-colonise le tube digestif. Le type d’accouchement, voie vaginale ou par césarienne, 

détermine la constitution du microbiote digestif chez l’enfant. Ainsi, la naissance par voie 

vaginale est associée à un microbiote digestif plus riche avec notamment la présence de 

Lactobacillus, Prevotella, et de Bacteroides que lors d’une naissance par césarienne 

(157,158). La composition du microbiote digestif se complexifie progressivement à partir de 

la naissance et atteint sa configuration définitive à partir de l’âge de 6 ans (159).  

Une perturbation de l’établissement du microbiote digestif chez l’enfant est associée à la 

survenue de pathologies ultérieures dont la survenue d’un asthme. Dans une cohorte 

pédiatrique Canadienne, les enfants à risque de développer un asthme présentaient une 

dysbiose transitoire au centième jour de vie avec une réduction de la diversité du 

microbiome fécal (160). De nombreux autres travaux ont mis en exergue que la composition 

de la flore digestive des enfants asthmatiques et non asthmatiques est différente (143,157).  

La perturbation précoce de l’établissement du microbiote suite à une exposition aux 

antibiotiques pendant la vie prénatale et néonatale augmente le risque de survenue d’un 

asthme allergique (161). Une diversité bactérienne digestive réduite, avec une faible 

abondance de Lactobacilli, Bactéroides et Bifidobactéria, est associée au développement 

d’une allergie (162,163) 

Ces constatations ont été confirmées expérimentalement. Les modèles animaux dépourvus 

de flore digestive ou « germ free », ont une polarisation systémique de type Th2 (164). 

L’induction d’un asthme allergique à l’ovalbumine, chez des animaux axéniques ou traités 

par une antibiothérapie à large spectre, est associée à un phénotype Th2 exacerbé. Le 

recrutement éosinophilique dans le lavage broncho-alvéolaire est plus important, l’hyper-

réactivité des voies aériennes plus marquée et le taux d’IgE totales est plus élevé chez les 
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nouveau-nés et chez les adultes (165). L’induction d’un asthme allergique chez des animaux 

axéniques ou après une dysbiose antibio-induite conduit à une exacerbation des 

caractéristiques de l’asthme chez les nouveau-nés (166,167) et chez les adultes (165) .  

La perturbation du microbiote digestif induite par une antibiothérapie semble jouer un rôle 

dans la survenue des allergies et de l’asthme notamment via une polarisation M2 des 

macrophages (168). 	

d. Rôle de l’environnement allergénique : l’acarien un pneumallergène 

majeur de l’asthme allergique  

i. Généralité sur les acariens  

	
Les acariens constituent un taxon d’arachnides appartenant à l’embranchement des 

arthropodes. Ils ont la particularité de posséder un fort pouvoir allergénique. On estime que 

50 à 80% des sujets asthmatiques sont sensibilisés aux acariens (169,170). Une 

sensibilisation et une exposition aux acariens sont associées à une augmentation du risque 

de développer un asthme (171).  Une exposition à ces allergènes est associée à la sévérité 

de l’asthme (172).  

 Les acariens ont été identifiés comme étant allergéniques dans les années 1960 

(173). Leur principale source d’allergènes est les déjections (174). Les acariens mesurent 

250 à 350 µm de longueur et vivent dans les milieux obscurs et humides (175). Il existe 

plusieurs espèces d’acariens dont Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) et 

Dermatophagoides farinae (Der f) sont les plus fréquentes. Contrairement à leurs 

dénominations initiales respectives, d’acariens « Européen » et « Américain »,  ces espèces 

sont retrouvées dans la majorité des pays et peuvent cohabiter dans un même logement 

(176). Ces arachnides se nourrissent de squames de peaux et de phanères d’animaux à 

sang chaud (175).  

 Géographiquement, les acariens sont présent sur l’ensemble du globe terrestre, à 

l’exception des régions polaires avec une prédilection pour les milieux humides et chauds 

(177). La quantité d’acariens est maximale dans les maisons personnelles. Une exposition 

aux acariens accrue est corrélée à un haut niveau socio-économique et une faible densité 

d’habitant par maison. À l’inverse, une densité de sujets plus élevée par habitation, un 

niveau socio-économique bas sont associés à une prédominance d’allergènes domestiques 

de type cafard (178). Au sein des habitations personnelles, la quantité d’acariens et 

d’allergènes est maximale dans la literie (179,180). Certaines conditions environnementales, 

comme l’altitude, sont moins propices aux sensibilisations allergéniques. Par exemple, la 
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sensibilisation aux acariens est moindre chez les enfants vivant en altitude dans les Alpes 

que chez les enfants vivant au niveau de la mer (181).  

Chez l’Homme, la sensibilisation allergénique peut être réalisée par contact direct de 

l’allergène avec les différents épithéliums de l’organisme comme la peau, les voies 

aériennes et le tractus digestif. Dans le contexte d’une exposition par inhalation, le sujet 

inspire des particules contenant les allergènes (182). Dans l’allergie aux acariens, les 

principales particules inhalées sont les fèces mesurant entre 20-25µm. Cette taille est 

équivalente à celle des pollens et favorise ainsi une inhalation dans le poumon profond et le 

maintient en suspension dans les particules de l’air (183). Une fois en contact avec 

l’épithélium des voies aériennes et les cellules du système immunitaire, les différents 

composants des acariens déclenchent de multiples réponses inflammatoires chez l’hôte.  

ii. Interactions entre les composants des acariens et la pathogénèse 

de l’asthme. 

1. Interactions liées aux allergènes majeurs 

Selon la nomenclature allergénique internationale, D. farinae  et D. pteronyssinus 

sont respectivement composé de 39 et 38 allergènes (Figure 11) (184).  

La participation directe des acariens à la physiopathologie de l’asthme a notamment été 

mise en évidence en exposant des cellules épithéliales et musculaires lisses de patients 

asthmatiques ou de sujets sains à des extraits acariens. Cette stimulation a conduit à une 

prolifération des cellules musculaires lisses chez les patients asthmatiques, mais pas chez 

les sujets sains via la production de leukotriène C4 dépendante du récepteur CysLT2 et une 

surexpression du récepteur au leucotriène CysLT1 (185) 

L’une des caractéristiques liées à l’asthme est le dysfonctionnement de la cellule épithéliale 

conduisant à une altération de l’intégrité de l’épithélium respiratoire notamment via une 

diminution des jonctions serrées de type claudine-18 (186). La composition allergénique des 

acariens comporte des nombreuses protéases dont des cystéines protéases (Der f 1 ou Der 

p 1), des sérines protéases dont Der p 3, p 6 , p9 et Der f 9 (175,187). Certaines protéases, 

comme Der p 1 ou Der f 1, ont la capacité de dégrader les jonctions serrées de type 

occludine et claudine (175). Les autres sérines protéases, comme Der p 3, Der p 6, Der p 9 

présentent dans les extraits d’acariens participent également à l’altération du fonctionnement 

des jonctions serrées (188). 

Cette dégradation des jonctions serrées amoindrit le rôle barrière de l’épithélium respiratoire 

et facilite ainsi l’exposition de l’allergène aux cellules présentatrices de l’antigène (189). 

Certaines jonctions serrées, comme les desmosomes, ne sont pas dégradées par les 
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protéases des acariens. L’altération de la perméabilité de l’épithélium  en réponse à une 

exposition aux acariens ne se limite pas à la dégradation des jonctions serrées par les 

protéases. L’expression de certaines jonctions serrées, comme la claudin-1, est diminuée 

par l’exposition à Der p 1 ou à l’IL-13 (189,190).  

La capacité des acariens à perturber le fonctionnement de la barrière épithéliale est 

grandement dépendante de la composition des extraits d’acariens. En pratique, la 

comparaison de la composition des extraits d’acariens provenant de trois fournisseurs 

indépendants a mis en évidence une variabilité majeure de leurs constituants. Par exemple 

la quantité d’allergène majeur Der p 1 et Der p 2 peut varier respectivement d’un facteur 12 

et 428. Cette fluctuation de la composition affecte aussi la quantité de protéase et 

d’endotoxines bactériennes (LPS) (191).  

Le rôle des protéases contenues dans les acariens ne se limite pas à une dégradation de la 

barrière épithéliale. Dans l’asthme allergique, ces enzymes activent directement les 

récepteurs de protéase au niveau de l’épithélium bronchique. Cette activation conduit à une 

augmentation de la masse musculaire lisse induite par les cystéines leucotriènes (185). Une 

corrélation a été mise en évidence entre la sévérité de l’asthme, le développement de la 

masse musculaire lisse bronchique et l’expression du récepteur aux protéases PAR-2 et de 

ces ligands (192).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Identification par séquençage haut débit* de la structure des allergènes 
canoniques de D. Farinae 
 *méthode de Sanger (Chang et al. 2015) 
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Si la participation des protéases des acariens dans la réponse allergique asthmatique est 

établie, la capacité des acariens à induire une réponse allergique asthmatique est maintenue 

même après inactivation de ces dernières par la chaleur dans un modèle d’asthme allergique 

aux acariens avec sensibilisation par voie intra-nasale (191).  

La contribution des allergènes majeurs des acariens dans la réponse allergique asthmatique 

ne se limite donc pas à l’activité protéasique de certains composants. Certains allergènes 

majeurs ont la capacité d’activer des récepteurs de l’immunité innée. Der p 2 (67) et Der f 2 

(193) ont des analogies de séquence avec la protéine MD-2 nécessaire à  la reconnaissance 

du LPS par le TLR-4 (194). Cette analogie permet l’activation du TLR-4 en présence de LPS 

permettant une activation équivalente à celle d’un auto-adjuvant.  

 

Le pouvoir allergénique des acariens ne se réduit pas à l’effet des allergènes 

majeurs. Cet aéro-allergène comporte de nombreuses autres substances susceptibles 

d’activer des récepteurs de l’immunité innés et contribuer à la réponse immune.  

2. Interactions liées aux autres composants des acariens 

Les acariens et leur fèces contiennent de nombreux motifs moléculaires associées 

aux dégâts susceptible d’activer les récepteurs de l’immunité inné épithéliaux et des cellules 

dendritiques (171,175). Ces principaux composants sont l’ADN des acariens, la chitine et les 

endotoxines bactériennes. La chitine est une substance organique azotée présente dans 

l’exosquelette des acariens. Elle est reconnue par le TLR-2 et le récepteur aux lectines de 

type C  (195). L’ADN dérivant des bactéries et des acariens est reconnu et active le 

récepteur TLR-9 (196). Le TLR-4 est activé par la présence de LPS dans les fèces des 

acariens aidé par l’homologie de Der p 2/ Der f 2 pour la protéine de co-activation MDP-2. 

L’activation de ce récepteur induit la synthèse d’alarmines épithéliales dont l’IL-33, TSLP, IL-

25 favorisant une réponse immune T2 (197).  

En plus de la présence d’endotoxines bactériennes, la mise en évidence d’un 

microbiome bactérien symbiotique chez les acariens a été révélée par plusieurs études 

(187,198,199). Cette flore bactérienne endogène varie quantitativement et qualitativement en 

fonction de l’espèce considérée. De façon reproductible, l’espèce d’acarien Der f semble 

présenter un inoculum bactérien, évalué par le nombre de copies ARN bactériens 16S, 11 à 

24 fois supérieurs par rapport à l’espèce d’acarien Der p (Figure 12) (198,199). Sur le plan 

qualitatif, le microbiome endogène de Der f est principalement composé par des bactéries 

gram négatives, mais la composition des espèces symbiotiques varie selon les études. Deux 

travaux ont mis en évidence une prédominance de l’espèce Bartonella qui composait jusqu'à 

97.9% des espèces retrouvées (Figure 12) (198,199).  
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Figure 12: Composition du microbiome digestif de Dermatophagoïdes farinae 
A. Photographie en microscopie optique d’une femelle d’acarien appartenant à l’espèce Der 

f$ 
B. Localisation de l’espèce Enterobacter Cloacae dans le tube digestif de l’acarien en 

immunohistochimie (marquage vert) $ 
C. Expression relative de l’ARN bactérien 16S dans des extraits d’acariens de Der f 

comparativement à Der p (n=5 lots différents par groupe) (**p<0.01) $$ 
D. Comparaison de la concentration d’endotoxines bactériennes retrouvées dans trois 

extraits d’acariens d’espèces différentes [Concentration 1mg/mL d’extrait protéique) $$ 
E. Répartition des différentes espèces bactériennes présentes dans les extraits d’acariens 

(Der f et Der p). La taille du diagramme est  représentative du nombre de lectures 
(Nombre exact au centre du diagramme).  

 $ (Adapté d’après Chang et al. 2015) ; $$ (Adapté d’après Lee et al. 2019) 

E	

B	

D	C	
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Une autre analyse a identifié une prédominance d’enterobacter dans les extraits d’acariens 

de Der f (187). La présence de ces espèces bactériennes semble être localisée au niveau du 

tube digestif des acariens (187). Le rôle du microbiote commensal des acariens sur les 

pathologies allergiques n’a pas été étudié.  	

III. Rôle de l’immunité innée et du récepteur NOD1 dans l’asthme allergique 
 

Le système immunitaire assure l’homéostasie et la défense de l’organisme contre les 

agressions microbiennes pathogènes ou le contrôle des processus néoplasiques. De façon  

schématique, le système immunitaire se compose de trois niveaux de protection. La 

première ligne de défense est constituée par les barrières anatomiques et physiologiques 

comme l’épithélium des voies aériennes et du système digestif. Secondairement, le système 

immunitaire inné permet une reconnaissance rapide des pathogènes et induit une réaction 

inflammatoire rapide. Finalement, l’immunité adaptative reposant principalement sur les 

cellules lymphocytaires B et T produit une réponse antigène spécifique cellulaire et humorale 

assurant une protection sur le long terme (200).   

L’ensemble de ces mécanismes de défense est intriqué et leur action est synergique. Ainsi, 

l‘immunité innée participe au renforcement de l’efficacité des barrières épithéliales en 

permettant une réponse inflammatoire protectrice locale rapide (201). Cependant, l’immunité 

innée est également nécessaire à l’initiation de la réponse immune adaptative (202). 

L’inflammation est impliquée dans la réponse protective de l’organisme en réaction à un 

stimuli délétère  comme une infection mais également comme dans le processus de 

réparation des tissus lésés (203). Le système immunitaire inné est un acteur majeur de 

l’inflammation en réponse à une infection ou à des dégâts tissulaires (204). La suite de ce 

travail se concentrera sur l’implication du système inné dans l’asthme allergique.  

 

a. Présentation générale de l’immunité innée 

	
L’immunité innée repose sur la détection de molécules spécifiques non présentes 

constitutivement chez l’hôte via des récepteurs spécifiques appelés récepteurs de 

reconnaissance aux pathogènes, ou pattern recognition receptors (PRRs). Ces récepteurs  

reconnaissent des éléments microbiens conservés, appelés motifs moléculaires associés 

aux pathogènes, ou pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) (204), mais 

également des motifs moléculaires associés aux dommages tissulaires, ou damage-

associated molecular patterns (DAMPs) (205). L’une des particularité de la  réponse 

immunitaire innée est d’être assurée à la fois par des cellules immunes professionnelles, 
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comme les cellules dendritiques (CDs) ou les macrophages, mais également par des cellules 

de structure non hématopoïétiques comme les cellules épithéliales et les fibroblastes (201).   

La famille des récepteurs de reconnaissance aux pathogènes comporte quatre classes de 

récepteurs. Certaines sont transmembranaires comme les Toll-like receptor (TLRs) ou les 

récepteurs de type C lectine (CLRs), d’autres sont intra-cytoplasmiques comme les Retinoic 

acide inductible gene (RIG)-I-like receptors (RLRs) et les nucleotide-binding oligomerization 

domain-containing protein (NOD) receptors.  

 Les mutations affectant ces récepteurs de l’immunité innée sont responsables d’un 

large spectre de pathologies chez l’Homme. Par exemple, un dysfonctionnement du 

récepteur TLR7 et 9 est associé à la survenue d’un lupus érythémateux systémique (206) et 

des polymorphismes du récepteur NOD2 ont été associés à la maladie de Crohn (207). De 

façon similaire, l’implication de certains récepteurs de l’immunité innée dans l’asthme a 

également été mise en évidence.  

 

b. Les Nod-Like récepteurs (NLRs) : une famille de récepteur intracellulaire 

de l’immunité innée  

	
Les récepteurs NLRs sont des récepteurs intracellulaires reconnaissant de nombreux 

ligands comme des composants des parois bactériennes, des toxines mais aussi des ligands 

bactériens dérivant de l’hôte comme l’ATP. La structure de cette famille de PRR est 

remarquablement préservée à travers les différents embranchements des espèces de 

vertébrés. Elle est constituée d’un domaine central NOD ou NBP (Nucleotide binding 

domain), d’un domaine d’interaction protéine-protéine au niveau de leur extrémité effectrice 

NH2 terminale et un domaine riche en leucine, leucine-rich repeats domain (LRR) en COOH 

terminal (208). Le domaine NOD est également appelé domaine NACHT d'après les initiales 

des premières protéines identifiées le possédant : NAIP, CIIA, HET-E et TP1. Il est composé 

de 7 motifs distincts dont un site de liaison au Mg2+ via une boucle spécifique ATP/GTPase 

(209).  

La famille des récepteurs NLR comprend 22 récepteurs distincts chez l’homme (Figure 13). 

Une nomenclature fondée sur leur structure a permis d’identifier 4 sous familles, NLRA, 

NLRB, NLRC et NRLP, classées selon la nature de leur extrémités NH2 terminale (210).  

Les sous familles de récepteur NLRA et NLRB sont représentées chacune par un récepteur 

reconnaissant respectivement l’IFNγ et la Flagelline (211,212).  

Les sous familles NRLP et NLRC représentent la majorité des récepteurs de la famille NLR 

avec 20 récepteurs chez l’humain et 26 chez la souris. 
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La sous-famille des récepteurs NLRP est caractérisée par la présence d’une pyrine à sa 

partie NH2 terminale. Les récepteurs NLRP1, NLRP3 et NLRP6 participent à l’activation de 

l’inflammasome via le recrutement de la protéine ASC par leur domaine pyrine et activent la 

caspase-1. Cette activation aboutit à la formation et à la libération de l’IL1-β et de l’IL-18 

(213). Inversement, NLRP10 est un régulateur négatif de ce processus  (214). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les récepteurs appartenant à la sous famille NRLC sont les récepteurs NOD1 (NLRC1), 

NOD2 (NLRC2), NLRC3 (NOD3), NLRC5 et NLRX. Cette sous famille de récepteur NLR 

présente un ou deux domaines CARD à leur extrémité NH2 terminale (210).  Le domaine 

CARD, pour caspase recruitment domain,  est impliqué dans le recrutement de la capase-1 

ou de kinase pour transmettre le signal d’activation. La structure et le fonctionnement des 

récepteurs NOD1 et NOD2 seront détaillés plus loin dans ce document.  

Figure 13 : Tableau résumant les caractéristiques de la famille des Nod Like récepteurs.  
La classification de la famille des récepteurs NLRs est établie selon la nature de la partie NH2 
terminale. Les récepteurs NLRC3, NLRC5 et NLRX1 sont les seuls à ne pas avoir de domaine 
terminal défini à l’heure actuelle. La structure des récepteurs est résumée dans la seconde 
colonne : CARD pour caspase recruitment and activation domain, BIR pour baculovirus IAP 
repeat, PYD pour domaine pyrine,  TA pour acidic transactivation domain, NACHT pour NAIP, 
CIIA, HET-E et TP1, LRR pour leucine rich repeat.  
Les fonctions connues du récepteur, son/ses ligand(s) et son implication en pathologie humaine 
sont résumés respectivement dans les quatrième, cinquième et sixième colonnes. (Motta et al. 
2015) 
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Ainsi, l’activation des récepteurs NLR est associée à de multiples voies de signalisation 

aboutissant à une réponse inflammatoire, l’assemblement de l’inflammasome ou l’activation 

de la voie NF-κB (208).  

c. Caractéristiques et fonctionnement de deux récepteurs NLRC : NOD1 et 

NOD2  

i. Structure et activation des récepteurs NOD1 et NOD2 

  

Les récepteurs NOD1 et NOD2 appartiennent à la sous famille des récepteur NLRC. 

Leur structure est représentée dans la figure 14. Chaque domaine spécifique des récepteurs 

NOD assure des fonctions distinctes. A sa partie carboxy-terminale, le domaine riche en 

Leucine (LRR) assure la détection des ligands spécifiques du récepteur NOD1 et NOD2 

(215,216). Le récepteur NOD1 reconnaît une fragment de motif de peptidoglycane bactérien 

présent dans la plupart des bactéries gram négatives et dans quelques bactéries gram 

positives comme Bacillus subtilis ou Listeria monocytogenes (217,218). La plus petite 

fraction de peptidoglycane reconnue par Nod1 est le γ-D-Glutamyl-meso-diaminopimelic acid 

(iE-DAP) provenant d’une structure contenant le N-acetyl glucosamine-N-acetyl muramic 

acid (GlcNAc-MurNAc (217,218). Le récepteur NOD2 détecte le Muramyl dipeptide (MDP) 

provenant à  la fois de bactéries gram négatives et positives  (219,220). La structure 

respective des ligands de NOD1 et NOD2 est représentée dans la figure 15.  

Suite à la reconnaissance de son ligand par le domaine LRR, la protéine NOD change de 

conformation ce qui provoque une oligomérisation du récepteur via son domaine central 

NOD/NACHT. Cette auto-oligomérisation induit, via les domaines CARD, le recrutement et 

l’activation d’une protéine adaptatrice serine/threonine kinase, la protéine adaptatrice 

receptor-interacting protein 2 (RIP2K). Le recrutement de cette protéine adaptatrice va 

permettre l’assemblage d’une plateforme permettant le recrutement d’effecteur nécessaire à 

la voie de signalisation (221). Le recrutement de molécules régulatrices et l’assemblage du 

nodosome permettent d’aboutir in fine à l’activation de la réponse inflammatoire via NF-κB 

(222). Cette protéine adaptatrice est spécifique de la transduction du signal de NOD1 et de 

NOD2 mais pas de la transduction du signal des autres récepteurs de l’immunité innée et 

notamment les TLRs (223). L’activation des récepteurs NOD conduit à l’activation des voies 

de signalisation de NF-κB (222,224) et des Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) 

(225,226). In fine l’activation de ces voies aboutit à la production de cytokines pro-

inflammatoires telles que  l’IL-6 et de chimiokines de type CC-chemokine ligand 2 et la 

chimiokine de neutrophiles CXC-chemokine ligand 8 (CXCL8 ou IL-8) (227). 
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Le récepteur NOD1 est exprimé de façon ubiquitaire dans le cytoplasme de nombreux types 

cellulaires appartenant au système immunitaire professionnel ou des cellules de structure 

comme les cellules épithéliales (228) ou mésothéliales (229). Les cellules du système 

immunitaire exprimant NOD1 sont les cellules dendritiques, les monocytes, les macrophages 

(230), les lymphocytes (231) et les polynucléaires éosinophiles (232). L’expression du 

récepteur NOD1 peut aussi être régulée à la hausse dans les cellules hématopoïétiques 

macrophagiques en réponse à une stimulation par du LPS, de l’interféron de type I ou du 

TNFα (233,234).  

Comme l’ensemble de la famille NLR, NOD1 et NOD2 sont des récepteurs intra 

cytoplasmiques. Leur activation requiert donc une internalisation de leurs ligands au sein du 

cytoplasme. Les mécanismes d’entrée des fragments de peptidoglycane bactérien sont 

multiples. Schématiquement, on distinguera les mécanismes dépendants d’un processus 

bactérien pathogène invasif et de ceux indépendants.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Structure et fonction des différents domaines composant les récepteurs 
NOD1 et NOD2 
La structure du récepteur NOD1 et NOD2 est identique à l’exception de la répétition de deux 
domaines CARD pour le récepteur NOD2 contre un pour le récepteur NOD1. Ce domaine 
permet le recrutement de la protéine RIP2K. Le domaine central (NBD/NACHT) permet la 
liaison de l’ATP et l’oligomérisation du récepteur après reconnaissance de leur ligand respectif 
via le domaine riche en leucine (LRR). (Philpott et al. 2013) 
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ii. Voies d’internalisations des ligands spécifiques de NOD1 et de 

NOD2 dans le cytoplasme  

 

Le récepteur NOD1 peut être activé au cours d’une infection bactérienne via une 

intrusion de l’agent pathogène dans le cytoplasme de la cellule hôte ou via l’utilisation de 

système de sécrétion bactérien permettant l’injection de matériel au sein de la cellule hôte 

(235).  Chlamydophila pneumoniae et Listeria monocytogenes sont des bactéries 

pathogènes pour l’humain capables de s’introduire dans le cytoplasme des cellules hôtes et 

d’induire une production de la cytokine pro-inflammatoire IL-8 de façon NOD1 dépendante 

(236,237). Cette voie d’activation de NOD1 a également été mise en évidence au cours 

d’infections avec Listeria monocytogenes, Salmonella enterica serovar Typhimurium et 

Moraxella catarrhalis (238–240).  

Néanmoins, ce mécanisme de défense innée peut-être contourné par les bactéries 

pathogènes invasives via une modification de la composition de leur peptidoglycanes. Par 

exemple, la dé-acétylation des résidus N-acetylglucosamine des peptidoglycanes par une 

enzyme codée par le génome de Listeria monocytogenes permet de contourner l’activation 

du récepteur NOD1 suite à l’invasion cytoplasmique (238). Au cours d’infections respiratoires 

A	

B	

Figure 15 : Structure des ligands de NOD1 et NOD2 dérivant respectivement des 
peptidoglycanes de bactéries gram négatives et gram positives 

A. Structure des peptidoglycanes de bactéries gram négatives et gram positives  
B. Identification des structures minimales reconnues par les récepteurs NOD1 (iE-DAP) et 

NOD2 (MDP) 
 Tri-DAP : L-Ala-D-Glu-meso-diaminopimelic acid; iE-DAP : D-Glu-mesodiaminopimelic 
acid; MDP, muramyl dipeptide; GlcNAc : N-acetyl-D-glucosamine; MurNAc, N-acetylmuramic acid. 
 (Motta et al. 2015) 
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chroniques à Pseudomonas aeruginosa, une modification de la composition des 

peptidoglycanes et du LPS au cours du temps a été mise en évidence. Cette modification de 

la composition de la bactérie aboutit à une diminution de la réponse inflammatoire induite par 

le pathogène et à une diminution de la reconnaissance des récepteurs TLR4 et NOD1 pour 

leurs ligands respectifs (241).   

Cependant, en absence d’invasion du cytoplasme par l’agent pathogène, les récepteurs 

NOD peuvent être activés notamment via le système de sécrétion de type IV. Ce complexe 

protéique exprimé par certaines bactéries comme Helicobacter pylori permet l’injection à 

travers la membrane plasmique d’un certain nombre de molécules biologiques dont des 

peptidoglycanes capables d’activer NOD1 (242) .  

De façon intéressante, NOD1 peut également être activé indépendamment d’un processus 

infectieux pathogène. En effet, comme évoqué précédemment, l’organisme  humain est 

colonisé par des millions de bactéries commensales. La paroi extérieure bactérienne, 

contenant entre autre des peptidoglycanes, est continuellement renouvelée dans les 

bactéries à gram négatif et à gram positif. A titre d’exemple, E.Coli renouvellerait la moitié du 

contenu en peptidoglycane de sa paroi entre chaque division cellulaire (243). Ce 

renouvellement continuel de la paroi bactérienne par nombreuses enzymes auto-lytiques 

libère dans l’environnement direct des bactéries des fragments de paroi bactérienne 

(244,245). Ces produits de dégradation contiennent des peptidoglycanes pouvant être 

internalisés par les cellules de l’hôte via différents mécanismes (Figure 16). Premièrement, 

dans les cellules épithéliales ces peptidoglycanes peuvent être internalisés dans le cytosol 

des cellules par endocytose principalement médiée par des vésicules de clathrine. Cette voie 

est dépendante d’un pH acide compris entre 5 et 6 et implique des endosomes précoces et 

le transporteur SLC15A4 (246). Deuxièmement, dans les cellules capables de phagocytose, 

les fragments de paroi bactérienne sont dégradés par le système phago-lysosomal. Les 

produits de dégradation de la phagocytose peuvent ensuite activer NOD1 si son ligand est 

présent (247). Troisièmement, un transporteur transmembranaire proton-dépendent, nommé 

PEPT 2, assure le transport spécifique du ligand de NOD1 dans des cellules épithéliales des 

voies aériennes hautes humaines (248), dans les cellules alvéolaires humaines (249) et 

dans les macrophages murins (250). Un transporteur spécifique de ligand de NOD2, le 

transporteur PEPT 1, est particulièrement exprimé dans les cellules épithéliales digestives 

(251,252). Le renouvellement et la croissance des bactéries sont également associés à la 

production in vivo et in vitro de vésicules de membranes extérieures. Ces vésicules peuvent 

provenir de bactéries gram négatives mais également de bactéries gram positives (253).  

Ces vésicules contiennent des protéines de l’enveloppe externe, de l’ADN, du LPS et des 

peptidoglycanes (253). Plusieurs équipes ont mis en évidence que les vésicules 

bactériennes de la membrane externe (ou Bacterial outer membrane vesicles : OMVs) 
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provenant de différentes bactéries telles que H.Pylori, Neisseria meningitidis, Pseudomonas 

aeruginosa ou E. Coli pouvaient activer une réponse pro-inflammatoire médiée par NOD1 

dans des cellules épithéliales (228,254).  L’internalisation des OMVs dans le cytoplasme des 

cellules hôtes est rendue possible via le détournement des radeaux lipidiques des cellules 

hôtes pour faciliter l’entrée (254).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

L’ensemble de ces travaux met en évidence les multiples possibilités d’activation du 

récepteur NOD1 en réponse à un processus infectieux pathogène mais également dans la 

détection des produits bactériens liée au renouvellement physiologique de la flore 

commensale digestive.  

Le récepteur NOD1 est un récepteur de l’immunité innée. Ce dernier participe donc à la 

réponse immune innée de l’hôte contre certains types d’agents pathogènes. Cependant, son 

rôle ne se limite pas à la réponse immune innée. Il contribue également à l’initiation de la 

Figure 16 : Mécanismes d’internalisation des ligands de NOD1 et de NOD2 dans le 
compartiment cytoplasmique 
L’activation des récepteurs NOD1 et NOD2 nécessite une internalisation de leur ligands dans le 
cytoplasme de la cellule cible pour interagir. Les portes d’entrée des peptidoglycanes dans les 
cellules sont nombreuses : 1/ Par phagocytose complète de la bactérie ou des débris de paroi 
bactérienne, 2/ Captation de vésicules membranaires externe dérivant de bactéries, 3/ Passage 
de la membrane cytoplasmique via un transporteur spécifique (PEPT1, PEPT2), via des 
systèmes de secretion bactériens (TSST IV), 4/ Endocytose. L’arrivé du ligand dans le 
cytoplasme induit une relocalisation du récepteur NOD au sein de la cellule. (Caruso et al. 2014) 
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réponse immune adaptative ainsi qu’au maintien de l’homéostasie du microbiote digestif. 

Ces différents rôles seront abordés dans le prochain paragraphe. 

iii. Rôle de NOD1 et NOD2 dans la réponse aux  infections  

 

NOD1 et NOD2 sont des récepteurs de l’immunité innée et participent à la défense 

de l’organisme contre les infections (Figure 17). Ce rôle a été confirmé in vitro en étudiant la 

réponse inflammatoire induite par des agents infectieux sur différents types cellulaires 

déficients en NOD1 ou NOD2. Cette approche a permis d’identifier que NOD1  est impliqué 

dans la reconnaissance de Pseudomonas aeruginosa (255), Campylobacter jejuni (256), 

Acinetobacter baumanii (257), Helicobacter Pylori (258), Shigella flexneri (259) et Listeria 

monocytogenes (237) par les cellules épithéliales.  

In vivo, l’utilisation de souris déficiente pour Nod1-/- ou Nod2-/- ou déficiente pour les 

deux récepteurs a permis de confirmer le rôle respectif de ces récepteurs dans la défense 

contre l’infection. Les souris Nod1-/- étaient plus sensibles aux infections par H.pylori (242), 

Clostridium difficile (260), Trypanosoma cruzi (261), Salmonella enterica serovar 

Typhimurium (239) avec notamment une augmentation de la charge bactérienne lors de 

l’infection.  De façon non exhaustive, la perte de fonction de NOD2 était associée à une 

susceptibilité accrue aux infections  cutanées à Staphylocoque aureus (262), aux infections 

digestives à Listeria monocytogenes (263) ou à Toxoplasma gondii (264). Ces études 

démontrent le rôle spécifique de chacun de ces récepteurs en réponse à des pathogènes 

particuliers. De façon intéressante, la susceptibilité à certaines infections, comme l’infection 

à Bacillus anthracis (265) et Salmonella spp (266) ne sont mises en évidence que chez les 

souris déficientes pour NOD1 et NOD2. Certaines bactéries comme S. flexneri sont à la fois 

reconnues par NOD1 et NOD2 et cette double  reconnaissance aboutie à l’initiation de l’auto-

phagosome et l’initiation d’un processus d’autophagie permettant l’élimination de la bactérie 

(267). Nod2 est également un récepteur intra-cytoplasmique de reconnaissance des virus à 

simple brin d’ARN. Il participe à la défense antivirale via la production de IFN-β. Suite à une 

infection par le virus respiratoire syncytial, les souris Nod2-/- présentent une mortalité accrue 

et un défaut de production d’IFN-β par rapport aux souris sauvages (268). Cette 

reconnaissance des virus à ARN simple brin est spécifique de Nod2 (268).  

L’activation de NOD1 et de NOD2 conduit à la production de cytokines pro-

inflammatoire et de chimiokines via les voies de signalisation NF-κb et MAPK dans différents 

types cellulaires (218,224). Ainsi, la stimulation de cellules épithéliales et de macrophages 

humains par des ligands de Nod1 déclenche la production d’IL-6, IL-8, et de TNF-α 

(224,269–271). La stimulation du récepteur Nod1 de cellules épithéliales murines provoque 
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la synthèse des cytokines pro-inflammatoires  IL-6 et CXCL-8/IL-8 de façon similaire 

(242,272,273).  

En plus d’induire une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, les récepteurs Nod 

renforcent l’efficacité de la défense contre l’infection en favorisant le recrutement de cellules 

inflammatoires sur le site de l’inflammation. Ils participent au recrutement de polynucléaires 

neutrophiles via la sécrétion de chimiokines telles que CXCL8/IL8, CXCL1/KC et 

CXCL2/MIP-2 chez l’Homme et la souris (218,227,271–273). D’autres chimiokines sont 

également produites suite à l’activation de ces récepteurs, tel que CCL5/RANTES et 

CCL2/MCP1 (229,271,273,274) suggérant que d’autres cellules immunes, comme les 

éosinophiles ou les monocytes pourraient également être recrutés sur le site de 

l’inflammation via NOD1. De façon cohérente avec la voie d’activation des récepteurs NOD, 

chez les souris déficientes pour la protéine adaptatrice RIP2K, la production de CCL2, 

TARC, KC et MIP-1β est altérée après stimulation par des acariens (275).  

La réponse immune innée médiée par les récepteurs Nod implique également la synthèse  et 

la sécrétion de peptides antimicrobiens tels que la β défensine (271,276,277) et la synthèse 

d’oxyde nitrique (229).   

 

Nous avons dans le paragraphe précédent détaillé les effets de l’activation des récepteurs 

NOD1 et NOD2 dans le cadre de la réponse immune innée.  

Cependant, ce mécanisme de défense est complexe et repose sur l’action combinée et 

intégrée de l’ensemble des récepteurs de reconnaissance des pathogènes présents sur les 

cellules cibles. Ainsi, les récepteurs NOD1 et NOD2 sont co-exprimés avec certains TLRs 

dans plusieurs types cellulaires dont les cellules dendritiques (278), les cellules épithéliales 

(279,280)  et les macrophages (280). La co-localisation de ces récepteurs de l’immunité 

innée permet une synergie de leur action et une potentialisation de la réponse (281) 

In vitro, la stimulation de cellules mononucléées périphériques sanguines par des agonistes 

de NOD1, le M-triDAP ou de NOD2, le MDP, en association avec un agoniste du TLR4, du 

TLR1/2, ou le LPS induit une réponse synergique sur la production de cytokines IL-8, IL-6, 

IL1-β et TNF-α (230,282).  Une synergie similaire a été mise en évidence après stimulation 

de cellules monocytaires humaines par un agoniste de NOD1, C12-iE-DAP et de TLR5 avec 

une production accrue d’IL1-β, IL -8 MIP1α MIP1β in vivo et in vitro (283). La même équipe a 

mis en évidence qu‘une co-stimulation du TLR4 et de NOD2 augmentait  la réponse 

inflammatoire et humorale (284). 
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Figure 17 : Voies d’activation et de signalisation de NOD1 et de NOD2 
Les ligands respectifs de NOD1, l’iE-DAP et de NOD2, le MDP, sont reconnus par le domaine riche 
en leucine de chacun des récepteurs. Cette reconnaissance favorise l’oligomérisation du récepteur 
NOD et le recrutement la protéine  sérine thréonine kinase RIPK2.  Ce recrutement va permettre 
l’assemblage des protéines LUBAC et TAK1-YAB kinase. La structure formée est appelée  le 
complexe nodomosal. Il assure l’activation des voies de signalisation NF-κB et MAPK. Ces deux 
voies de signalisation aboutissent in fine à la production de cytokines pro-inflammatoires, de 
chimiokines et de peptides antimicrobiens. (Mukherjee et al. 2018) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Les interactions synergiques entre les récepteurs NOD et les TLRs ne se limiteraient 

pas à la production de cytokines et pourrait participer à la maturation des cellules 

dendritiques. Ainsi, la stimulation de cellules dendritiques humaines par un agoniste de 

NOD2 et de TLR2 induit une activation synergique de CD80, CD83 et du complexe majeur 

d’histocompatibilité de type II (CMH II) (285). Cependant les résultats d’autres études 

viennent pondérer ces résultats. En effet, la stimulation de cellules dendritiques murines par 

un agoniste de TLR4 et de MDP induit une augmentation de CD80, CD86 et de CMH de 

classe II additionnelle plutôt que synergique (284). Ces différences pourraient être 

expliquées par les espèces étudiées ou par la méthodologie propre des expériences.  
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Les travaux démontrant l’action synergique des NLRs et des TLRs a été démontrée de façon 

probante de multiples fois. Les hypothèses mécanistiques pouvant expliquer cette synergie 

sont au nombre de trois. Premièrement, si les voies de signalisations de NOD et de TLRs 

son indépendantes initialement, notamment via leurs protéines adaptatrices respectives 

RIP2K et MyD88, ces dernières convergent vers les facteurs de transcription NF-κB et 

notamment la phosphorylation de IKK-β par TAK1 (Figure 17)  (286). Les autres hypothèses 

sont celles  d’interactions de TLR/NOD au niveau post transcriptionnel ou une régulation par 

les TLRs de l’expression de composés des voies de NOD. Ces hypothèses sont regroupées 

dans une revue récente (281).  

Comme nous venons de l’évoquer plus haut, les récepteurs de reconnaissance aux 

pathogènes, dont les TLRs, sont impliqués dans la maturation des cellules dendritiques via 

la reconnaissance de leur ligands à la surface de ces cellules (287).  Les récepteurs NOD1 

et NOD2 possèdent également cette caractéristique et participent ainsi à l’initiation de la 

réponse adaptative immune.  

iv. Implication des récepteurs NOD1 et NOD2 dans l’immunité 

adaptative 

 

La reconnaissance de leur ligand spécifique par les récepteurs NOD1 et NOD2 

permet un amorçage de l’immunité adaptative. Ainsi, la reconnaissance de composants 

bactériens, dérivant de la flore bactérienne commensale digestive par NOD2 joue le rôle 

d’agent adjuvant pour augmenter la synthèse d’IgG antigènes spécifiques. Dans ce travail, 

les souris étaient sensibilisées puis provoquées avec de l’albumine humaine avec ou sans 

MDP. La présence de MDP potentialisait la production d’anticorps  (288). In vivo, la 

stimulation par du MDP favorise une réponse de type Th2 caractérisée par un profil 

cytokinique IL-5 et IL-4 (289). Des résultats similaires ont été mis en évidence avec le 

récepteur NOD1. Chez la souris, l’administration d’un agoniste spécifique de NOD1 murin, le 

FK156, induit l’initiation d’une réponse immune antigène spécifique B et T de type Th2 (227). 

Fritz et collègues ont confirmé qu’une stimulation par le FK156  induisait une production de 

la chimiokine  monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), également connue sous le nom 

de chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) de façon Nod1 dépendante. Cette chimiokine est 

connue pour promouvoir le recrutement de monocytes et de cellules dendritiques au niveau 

des tissus inflammés (290) et participer à la promotion de l’immunité de type Th2 dans des 

modèles infectieux ou allergiques (291). Cette réponse immune antigène spécifique de type 

Th2 en réponse aux peptidoglycanes médiée par Nod1 est générée par les cellules non 

hématopoïétiques (227). Une des particularités du récepteur NOD1 dans l’initiation de la 
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réponse immune adaptative est sa versatilité. Ainsi, la reconnaissance de son ligand par 

Nod1 en coopération avec l’activation simultanée de TLR, tel que le TLR2, potentialise 

l’activation de NF-κB et la production de cytokines IL-12, IL-1β, IL-6 et IL-23 connues pour 

promouvoir l’initiation d’une réponse immune Th1 et Th17 (227,292). Ces travaux soulignent 

l’implication des récepteurs NOD dans l’initiation, le fonctionnement et la polarisation de la  

réponse immune adaptative.  	

v. Implication du récepteur NOD1 & NOD2 dans l’homéostasie du 

microbiote digestif  

Le tractus digestif  de l’homme est colonisé par une flore commensale bactérienne 

jouant un rôle important dans le développement du système immunitaire digestif (293)  et 

dans la modulation du système immunitaire systémique (294).  Les interactions entre le 

microbiote et le système immunitaire sont complexes et pourraient impliquer les récepteurs 

de l’immunité innée.  

L’implication des récepteurs NOD dans régulation du microbiote digestif et dans les 

interactions avec le système immunitaire a été suggéré initialement par l’association entre 

des polymorphismes du récepteur NOD2 et la maladie de Crohn, une pathologie 

inflammatoire de l’intestin associé à une dysbiose digestive (295,296). Des travaux ont 

révélé l’implication des récepteurs NOD dans le développement des tissus lymphoïdes 

secondaires digestifs, le maintien de l’homéostasie du microbiote digestif.  

In vivo, la colonisation du tube digestif par des bactéries Gram négatives participe à la 

formation des tissus lymphoïdes secondaires, les follicules lymphoïdes isolés (FLI). Les 

souris déficientes pour les récepteurs de l’immunité innée TLR2/4 Myd88, TRIF, NOD2 

présentent une maturation incomplète des FLI au niveau de l’iléon et du colon sans altération 

de leur formation. En revanche, l’expression de NOD1 au niveau des cellules stromales, dont 

les cellules épithéliales, sont nécessaires à la génération de FLI au niveau de l’iléon (297). 

Ainsi, la maturation des FLI est dépendante de plusieurs PRRs. La reconnaissance des 

bactéries commensales Gram négatives par NOD1 induit l’expression de β-defensin 3 

(mBD3) et de CCL20 qui se lient toutes les deux au récepteur de chimiokine CCR6 

conduisant à la formation des FLI immatures (297). 

Chez des patients atteints de la maladie de Crohn, l’expression de alpha defensin au niveau 

de la muqueuse digestive est réduite particulièrement chez les sujets ayant une mutation de 

NOD2 (298). La régulation de peptides antimicrobiens via le récepteur NOD2 a également 

été mis en évidence chez la souris (263). Néanmoins, des résultats contradictoires chez des 

patients atteints de la maladie de Crohn et chez la souris ont également été publiés 

(299,300).  
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Le rôle des récepteurs NOD sur la composition du microbiote digestif présente 

également des données discordantes. Bouskra et al. ont mis en évidence que les souris 

NOD1-/-, présentaient une altération qualitative et quantitative du microbiote digestif. Ces 

dernières présentaient une augmentation de leur flore digestive totale d’un facteur 100 ainsi 

qu’une modification de sa composition. Ces modifications qualitatives affectant 

particulièrement les genres Clostridiales, Bacteroides. A titre d’exemple, les 

enterobacteriaceae étaient augmentés également d’un facteur 100 (297). La dysbiose 

digestive des souris NOD1-/- et NOD2-/- a été remise en question par Robertson et collègues. 

Après un contrôle des facteurs de confusion spécifique à l’étude du microbiote, comme 

l’élevage d’animaux, cette équipe a confirmé que l’expression iléale de Nod2, Muc2, α- and 

β-defensins and keratinocyte-derived chemokine (KC) était altérée chez les souris NOD1-/-. 

Ce travail n’a pas permis de mettre en évidence de différence significative dans l’abondance 

relative des différentes espèces commensales bactériennes chez les souris NOD1 

déficientes et WT littermate. Chez les souris NOD2 déficientes aucune différence 

d’expression des marqueurs immuns ni de la composition bactérienne n’était retrouvée 

(301). Chez des sujets atteints de la maladie de Crohn et chez leur entourage, aucun effet 

de NOD2 sur la composition du microbiote n’a été observé (302). Ces résultats 

contradictoires mettent en évidence la complexité de l’étude et des interactions entre le 

microbiote et le système immunitaire.  

Au delà du maintien potentiel de l’homéostasie du microbiote digestif, la détection de 

composés bactériens dérivant de la flore digestive permet une amélioration de la réponse 

immunitaire innée. La reconnaissance des peptidoglycanes dérivant du microbiote digestif 

améliore la clearance bactérienne de Streptococcus pneumoniae and Staphylococcus 

aureus  par les PNN issus de la moelle osseuse de façon dépendante de NOD1. Ainsi, 

l’élimination de ces pathogènes par des PNN provenant de souris NOD1-/- ou de souris 

axéniques est altérée par rapport aux souris sauvages. Cet amorçage des PNN est 

dépendant de l’activation de NOD1 par son ligand. Ainsi, l’administration intra-péritonéale 

d’un agoniste de Nod1 à des souris sauvages 7 jours après une déplétion complète du 

microbiote digestif par antibiothérapie à large spectre restaure la fonctionnalité des PNN 

comparativement aux souris ayant reçu du MDP ou un placebo. Ce travail suggère que les 

éléments bactériens dérivant du microbiote digestif améliorent la réponse immune 

systémique via l’activation de NOD1 au niveau de PNN dans la moelle osseuse (303).  

 

Dans le paragraphe précédent, nous avons établi le rôle et le fonctionnement du récepteur 

NOD1 dans la réponse immune innée et son implication probable dans les interactions avec 

le microbiote digestif. La capacité de ce dernier à induire une polarisation Th2, et son 

implication dans les interactions entre l’environnement microbien exogène ou endogène, en 
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fait un candidat potentiellement impliqué dans les pathologies immuno-allergologiques chez 

l’homme.   

d. Rôle putatif des récepteurs NOD1 et NOD2 dans la physiopathologie de 

l’asthme   

i. Arguments en faveur d’une implication du récepteur NOD1 et 

NOD2 dans l’asthme chez l’Homme  

 

L’hypothèse d’une participation du récepteur NOD1 à la physiopathologie de l’asthme 

allergique est soutenue initialement par plusieurs études d’association pangénomiques. Des 

polymorphismes du récepteur Nod1 ont été associés à l’asthme (304) ainsi qu’à des 

pathologies allergiques fréquemment associées comme l’eczéma (305) ou la rhinite 

allergique (306).  

Ainsi, le polymorphisme (ND1+32656) de type insertion délétion situé de l’intron IX de NOD1  

est fortement associé à l’asthme dans une population d’asthmatiques et de sujets sains avec 

un Odds Ratio (OR) a 6.3 [95% confidence intervalle (CI) 1.4–28.3, dominant model]. Ce 

polymorphisme rend également compte de 7% de la variabilité des IgE totales dans deux 

panels de famille AUS1 et UK1 (304). Ces associations ont été confirmées sur trois autres 

panels de population différents. 

L’eczéma atopique est une affection cutanée appartenant à la famille des pathologies dites 

« atopiques » dont fait partie l’asthme allergique et la rhinite allergique (307). Cette 

pathologie a également été associée à des polymorphismes du récepteur NOD1. En 

Allemagne, dans une cohorte transversale de type cas-contrôle, une association entre trois 

SNP de Nod1, rs2907748, rs2907749 et rs2075822, et le taux d’IgE ont été mis en évidence 

sur les 11 SNPs analysés. De plus, deux SNPs, rs2736726 et rs2075817, étaient faiblement 

associés à l’eczéma de type atopique. A partir des SNPs analysés,  les auteurs ont ensuite 

identifié deux haplotypes associés respectivement au niveau d’IgE et à la dermatite atopique 

(305). Cette analyse haplotypique est plus discriminante pour mettre en évidence les 

associations entre les SNPs et le phénotype clinique (308). Des polymorphismes de ce PRR 

ont également été associés à la rhinite allergique (306).  

Les pathologies allergiques semblent être le résultat des interactions entre un génotype 

particulier et un environnement comme exposé précédemment.  

Ces résultats indiquent que les polymorphismes du récepteur NOD1 pourraient altérer les 

interactions entre l’hôte et les stimuli bactériens. Ces modifications pourraient façonner de 

façon inappropriée la réponse immune et favoriser l’émergence de pathologies allergiques.  
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De façon intéressante, Eder et collègues ont évalué si l’association entre la prévalence de 

pathologies allergiques dans l’enfance et l’exposition à des produits microbiens étaient 

modifiés par des polymorphismes du récepteur CARD4/NOD1. Les auteurs ont mis en 

évidence que la corrélation inverse  entre une exposition à un environnement rural et la 

survenue d’un asthme ou de pathologies allergiques  dans l’enfance était modifié  par un 

polymorphisme du récepteur CARD4/-21596. Ainsi, la fréquence du rhume des foins, des 

symptômes d’asthme atopique et du niveau d’IgE spécifique anti-pollens et chat était accrue 

chez les enfants porteurs de deux allèles sauvages CARD4/-21596T comparativement aux 

patients porteurs de l’allèle C. Le génotype homozygote T était fortement protecteur contre 

les pathologies allergiques chez les enfants vivant en milieu rural. Cette étude confirme que 

les interactions entre l’environnement bactérien et le génotype impacte la fréquence de 

survenue de pathologie allergique et que NOD1 pourrait participer à ces interactions (306).  

Les études évaluant l’expression de NOD1 chez les sujets atteints de pathologies allergiques 

sont peu nombreux. Dans une étude de cas-témoin d’enfants asthmatiques, le génotype 

homozygote AA pour le polymorphisme rs2075820 était associé à un risque accru d’asthme 

avec un OR à 2.39, IC 95% (1.04–5.49), p < 0.05) chez les enfants âgés de  6 à 18 ans. 

L’expression  protéique et en ARNm de NOD1 était plus élevée dans des cellules 

mononucléées de sang de patients asthmatiques par rapport à un groupe de sujets sains. 

Cette caractéristique n’était pas retrouvée pour NOD2 (309). Au niveau de la muqueuse 

nasale de sujets atteints de rhinite allergique aux pollens, l’expression de NOD1 fluctuait au 

cours de la période de pollinisation (310).  

De façon intéressante, les infections virales dans l’enfance précèdent souvent  la survenue 

d’allergie et d’asthme chez les enfants (311) et sont impliquées dans 40 à 85% des 

exacerbations d’asthme. Les principaux virus impliqués dans les infections virales chez les 

jeunes enfants sont les rhinovirus et le virus respiratoire syncytial. Ces deux virus sont des 

virus à ARN simple brin. La capacité du récepteur Nod2 à reconnaître les virus à ARN simple 

brin fait de ce récepteur un candidat potentiel dans les exacerbations virales d’asthmatiques. 

Par ailleurs, des polymorphismes du récepteur NOD2 ont été associés à l’asthme (312).  

L’ensemble de ces travaux est en faveur de l’hypothèse d’une implication du récepteur 

NOD1 et/ou NOD2 dans certains endotypes d’asthme chez l’homme. Cette hypothèse est 

étayée par des travaux expérimentaux in vitro et in vivo.  

 

 

 

 



	 58

ii. Arguments expérimentaux en faveur d’une implication du 

récepteur NOD1 et NOD2 dans l’asthme  

   

Notre équipe a mis en évidence que l’amorçage de cellules dendritiques par un agoniste de 

NOD1, le FK565, induit une augmentation des marqueurs de surface CD80 et CD86 plus 

prononcée chez les DCs provenant de donneurs allergiques aux acariens de type 

Dermatophagoides pteronyssinus que de CD provenant de sujets sains.  De plus, la 

sécrétion d’IL-10 par les CD est abolie chez les donneurs allergiques par rapport aux 

contrôles non allergiques. La stimulation des CD par le FK565 augmente la production d’IL-

8, d’IL-6 et des chimiokines pro-Th2 CCL17 et CCL22 quelque soit le statut allergique. En 

revanche, l’expression de CCL22 est significativement augmentée chez des donneurs 

allergiques. La co-culture de cellules dendritiques stimulées par du FK565 avec des CD4+ 

naïfs induits la synthèse de cytokines de type Th1, Th2 et Th17 quelque soit le statut 

allergique du donneur.  La polarisation Th2 par les CD sous l’action des chimiokines varie 

selon le statut allergique. La polarisation Th2 était dépendante de CCL17 et de CCL22 chez 

les CD provenant de donneurs non allergiques alors que CCL17 était nécessaire et 

suffisante chez les patients allergiques. Ce travail est le premier à montrer que les cellules 

dendritiques amorcées par un agoniste de NOD1 sont capables de promouvoir la 

différenciation de lymphocytes T CD4+ naïf en lymphocytes de type Th2 (313). In vivo, dans 

un modèle murin d’asthme allergique induit à l’ovalbumine avec sensibilisation par voie intra-

péritonéale puis challenge par voie intra nasale, l’administration concomitante d’un agoniste 

de NOD1 exacerbe le recrutement de cellules inflammatoires au niveau du LBA ainsi que la 

réponse humorale. Cette exacerbation de la réponse Th2 est cohérente avec la synthèse 

accrue de chimiokines pro-Th2 comme CCL17 et CCL22. Cette recrudescence de 

l’inflammation de type 2 n’est pas mise en évidence chez les souris NOD1-/- déficientes. Cet 

effet adjuvant de l’agoniste de NOD1 persiste même en absence d’endotoxines 

bactériennes, le LPS, dans l’ovalbumine. Néanmoins, la présence de LPS dans l’ovalbumine 

a un effet synergique sur la réponse Th2. Enfin, le transfert adoptif de cellules dendritiques 

conditionnées par amorçage avec un agoniste de NOD1 et stimulées avec de l’ovalbumine  

exacerbe la réponse Th2 induite pulmonaire de façon dépendante de CCL17 (313).  Ces 

résultats confortent les travaux publiés par Wong et collègues qui ont mis en évidence que 

l’administration intra veineuse d’un agoniste de NOD1 dans un modèle d’asthme allergique à 

l’ovalbumine était associée à une augmentation du nombre de cellules à mucus dans le 

poumons, une majoration de la fibrose sous épithéliale et une augmentation des IgE totales 

(232). Ces études révèlent le rôle pro-inflammatoire Th2 in vivo et in vitro d’un agoniste de 

NOD1 dans la réponse allergique asthmatique induite à l’ovalbumine. 
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Dans un modèle similaire, le rôle d’un agoniste de Nod2 a été évalué. L’administration intra 

nasale concomitante d’un agoniste de Nod2 et d’ovalbumine bloque l’induction de tolérance 

observée chez les souris n’ayant reçu que de l’ovalbumine. L’exposition concomitante au 

MDP et à l’ovalbumine induit une augmentation de la production de cytokines TSLP et IL-25. 

Cette expression cytokinique favorise l’expression d’une molécule de co-stimulation OX40L 

aboutissant au blocage de la genèse de lymphocyte T régulateurs. Cette étude révèle 

l’implication potentielle des agonistes de Nod2 dans l’inflammation allergique et asthmatique 

(314).  

Quelques années plus tard, ce rôle pro-inflammatoire Th2 des récepteurs NODs dans 

l’asthme allergique a été confirmé par Miller et collègues. En utilisant un modèle d’asthme 

allergique aux acariens (Dermatophagoides farinae), ces derniers ont démontré que la perte 

de la protéine adaptatrice RIP2K était associée à une réduction majeure des caractéristiques 

cardinales de l’asthme. Chez les souris RIP2K-/-, la production de mucus dans les voies 

aériennes, le recrutement alvéolaire de PNN et de PNE , la production de cytokines Th2 (IL-

5, IL-4, IL-13) et  Th17 et la production humorale étaient réduites par rapport aux souris 

sauvages (275). De façon intéressante, cette réduction de la réponse Th2 n’était pas 

secondaire à un défaut d’expansion des ILC2s qui contribuent de façon importante à 

l’immunité de type Th2 (61). En revanche, l’exposition de cellules épithéliales humaines aux 

acariens induit la phosphorylation de la protéine RIP2K, témoin de son activation (275,315). 

La perte de fonction de RIPK2 au niveau de l’épithélium pulmonaire et des fibroblastes est 

associée à défaut de synthèse de CCL2. Ce travail suggère que NOD1 ou NOD2 est 

impliqué dans la réponse asthmatique allergique aux acariens et que la cellule épithéliale 

pourrait jouer un rôle dans la réponse NLRs médiée par les acariens.  

In vitro, la stimulation de cellules bronchiques humaines BEAS2B, mais pas les PNE, par un 

agoniste de NOD1, l’iE-DAP, augmente la sécrétion d’IL-8 et de CCL2. La stimulation de ces 

cellules par du MDP ne modifie pas l’expression de ces médiateurs inflammatoires. La co-

culture de cellules BEAS2B et de PNE sans stimulation permet une augmentation de la 

synthèse d’IL-8 et de CCL2 qui est potentialisée après une stimulation par MDP ou iE-DAP 

suggérant que les interactions entre les PNE et les cellules épithéliales potentialisent 

l’inflammation médiée par un agoniste de NOD1, et que la cellule épithéliale des voies 

aériennes joue un rôle majeur dans la réponse inflammatoire de type Th2 médiée par NOD1.	
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Première partie : La détection par NOD1 du microbiote dérivant des acariens 

favorise l'asthme allergique expérimental 

Objectif de travail  

L’asthme est une pathologie fréquente et complexe résultant des interactions entre le 

patrimoine génétique d’un individu et son environnement. De nombreux facteurs 

environnementaux ont été impliqués dans la pathogenèse asthmatique dont l’exposition aux 

agents microbiens. Les interactions entre l’hôte et les organismes microbiens résultent de 

leur présence dans notre environnement exogène ainsi que de leur contribution à notre 

homéostasie en participant à notre microbiote. De nombreuses études, présentées 

précédemment, ont mis en évidence le rôle des bactéries, et de leurs composés, dans 

l’environnement dans le risque de survenue d’un asthme. De façon similaire, une altération 

de la flore bactérienne endogène, le microbiote, est associée à la survenue d’un asthme.  

L’un des phénotypes asthmatiques les plus fréquents est l’asthme allergique. Les acariens 

constituent est un des pneumallergènes le plus fréquent. La composition des acariens est 

complexe et une exposition à cet allergène déclenche une réponse inflammatoire et immune 

complexe sur les sujets sensibilisés. Des travaux récents ont révélé la présence de bactéries 

gram négatif dans le tube digestif des acariens. Au-delà du pouvoir allergénique des 

protéines composant les acariens, l’implication du microbiote endogène de l’acarien dans la 

réponse allergique n’a pas été spécifiquement  étudiée.   

Les interactions entre notre système immunitaire et les bactéries, ou leurs composés, sont 

en grande partie orchestrées par le système immunitaire inné. Des polymorphismes de 

plusieurs récepteurs de l’immunité innée ont été associés à un risque accru d'asthme. Notre 

laboratoire a précédemment démontré que l’activation du récepteur NOD1 jouait un rôle 

adjuvant dans la réponse allergique asthmatique dans un modèle murin d’asthme allergique 

induit à l’ovalbumine. Ce récepteur de reconnaissance de pathogènes présente plusieurs 

caractéristiques pouvant participer à la physiopathologie asthmatique. Premièrement, NOD1 

est impliqué dans le développement du système immunitaire digestif et participe à 

l’homéostasie du microbiote (297) et les souris déficientes en NOD1 présentent une 

modification de leur flore digestive (297). Secondairement, la présence de bacille gram 

négatif dans les extraits d'acariens pourrait (198,199), via la présence de fragment de 

peptidoglycane, activer le récepteur NOD1. 

Les hypothèses développées dans ce travail sont que l’implication du récepteur NOD1 dans 

l’asthme allergique aux acariens pourrait être liée soit à une modification de la réponse 

immune des souris NOD1 déficiente secondaire à leur dysbiose intestinale soit à une 
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activation directe du récepteur NOD1 par des fragments peptidoglycanes dérivant du 

microbiote digestif de l'acarien.   

Matériels et méthodes 
 

Souris et cadre éthique  

Les souris femelles sauvages (Wild Type ou WT) C57B6 (âgées de 6 semaines) ont été 

fournies par le laboratoire de Charles River (Wilmington, Mass). Les souris Nod1-/-, Nod2-/- et 

RIP2K-/- ont été croisées sur un fond génétique de souris C57BL/6 au moins 8 fois. 

L’ensemble des animaux a été élevé dans un environnement exempt de pathogènes dans 

des cages adaptées, ventilées avec une litière absorbante et un accès à l’eau et à la 

nourriture illimité. Un cycle jour nuit de 12 heures était respecté. Les souris axéniques étaient 

élevées dans des isolateurs flexibles. L’ensemble des expériences réalisées chez les 

animaux étaient en accord avec le comité d’éthique régional  et autorisé par le ministère de 

la recherche et de l’innovation (autorisation de Projet utilisant des Animaux à des Fins 

Scientifiques no. 7874-2016070417344442 v3). Les transplantations fécales ont été 

réalisées à partir de fèces fraiches de souris femelles sauvages ou Nod1-/-. Après mise en 

suspension dans 1mL de PBS stérile, la reconstitution de la flore des souris axéniques 

étaient réalisées par administration de 200µL de cette suspension par gavage. Le reste de 

l’homogénat était conservée au congélateur pour des analyses ultérieures.  

 

Protocole d’induction d’un asthme allergique aux acariens et traitement des extraits 

d’acariens 

Les souris sensibilisées aux acariens (Dermatophagoides Farinae, Stallergenes/Greer, lot 

9702026) recevaient par voie intra-nasale une dose équivalente à 5 index de réactivité (5 

IR : Dose élevée) soit 15 mg protein/40 mL de PBS ou une dose équivalente à 1 index de 

réactivité (1 IR : Dose faible) correspondant à 3 mg de protéine/40 mL. Un extrait 

allergénique est à un titre de 100 IR/ml  si un test cutané (prick test) provoque une papule 

d’un diamètre de 7 mm chez au moins 30 sujets sensibilisés à cet allergène. Les souris 

contrôles recevaient 40µL de PBS par voie intra-nasale. Une semaine après la 

sensibilisation, les souris étaient exposées par voie intra-nasale à 40µL d’extraits d’acariens 

(EA) (selon la dose initiale de sensibilisation haute ou basse) ou 40µL de PBS pendant 5 

jours consécutifs. 48 heures après la dernière exposition, les souris étaient anesthésiées 

avant la réalisation d’une mesure de l’hyper-réactivité des voies aériennes et un sacrifice. 

Les extraits de Der f contenaient 116 unités d’endotoxine pour 5IR d’extrait d’acariens, soit 

environ 10 ng de LPS. L’évaluation a été réalisée par un kit de quantification pierce LAL 

Chromogenic Endotoxin (ThermoFischer scientific).  
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Pour la réalisation de certaines expériences, des EA natifs ont été purifiés en LPS et en 

peptidoglycanes. La quantité d’endotoxines a été réduite grâce à l’utilisation de colonnes de 

résine (Pierce High Capacity Endotoxin Removal Resin, Thermofischer). Après  utilisation, 

les EA contenaient 95 % de leurs protéines initiales et le niveau d’endotoxine était diminué 

de 99%, soit 0.0625 EU pour 5IR d’acariens. La purification des extraits d’acariens en 

peptidoglycane a débuté par une digestion à 37°C, dans 12.5mM dans un tampon de 

phosphate de sodium à pH= 5.6, en présence de 100 UI de mutanolysine de Streptomyces 

globisporus (ATCC 21553 ; Sigma; 10 mg/mL). La déplétion en protéine a été réalisée en 

ajoutant 3 volumes de solvant : l’acétone, l’acétonitrile et le méthanol. Les surnageants 

étaient ensuite centrifugés et concentrés avec un speedvac. La pureté en protéine et en 

allergène a été testée en mesurant le contenu en protéine (Pierce BCA Protein assay Kit, 

Thermofischer) et en allergène majeur Der f 1 (Der f 1 ELISA kit, Indoor Biotechnologies) 

dans les surnageants. Aucune trace de ces composés n’a été mise en évidence dans les 

surnageants. Une méthodologie similaire a révélé que les culots protéiques contenaient 

entre un tiers à la moitié du contenu initial en protéine et en allergène. Pour les expériences 

in vivo, les doses administrées étaient normalisées par rapport au contenu initial en 

protéines et en allergènes soit une normalisation d’un facteur deux ou trois, par rapport à la 

dose initiale. 10µL ont été injectés pour la spectrométrie de masse LC/MS.  

 

Mesure de l’hyper-réactivité des voies aériennes 

Les souris étaient anesthésiées avec 0.5mg/kg de medetomidine (Domitor; Pfizer,  Brooklyn, 

NY) et de kétamine (Imalgene 1000; Merial, Duluth, Ga) et intubées avec un cathéter de 18 

gauge suivi par une ventilation mécanique de type FlexiVent (SCIREQ, Montréal, Quebec, 

Canada). Les souris étaient exposées à un aérosol de PBS puis à des aérosols de doses 

croissantes de métacholine allant de 0 à 100mg/mL (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) en utilisant 

un nébuliseur ultrasonique (Aeroneb; Aerogen, Mountain View, Calif). La moyenne des 

valeurs des résistances mesurées était calculée pour chaque dose.  

 

Analyse du lavage broncho-alvéolaire  

Le lavage broncho-alvéolaire était réalisé en injectant 1 mL de PBS frais dans les poumons 

des souris après sacrifice. Les cellules issues du lavage broncho-alvéolaire étaient 

récupérées par centrifugation pendant 5 minutes à 135 g et à +4 °C. Les cellules étaient 

mises en suspension dans du PBS puis une numération cellulaire était réalisée. Les 

échantillons étaient ensuite déposés sur des lamelles (Shandon Cytospin 4; Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Mass) et colorées avec du May-Grunwald-Giemsa (DiaPath, 

Martinengo, Italy) pour effectuer une numération cellulaire.  
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Prélèvement sanguin et analyses 

Le sang était prélevé à partir de la veine abdominale. Après une centrifugation (5000 g 

pendant 5 minutes), le sérum était collecté et congelé à -20 °C. Le niveau IgE totales et d’IgE 

spécifiques de Der f était mesuré dans le sérum par ELISA.  

Le dosage des IgE totales était réalisé dans une plaque 96 puits (Corning Incorporated) 

recouverte d’anticorps de rat dirigés contre les IgE murines à la concentration de 2µg/ml 

(clone R35-72; BD Biosciences Pharmingen). Après une étape de saturation et d’incubation 

des prélèvements, un anticorps biotinylé anti-IgE de souris (clone R35-118; BD Biosciences 

Pharmingen) à 2µg/mL était utilisé comme réactif de détection des IgE totales. La liaison des 

anticorps spécifiques était révélée par addition de streptavidine-peroxydase de Raifort 

(Zymed, Invitrogen) suivi par l’addition du substrat TMB (Interchim).  

La concentration en IgE était exprimée en µg/ml après une comparaison avec une gamme 

standard d’IgE de souris (0.5mg/mL, BD Biosciences Pharmingen).  

La mesure des anticorps IgG1 spécifique de Der f était réalisée via des microplaques 

coatées avec 10 IR/mL de Der f. Après blocage et incubation avec des dilutions de sérum, la 

liaison des anticorps spécifiques était détectée par l’addition de streptavidine-peroxydase de 

Raifort marqué avec un anticorps de chèvre dirigé contre les IgG1 de souris (Southern 

Biotechnology, Birmingham).  

 

Histologie pulmonaire  

Le lobe droit du poumon de chaque souris était fixé dans l’Antigenfix (DiaPath) et fixé dans 

de la paraffine  (Histowax; HistoLab, Askim, Sweden) selon les recommandations du 

fabricant. Les sections pulmonaires étaient colorées avec de l’hématoxyline standard, à 

l’éosine et à l’acide périodique. Ces colorations ont permis l’évaluation respective de 

l’inflammation péri-bronchique et  des mucopolysaccharides présent dans le mucus.  

 

Extraction des protéines pulmonaires 

Un lobe pulmonaire était homogénéisé dans 1 mL de réactif pour l’extraction protéique de 

type T-PER (Thermo Fisher Scientific) contenant des inhibiteurs de protéases (Roche 

Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland). Après dix minutes sur la glace, les lysats cellulaires 

étaient centrifugé à 13,000 g pendant 5 minutes à 4°C et le surnageant était collecté pour 

des mesures et des analyses ultérieures. La concentration totale de protéines des extraits 

pulmonaires était mesurée en utilisant le kit de mesure de protéines BCA (Protein assay kit ; 

Thermo Fisher Scientific).  
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Culture de cellules de lignées humaines et culture de cellules primaires de cellules 

épithéliales 

 

Lignées cellulaires  

Les cellules embryonnaires humaines du rein 293 (Human embryonic kidney HEK293) était 

mise en culture dans le milieu de culture Dulbecco's modified Eagle's (DMEM) avec du 

milieu GlutaMAX™ (ThermoFisher Scientific) supplémenté par 10 % de sérum fœtal de veau  

inactivé par la chaleur (Eurobio Scientific) avec 1 % de pénicilline et 100UI de streptomycine.  

Les cellules épithéliales humaines bronchiques BEAS-2B étaient cultivées dans des flasques 

recouvertes de collagène G (Biochrom) avec un milieu adapté pour les cellules épithéliales 

respiratoires (Promocell) en accord avec les recommandations de l’American Type Culture 

Collection (ATCC).  

Les cellules alvéolaires épithéliales A549 étaient cultivées dans du Dulbecco’s modified 

Eagle's (DMEM) avec du glucose et du GlutaMAX™ medium (ThermoFisher Scientific) 

supplémenté avec 10 % de sérum fœtal de veau inactivé par la chaleur (Eurobio Scientific) 

et 1 % pénicilline et 100 UI de streptomycine.  

L’ensemble des lignées cellulaires était maintenu à 37°C dans une atmosphère humidifiée 

avec 5% de CO2. Un contrôle régulier d’une contamination par mycoplasme était réalisé par 

PCR. 

 

Les cellules primaires bronchiques  

Les cellules bronchiques normales humaines (NHBE) (Lonza) étaient mises en culture dans 

des plaques PureCoat collagen couvertes par du collagène avec un milieu de culture 

Pneumacult Ex medium (StemCell) supplémenté avec 96 ng/mL d’hydrocortisone. Les 

cellules NHBE étaient cultivées pendant 2 passages au maximum à 37°C dans une 

atmosphère humidifiée avec 5 % de CO2.	L’ensemble des lignées cellulaires était maintenu 

à 37 °C dans une atmosphère humidifiée avec 5 % de CO2. Un contrôle régulier d’une 

contamination par mycoplasme était réalisé par PCR. 

 

Cellules HEK-203, rapporteuses luciférase de l’activation du récepteur NOD/Nod 1 et 2 

L’étude de l’activation de NF-κB par le récepteur d'intérêt dans les cellules rapporteuses 

luciférase était réalisée en ensemençant chaque puits d’une plaque 96 puits avec 5 x104 

cellules par puits. Les cellules étaient transfectées en utilisant de la Lipofectamine LTX avec 

du « Reagent PLUS » (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) selon les recommandations du 

fournisseur. Les éléments transfectés étaient des plasmides exprimant le récepteur Nod1 

humain (h) NOD1 ou murin (m) Nod1 ou Nod2 (0.5ng/puits) en association avec le plasmide 

rapporteur pBxIVluc (1 ng/puit) and pEF-BOS-b-gal (25 ng/puit). Le pMXpuro-FLAG-mNOD1 
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a été créé à partir de l’ADN complémentaire du gène Nod1 d’une souris (Clone EST 

944836). Les cellules étaient stimulées en ajoutant 100µL de milieu contenant une quantité 

d’extrait d’acariens correspondant de 0.2 à 4IR soit une concentration de 3 à 60µg de 

protéines/mL, soit les ligands spécifiques des récepteurs NLRs (FK565 500ng/puits, FK156 

260ng/puit, MDP 500ng/puit) ou seulement du milieu (contrôle). Après un lavage avec 100µL 

de PBS (Gibco), les cellules étaient lysées avec une solution de lyse passive à la 

concentration de 1X contenant des inhibiteurs de protéases (cOmplete™, EDTA-free 

Protease Inhibitor Cocktail, Roche). 

L’activité luciférase (Luciferase assay substrate, Promega) et de la β−Galactosidase 

(Mammalian Beta-Galactosidase Assay Kit, ThermoFischer Scientific) était évaluées selon 

les recommandations  des fournisseurs.  

Les résultats ont été normalisés en fonction de l’expression de la β-Galactosidase pour 

refléter l’efficacité de la transfection et exprimés en fonction de l’expression des plasmides 

seuls.   

 

Stimulation des cellules épithéliales et transfection avec les ARNs interférant (siRNA) 

Les lignées cellulaires épithéliales humaines (BEAS-2B et A549) étaient ensemencées dans 

une plaque 96 puits à fond plat avec 1 x 104 cellules par puits. 24 heures après, les cellules 

étaient traitées pendant 4 heures avec de l’IFN-β (20 ng/mL ; PeproTech, Rocky Hill, NJ). 

Les cellules étaient ensuite lavées au PBS puis stimulées par des extraits d’acariens à la 

dose finale de 0.2 IR (correspondant à 6 µg protéines/mL), sauf si une autre indication est 

mentionnée sur les figures, ou par l’agoniste synthétique de NOD1, le FK565 (50 mg/mL; 

Fujisawa Pharmaceutical Company, Osaka, Japon) ou du MDP (10 mg/mL; InvivoGen, San 

Diego, Californie) pendant 24 heures.  

Le surnageant de culture et les culots cellulaires étaient collectés pour une mesure des 

cytokines et de l’expression d’ARN. Pour le besoin de certaines expériences, la stimulation 

précédemment décrite était associée à l’ajout d’un inhibiteur de RIPK2 (AGV discovery) à la 

concentration finale de 5 mmol/L. Ces cellules ont aussi été stimulées avec du LPS 

(InvivoGen) en combinaison avec un inhibiteur de la RIPK2 pour évaluer la spécificité de cet 

inhibiteur. Les stimulations avec les extraits d’acariens, le FK565, le MDP étaient réalisées 

en présence de lipofectamine LTX pour faciliter l’internalisation du ligand dans le 

cytoplasme.  

Pour les expériences d’inhibition de l’expression de NOD1 et NOD2 par siRNA, les cellules 

BEAS-2B étaient transfectées par les ARN interférants duplex-pools siGENOME 

SMARTpool NOD1 humain (Dharmacon) ou l’ARN interférant siGENOME SMARTpool 

NOD2 humain (Dharmacon) en utilisant le RNAiMAX (Invitrogen) dans un milieu Opti-MEM 

(Gibco) selon les recommandations du fabriquant. Les cellules BEAS-2B étaient 
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ensemencées dans une plaque 24 puits avec 1x105 cellules par puits puis prétraitées avec 

de l’interféron pendant 4 heures et transfectées selon les indications ci-dessus pendant 48 

heures. Avant la stimulation, les cellules étaient lavées avec du PBS et ensuite exposées 

pendant 24 heures avec des extraits d’acariens, du FK565 ou du MDP.   

L’ARN interférant  siRNA1 (Dharmacon) était utilisé comme un control. L’indicateur siGLO 

red (Dharmacon) était utilisé comme un contrôle de l’efficacité de la transfection. La viabilité 

cellulaire était évaluée en utilisant le kit Tali dead cell red viability kit (Invitrogen). L’inhibition 

de l’expression du gene d’intérêt était confirmée par RT-qPCR. L’efficacité du knockdown 

était de 75 ± 2.2% pour NOD1 et de 80 ± 6.7% pour NOD2.   

Les cellules NHBE (Lonza) se sont divisées dans le milieu Pneumacult Ex medium 

(StemCell) avant d’être sous divisées selon les recommandations du fabriquant. Elles étaient 

ensuite ensemencées dans une plaque de 48 puits avec 5 x 104 cellules par puits dans une 

plaque pré-recouverte avec du collagène de type IV (Sigma) avec du milieu de culture de 

type “Airway epithelial cell” (Promocell). Les cellules NHBE étaient stimulées pendant 48 

heures avec les extraits d’acariens à la dose finale de 1 IR (correspondant à 15µg de 

protéine/mL) ou l’agoniste de NOD1 FK565 (Fujisawa Inc) (100 µg/mL) seul ou en 

combinaison avec un inhibiteur de RIPK2 (AGV discovery) à la concentration finale de 5µM. 

 

Création de souris chimériques par transplantation de moelle osseuse  

Les cellules de la moelle osseuses étaient isolées en rinçant les fémurs et les tibias des 

souris donneuses avec du milieu de culture (minimum essential medium, Life Technologies, 

Grand Island, NY) et passage des cellules récoltées au travers d’un tamis à cellules stérile 

de 100µm pour obtenir une suspension de cellules seules.  

Les souris receveuses étaient conditionnées par une administration unique d’une irradiation 

corporelle totale d’une dose de 9 grays. 24 heures après l’irradiation, les souris receveuses 

bénéficiaient d’une seule injection intraveineuse de 3 x 106 cellules de la moelle osseuse 

dépletée en cellules T. La déplétion en cellules T de la moelle osseuse des souris 

donneuses était effectuée à l’aide de microbilles CD4 et CD8 selon le protocole du 

fournisseur. Les souris chimériques été conservées sous un régime d’eau acidifiée pendant 

toute la durée du protocole.  

 

PCR quantitative  en temps réel  

Les lobes pulmonaires étaient homogénéisés avec des billes de céramique (Omni 

international) et du tampon de lyse RLT RNeasy (Qiagen) en utilisant un tampon de lyse 

MagNA (Roche). L’isolation d’ARN était réalisée avec le kit RNeasy mini kit (Qiagen) selon le 

protocole du fournisseur. L'ARN extrait du poumon a été rétro-transcrit à l'aide du kit de 

synthèse d'ADNc Affinity Script QPCR (Agilent) conformément aux instructions du fabricant. 
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L'ADNc résultant a été amplifié à l'aide du kit de PCR en temps réel Brilliant III Ultra-Fast 

SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent) et détecté sur un Stratagène Mx3005P (Agilent). 

Les amorces utilisées sont répertoriées dans le tableau E2. A l'issue de l'amplification PCR, 

une analyse de la courbe de fusion de l'ADN a été réalisée afin de confirmer la présence 

d'un seul amplicon. La gène de la beta-actine humaine (Actb) a été utilisé comme gène de 

référence interne afin de normaliser les niveaux de transcrits. L'ARN des cellules BEAS-2B a 

été isolé à l'aide du mini kit RNeasy (Qiagen) et rétro-transcrit à l'aide du kit de synthèse 

d'ADNc Affinity Script QPCR (Agilent) combinant Oligo (dT) et des amorces aléatoires. Le 

gène de la GAPDH a été utilisé comme gène de référence interne afin de normaliser les 

niveaux de transcrits, à l'exception de hPGLYRP2, de PEPT1 murin et humain, PEPT2 qui 

ont été normalisés à l'aide de HPRT1 après amplification à l'aide de Primetime gene 

expression Master Mix (IDT) sur un QuantStudio 12K biosystèmes). 

 

Choix des cytokines et de chimiokines  

La mesure du taux de cytokines épithéliales murines pro-Th2 (TSLP, IL-33) et des 

chimiokines (CCL17, CCL22) a été réalisée par ELISA dans les extraits protéiques de 

poumon selon les instructions fournies par les fabricants (R&D Systems, Bio-Techne, 

Minneapolis, Minnesota ; et e-Biosciences, Thermo Fisher Scientific). La quantification de la 

concentration d’IL-6 et d’IL-8 (CXCL8) humaine dans les surnageants de cultures cellulaires 

BEAS-2B, A549 et NHBE a également été faite par ELISA à l'aide des kits ELISA Duoset ( 

R&D Systems). Les cytokines évaluées dans le contexte d’inflammation allergique des voies 

respiratoires étaient les cytokines Th2 (IL13 et IL-5), la cytokine Th1 (IFN-γ) et les cytokines 

Th17 (IL-17 et IL-22). Une mesure des cytokines pro Th2 IL-33 et TSLP a également été 

réalisée, compte tenu de leur implication dans l'établissement de la réponse Th2. De plus, 

leurs évaluations étaient justifiées par l’intense expression de NOD1 dans les épithéliums et 

par son implication dans l’expression de l’IL-33 (316). L’IL-25, une autre cytokine pro-Th2 

épithéliale, n'a pas été détectée dans notre modèle. Concernant les chimiokines, nous avons 

évalué CCL17 et CCL2 car elles sont produites dans les cellules myéloïdes et les cellules 

épithéliales via la voie de signalisation NOD1 (275,313). 

 

Analyse de l’ARN 16S 

Des bibliothèques d'amplicons, ciblant la région hypervariable V3-V4 16S  des bactéries, ont 

été préparées à l'aide du protocole Metabiote® optimisé, standardisées et séquencées sur 

des lectures appariées Illumina MiSeq. Il en résultait 39237 lectures de séquences. 

Brièvement, la PCR du gène de l'ARNr 16S a été réalisée à l'aide de 5 ng d'ADN génomique, 

selon le protocole du fabricant, en utilisant 192 amorces à des concentrations finales de 0,2 

µM et une température d’hybridation de 50°C pendant 30 cycles (Metabiote®, Genoscreen). 



	 68

Les produits de PCR ont été purifiés à l'aide d'un système de purification Agencourt AMPure 

XP-PCR (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), quantifiés selon le protocole du fabricant et 

multiplexés à des concentrations égales. Le séquençage a été réalisé à l'aide d'un protocole 

de séquençage à extrémités appariées de 300 pb sur une plateforme Illumina MiSeq 

(Illumina, San Diego, CA, USA) à GenoScreen, Lille, France. Le tri par index d'échantillons 

et le réassemblage des deux lectures « appariées » ont été effectués pour obtenir des 

séquences de gènes d'ARNr 16S complètes. Les amplicons résultants ont été regroupés en 

unités taxonomiques opérationnelles (OTU) avec le logiciel CASAVA v1.0. Les données ont 

été analysées selon le protocole suivant. Le pipeline interne Metabiote Online v2.0 est 

partiellement fondé sur le logiciel QIIME v 1.9.1E1. Après les étapes de pré-traitement, les 

séquences chimères ont été détectées puis éliminées des séquences d'ARNr 16S complètes 

(sur la base de l'utilisation de Usearch 6.1). Ensuite, une étape d’assemblage a été réalisée 

pour regrouper des séquences similaires avec un seuil d'identité nucléique (97 % d'identité 

pour une affiliation au niveau du genre sur les régions V3-V4 du gène de l'ARNr 16S) avec 

Uclust v1.2.22qE2. La séquence la plus abondante de chaque OTU a donc été considérée 

comme la séquence de référence de son OTU et taxonomiquement comparée à une base de 

données de référence (base de données Greengenes, version 13_8 ; www.greengenes.gov) 

par la méthode de classificateur RDP v2.2E3. 

 

Méthode de spectrométrie de masse LC-MS/MS  

L'UHPLC/HRMS a été réalisée sur un système UHPLC Ultimate 3000 couplé à un 

spectromètre de masse quadripôle-Orbitrap (Q-Exactive Focus, Thermo Fisher Scientific). 

Les muropeptides ont été séparés sur une colonne analytique Hypersil Gold aQ (1,9 µm, 2,1 

x 150 mm ; Thermo Fisher) à 200 µL/min, avec une température de colonne à 50 °C. Puis 

pendant 25 minutes, un gradient linéaire de 0,1% (v/v) d'acide formique à 12,5% 

d'acétonitrile + 0,1% (v/v) d'acide formique a été appliqué, suivi d'une augmentation 

progressive de l’acétonitrile jusqu'à 20%  + 0 ,1% (v/v) d'acide formique sur 5 minutes et 

maintenu pendant 5 min. Le rééquilibrage de la colonne a été effectué avec 0,1 % (v/v) 

d'acide formique pendant 10 minutes supplémentaires.  

Le focus Q-Exactive a été opéré sous ionisation électrospray en mode positif et en mode 

d'acquisition dépendant des données (ddMS2) par Xcalibur 4.0. Le balayage complet (m/z 

200 à 3000) a utilisé une résolution de 70 000 FWHM à 200 m/z avec une cible de contrôle 

automatique de gain (AGC) de 1x106 ions et un temps d'injection maximum (IT) en mode 

automatique. Les paramètres pour MS/MS dépendant des données étaient : résolution 17 

500 ; AGC 1x105 ions ; IT maximum 60 ms et les 3 ions les plus abondants à charges 

multiples ont été soumis à une fragmentation des cellules HCD (fenêtre d'isolement 3 m/z, 
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énergie de collision normalisée (NCE= 25 %)). Les données ont ensuite été traitées avec le 

logiciel Thermo Xcalibur 3.1 (Thermo Fisher Scientific) pour l'identification des muropeptides. 

 

Analyses statistiques  

Pour l'analyse de la taxonomie bactérienne, un logiciel d’'analyse du microbiome a été utilisé 

pour déterminer les propriétés des communautés. Des tracés PCoA utilisant des distances 

UniFrac non pondérées ont été utilisées pour analyser la ségrégation entre le microbiote 

fécal (FM) WT(FM)!GF et Nod1-/-FM!GF dans les souris axénique (GF) en utilisant 

l'analyse des similitudes de groupe statistique. La diversité alpha, calculée comme l'indice de 

Channon, a été analysée en utilisant le test  de U-Mann-Whitney. Les valeurs de P <.05 ont 

été considérées comme statistiquement significative. Pour les analyses in vivo et in vitro, les 

données ont été analysées à l'aide de Prism 8.0 (Logiciel GraphPad, San Diego, Californie). 

Pour les données normalement distribuées, les différences entre les groupes ont été 

évaluées par ANOVA avec test post hoc de Bonferroni pour les comparaisons multiples. 

Pour la comparaison de deux groupes, un test t de Student bilatéral a été utilisé. L’étude de 

la résistance des voies respiratoires a été réalisée par un test d'analyse de variance double. 

Les données ne répondant pas à une distribution normale ont été comparées à l'aide du test 

post hoc de Kruskal-Wallis H avec une correction de Dunn pour les comparaisons multiples. 

Pour les expériences cellulaires in vitro, ces dernières ont été réalisées en 3 ou 4 réplicats et 

l'expérience a été répétée 2 à 3 fois. Pour les expériences in vivo, le nombre de souris par 

groupe est indiqué dans les légendes des figures. Les valeurs de P <.05 ont été considérées 

être statistiquement significatives.  
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La détection par le récepteur NOD1 du microbiote provenant des acariens 

exacerbe l'asthme allergique expérimental 

 

La voie de signalisation de NOD1 aggrave l’asthme allergique induit aux acariens via 

la protéine Ripk2 

 L’impact, in vivo, de la voie de signalisation Nod1 a été évaluée dans un modèle 

d'asthme induit aux acariens par l’instillation intra nasale de 5IR (équivalent à 15 mg de 

protéine/mL)  (Fig 18, A) à des souris C57BL6/J déficientes ou non pour le gène de Nod1 

(317).  

Les souris sauvages sensibilisées et provoquées par les extraits d’acariens présentaient 

toutes les caractéristiques de l’inflammation allergique asthmatique des voies respiratoires.  

Ces paramètres comprenaient une augmentation :  

• du nombre de cellules totales, du nombre d'éosinophiles, de neutrophiles et de 

macrophages dans le lavage broncho-alvéolaire (Fig 18, B),  

• des IgE totales et les anticorps IgG1 spécifiques dirigés contre les acariens (Fig 18, 

C) 

• du niveau d’expression des cytokines pulmonaires TH2/TH17 et de certaines 

chimiokines pro-TH2 (Fig 18, D; voir Fig E1).  

L’ensemble des paramètres cardinaux asthmatiques étaient fortement diminués chez les 

souris Nod1-/-, à l'exception de la réponse humorale et du taux de cytokines de type TH17 

(Figs 18, B-D, et E1, A).  

Les coupes histologiques de poumons de souris ayant reçu des extraits d’acariens révélaient 

une accumulation de mucus dans les voies respiratoires, coloré par l'acide périodique de 

Schiff, et de l’infiltration cellulaire inflammatoire, mis en évidence par l'hématoxyline et 

l'éosine chez les souris sauvages. Ces deux caractéristiques étaient réduites chez les souris 

déficientes en Nod1 (Figs 18, E et E1, B, respectivement). 

Sur le plan fonctionnel respiratoire, l’augmentation de la résistance des voies aériennes, en 

réponse à une provocation à  la métacholine, était totalement inhibée chez les souris Nod1-/- 

stimulé exposées aux acariens comparativement aux souris sauvages ayant reçu le même 

traitement (Fig 18, F).  

De façon similaire, le déficit en Nod2 était associé à une diminution du recrutement cellulaire 

inflammatoire dans le lavage broncho-alvéolaire après une provocation par les extraits 

d’acariens (Fig 18, G). La réponse humorale n’était pas modifiée (Fig 18, H). En revanche, 

contrairement aux souris Nod1-/-, aucune diminution significative du niveau de cytokines et 

des chimiokines pulmonaires TH2 ou pro-TH2 n’était mise en évidence, à l’exception des 

chimiokines CCL2 et de la chimiokine dérivée des kératinocytes (KC) (Figs 18, I et E1, C). 
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Après une exposition aux acariens, l‘hyper-réactivité des voies aériennes des souris Nod2-/- 

n’était pas modifiée par rapport aux souris sauvages (Fig 18, J). 

Comme nous l’avons spécifié précédemment (Figure 17), la transduction du signal Nod1 et 

Nod2 est effectuée via l’adaptateur d’aval Ripk2. Compte tenu de cette organisation, nous 

avons évalué l’inflammation allergique des voies aériennes chez les souris déficientes en 

Ripk2. 

Miller et collègues (275) ont rapporté que l'inflammation allergique des voies aériennes 

induites par les acariens était réduite chez les souris Ripk2-/- dans un modèle équivalent à 

notre modèle à 5IR. Pour ces raisons, nous avons évalué les caractéristiques  d’un modèle 

d’asthme allergique induit aux acariens à 1IR (3 mg de protéine/mL) chez des souris Ripk2-/-.  

Chez les animaux déficients pour Ripk2, une inhibition totale du recrutement cellulaire 

inflammatoire dans le LBA, en particulier des éosinophiles, était observée (Fig 19, A) sans 

modification significative de la réponse humorale (Fig 19, B). Une diminution du niveau de 

cytokines et des chimiokines de type TH2 (Fig 19, C), de la production de mucus (Fig 19, D) 

et des résistances des voies aériennes était également mise en évidence chez les souris 

Ripk2-/- comparativement aux souris sauvages dans notre modèle (Fig 19, E).  

Contrairement aux résultats précédemment publiés par Miller et son équipe (275), nous 

n’avons pas mis en évidence de modification de la réponse humorale chez les souris Ripk2-/-

. 

Cependant, ce travail est le premier à évaluer l’impact fonctionnel d’une perte de Ripk2 dans 

la réponse allergique asthmatique en démontrant qu’une déficience en Ripk2 ou en Nod1 

était associée à une inhibition de l’hyper-réactivité des voies aériennes dans un modèle 

d’asthme allergique aux acariens. Cette caractéristique n’était pas retrouvée chez les souris 

Nod2 déficientes.  

L’ensemble de ces résultats révèle que la voie de signalisation Nod1, mais pas Nod2, est 

impliqué dans la sévérité de l’inflammation allergique asthmatique induite par les acariens de 

façon dépendante de l’activation de la protéine Ripk2.  
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Figure 18 : La signalisation par Nod1 aggrave la réponse allergique des voies respiratoires 

induite par les acariens  

(A) Protocole d'asthme expérimental induit aux acariens 
(B) Numération cellulaire dans le LBA chez les souris sauvages et Nod1-/- provoquées par du PBS ou 
des acariens  
(C) Evaluation en ELISA de la réponse humorale Th2 chez les souris sauvages et Nod1-/- provoquées 
par PBS ou des acariens  
(D) Expression relative (RE) des protéines et de l'ARNm des cytokines et des chimiokines évaluée par 
ELISA et Q-RT-PCR dans des extraits pulmonaires de souris WT et Nod1-/- provoquées par du PBS ou 
des acariens  
(E) Microphotographies représentatives de sections pulmonaires colorées au PAS chez les souris WT et 
Nod1-/-. Echelle: 100 µm  
(F) Résistance des voies respiratoires des souris WT et Nod1-/- provoquées par du PBS ou des acariens  
(G) Nombre de cellules du LBA chez les souris WT et Nod2-/- provoquées par du PBS ou des acariens 
(H) Evaluation de la réponse humorale Th2 chez les souris WT et Nod2-/- provoquées par du PBS ou par 
des acariens par ELISA  
(I) Expression relative (RE) de protéines et d'ARNm de cytokines et de chimiokines évaluée par ELISA 
et RT Q-PCR dans des extraits pulmonaires de souris WT et Nod2-/- provoquées par du PBS ou des 
acariens  
(J) Résistance des voies respiratoires des souris WT et Nod2-/- provoquées avec du PBS ou des 
acariens  
Les données sont présentées sous forme de moyenne ± SEM de n=12-22 animaux par groupe pour 
Nod1 et n=5-9 animaux par groupe pour les expériences Nod2.  
*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 versus PBS, p<0,05 ≠≠p<0,01, ANOVA unidirectionnelle pour tous sauf la 
résistance des voies aériennes : ANOVA bidirectionnelle. ns : non significatif, HDM pour House Dust 
Mite 
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Figure 19 : La signalisation Nod1 exacerbe la réponse allergique des voies respiratoires induite 

par les acariens via Ripk2  
(A) Numération cellulaire dans le LBA de souris sauvages et Ripk2-/- provoquées par du PBS ou par une 
faible dose d’acarien 
(B) Mesure par  ELISA des IgE totales et des anticorps IgG1 spécifiques des acariens chez des souris 
WT et Ripk2-/- provoquées par du PBS ou par une faible dose d’acariens 
(C) Expression relative (RE) des protéines et de l'ARNm des cytokines et des chimiokines évaluée par 
ELISA et Q-RT-PCR dans des extraits pulmonaires de souris WT et Ripk2-/- provoquées par du PBS ou 
par une faible dose d’acariens 
(D) Microphotographies représentatives de sections pulmonaires colorées au PAS chez les souris WT et 
Ripk2-/-. Barre d'échelle : 100 µm  
(E) Résistances des voies respiratoires des souris WT et Ripk2-/- provoquées par du PBS ou par une 
faible dose d’acariens 
Les données sont présentées sous forme de moyenne ± SEM de n = 6-12 pour Ripk2. *p<0,05 **p<0,01 
***p<0,001 versus PBS, p<0,05, ≠≠p<0,01, p<0,001 ANOVA unidirectionnelle pour tous sauf résistance 
des voies aériennes : ANOVA bidirectionnelle. 
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La dysbiose du microbiote digestif causée par la déficience en Nod1 n’a pas d’impact 

sur la survenue d’un asthme allergique induit aux acariens 

Les souris Nod1-/- présentent une flore intestinale dysbiotique (297). Nous avons ensuite 

voulu évaluer si une telle dysbiose pouvait influencer l’induction d’un asthme allergique 

expérimental. La transplantation d'une préparation d’homogénats fécaux frais provenant de 

souris donneuses sauvage (WT) ou Nod1-/- a été réalisée chez des souris receveuses 

axéniques témoins (appelés respectivement WT ou Nod1-/- FM!GF). Cinq semaines après 

le transfert, les souris recolonisées ont été soumises à notre protocole d’induction d’asthme 

aux acariens (Fig 20, A). Les deux groupes de souris exposés aux acariens, ont présenté 

une augmentation similaire du recrutement de cellules inflammatoires dans le LBA (Fig 20, 

B), de la réponse humorale (Fig 20, C), de la réponse de type TH2 (Fig 20, D) et de la 

résistance des voies respiratoires par rapport aux groupes PBS (Fig 20, E). Une évaluation 

du microbiote bactérien intestinal des souris recolonisées a été réalisée en collectant les 

fèces à la fin des expériences et en les analysant par profilage phylogénétique de l'ARNr 

16S. 

Les graphiques d'analyse des coordonnées principales utilisant des distances métriques de 

fractions uniques non pondérées ont mis en évidence la ségrégation entre les souris 

initialement axéniques (P <.001, analyse des similitudes de groupe, analyse statistique) (Fig 

20, F). La diversité alpha, calculée avec l'indice de Shannon, ont mis en évidence des 

différences significatives entre les groupes de souris ex-GF (P <.01, test Mann-Whitney U) 

(Fig 20, G).  Une heatmap illustre les différences de composition de la flore digestive des 

deux groupes de souris et leurs similitudes avec la composition du microbiote contenue dans 

les  fèces des souris donneuses (Fig 20, H). Aucune différence significative n'a été observée 

entre le microbiote des souris traitées par du PBS ou par les acariens quel que soit le 

génotype des souris donneuses. Au total, ces données confirmaient la présence d’une 

dysbiose digestive chez les souris déficiente pour Nod1. Néanmoins, cette modification de la 

composition du microbiote intestinal des souris Nod1-/- n'étaient pas responsables de leur 

protection contre l’asthme induit aux acariens.  
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Les muropeptides présents dans les acariens sont détectés par NOD1 dans les 

cellules épithéliales via RIPK2 

La quantification de la diversité bactérienne présente dans les extraits d’acariens par le 

séquençage de l'ARNr 16S a révélé que 87,7% des lectures assemblées provenaient de 

bactérie gram négatif appartenant à la famille des Bartonellaceae (Fig 21, A). Pour identifier 

des fragments de PG spécifiques, des extraits d’acariens ont été analysés par spectrométrie 

de masse à travers une approche ciblée s'intéressant spécifiquement à des muropeptides 

bien caractérisés. Le tripeptide muramyl DAP et le MDP, reconnu respectivement par NOD1 

et NOD2, ont été détectés. Leur présence a été confirmée par fragmentation (Fig 21, B et C). 

Ensuite, l'effet des acariens sur les récepteurs NOD1 et NOD2 a été évalué sur des cellules 

rénales embryonnaires humaines 293 (HEK293) transfectées avec un rapporteur de NF-κB-

luciférase et exprimant hNOD1, mNod1 ou mNod2. Les résultats étaient normalisés à l'aide 

d'un vecteur de contrôle contenant le gène de la β-galactosidase pour évaluer l’efficacité de 

la transfection. Tous les contrôles positifs ont induit l'activation de NF-κB (Fig 21, D). Les 

extraits natifs d’acariens ont provoqué une augmentation dose-dépendante de l’activité 

luciférase médiée par l’activation de hNOD1 et de mNod1. L’activation médiée par NOD2 

n’était retrouvée qu’avec la dose la plus élevée d’acariens de 4IR (c.-à-d. 60 mg de 

protéine/mL) (Fig 21, D). Puisque chez l’Homme, la première cellule rencontrée par 

l'allergène est la cellule épithéliale bronchique, nous avons stimulé les cellules épithéliales 

bronchiques humaines BEAS-2B avec des extraits d’acariens. Ces cellules ont été amorcées 

avec de l'IFN-β  (318) pour augmenter l'expression de base du récepteur  NOD1. Le rôle de 

la voie de signalisation Nod1 a ensuite été évalué en quantifiant la production de cytokines 

Figure 20.Le microbiote intestinal dysbiotique causé par une déficience en Nod1 n'a pas 

d'impact sur la réponse allergique des voies respiratoires induite par les acariens  

(A) Protocole de transplantation fécale  
(B) Numération cellulaire du LBA  chez les souris sauvages et Nod1-/- FM → GF provoquées avec du 
PBS ou des acariens   
(C) Détection de la réponse humorale Th2 ELISA chez les souris WT et Nod1-/- FM → GF provoquées 
avec du PBS ou des acariens  
(D) Expression relative (RE) des protéines et de l'ARNm des cytokines et des chimiokines évaluée par 
ELISA et Q-RT-PCR dans des extraits pulmonaires de souris WT et Nod1-/- FM →GF provoquées avec 
du PBS ou des acariens  
(E) Résistance des voies respiratoires des souris WT et Nod1-/- FM →GF provoquées avec du PBS ou 
des acariens.  
Les données sont présentées sous forme de moyenne ± SEM de n = 4 à 7 animaux par groupe. Les 
données sont représentatives de 2 expériences indépendantes. *p<0,05 **p<0,01 versus PBS. ANOVA 
unidirectionnelle pour tous sauf la résistance des voies respiratoires : ANOVA bidirectionnelle  
(F) Tracés je ne sais pas d’où tu sors cette traduction ?? PCoA utilisant les distances UniFrac non 
pondérées des matières fécales des souris WT FM GF (WT) et Nod1-/- FM  GF (KO). p≤0,001 entre les 
deux groupes, analyse ANOSIM  
(G) Diversité alpha évaluée par l'indice de Shannon des matières fécales des souris WT FM →GF (WT) 
et Nod1-/- FM →GF (KO). p≤0,01 entre les deux groupes, test de Mann Whitney  
(H) Heatmap des genres les plus abondants dans les fèces provenant de récepteurs (R) de souris WT 
FM →GF (WT), Nod1-/- FM →GF (KO) provoquées avec PBS ou d’acariens, et de donneurs initiaux (D) 
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suite à une exposition aux acariens. La stimulation par les acariens déclenche une 

augmentation dose-dépendante de la production d'IL-6 et d'IL-8 par les cellules BEAS-2B 

avec un effet débutant à 0,2IR (6 mg de protéine/ mL) et un réponse maximale à 4IR (120 

mg de protéine/mL) (Fig E2, A). La stimulation des cellules BEAS-2B par les acariens a 

induit une nette augmentation de l’ARNm de NOD1 et de NOD2 (figure 21, E). L’amorçage 

par l'IFN-β augmente l’expression de  NOD1/2 et augmente la production de cytokines 

induites par une stimulation par FK565 (Fig E2, B). Cependant, cette exposition n’induit 

aucune augmentation de la production de cytokine après une stimulation par les acariens 

(Fig E2, C). Comme suspecté, l'ajout d'un inhibiteur spécifique de RIPK2, appartenant aux 4-

amino-quinoléines, a inhibé l’augmentation de la production d’IL-6 et d'IL-8 en réponse au 

contrôle positif FK565 spécifique de Nod1 (Fig 21, F), sans affecter la réponse au LPS (Fig 

E2, D). Une stimulation par les acariens induit une production plus élevée d'IL-6 et d'IL-8 (Fig 

4, F) et l’ajout d’un antagoniste RIPK2 a un effet inhibiteur partiel (Fig 21, F) non cytotoxique 

(Fig E2, E). Les mêmes résultats ont été observés sur une lignée cellulaire épithéliale 

alvéolaire humaine A549 (Fig E2, F). Les rôles respectifs de NOD1 et NOD2 ont ensuite été 

évalués en transfectant des cellules BEAS-2B avec des siRNA spécifiques. 

Par rapport aux siRNA témoins et siRNA NOD2, les siRNA NOD1 inhibent fortement la 

production d'IL-6 et d'IL-8 induite par FK565 et par les acariens (figures 21, G et E2, G). Une 

observation similaire a été mise en évidence sur l’expression de l’ARNm de l'IL-33 induite 

par les acariens (figure E2, H). Ces résultats ont été confirmés en utilisant des cellules 

bronchiques humaines (NHBE). La stimulation avec des acariens a provoqué une 

augmentation dose-dépendante de la production d'IL-8 ainsi que de l'expression de l'ARNm 

NOD1/2 dans les cellules épithéliales primaires (Fig 21, H). Le traitement avec l'antagoniste 

de RIPK2 a fortement inhibé la production d'IL-8 induite par les acariens (Fig 21, H). 

L'absence d'effet de NOD2 nous a conduit à évaluer l'expression de l'ARNm de PGLYRP2, 

une enzyme qui présente une activité amidase, connue pour dégrader certains muropeptides 

activateurs de NOD2. La stimulation par les acariens a induit l’expression de cette enzyme à 

la fois in vitro dans la lignée cellulaire BEAS-2B ainsi qu'in vivo dans les poumons de souris 

ayant reçu des acariens (Fig 21, I). En revanche, nous n'avons pas détecté de changement 

dans l'expression de PGLYRP1, un autre membre de la famille des protéines de 

reconnaissance des peptidoglycanes qui a été impliqué dans la réponse allergique des voies 

respiratoires induites par les acariens chez des souris BALB/c,  plus  susceptibles aux 

allergies (231,319,320) (Fig E2, JE). De plus, le transporteur de peptide (PEPT) 2, 

permettant le transport des ligands NOD1, était fortement exprimé dans les cellules BEAS-

2B et dans les poumons des souris exposées aux acariens par rapport au transporteur 

PEPT1, spécialisé dans le transport du ligand NOD2 MDP (Fig 21, J). Ces données montrent 
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que les extraits d’acariens déclenche la production de cytokines par les cellules épithéliales 

via une voie de signalisation dépendante de NOD1 et impliquant RIPK2. 
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L’expression de Nod1 dans les cellules radio-résistantes régule l'inflammation 

allergique des voies respiratoires induite par les acariens.  

Afin d’évaluer la contribution spécifique des cellules non-hématopoïétiques de structure (dont 

les cellules épithéliales), par rapport aux cellules hématopoïétiques sur l'inflammation des 

voies respiratoires induite par des acariens dépendante de Nod1, des souris chimériques ont 

été générées. Ces dernières exprimaient soit des cellules hématopoïétiques Nod1-/- et des 

cellules structurales natives (Nod1-/-
!WT) ou cellules structurales Nod1-/- avec cellules 

hématopoïétiques sauvages (WT!Nod1-/-). Les groupes WT!WT et Nod1-/-
!Nod1-/- ont 

servi de témoins. L'analyse du lavage broncho-alvéolaire a mis en évidence que le nombre 

total de cellules, le nombre d'éosinophiles et de neutrophiles, étaient augmentés après 

provocation par les acariens chez les souris Nod1-/- !WT et WT! WT. Ces paramètres  

étaient diminués chez les souris WT ! Nod1-/- et les souris  Nod1-/-
!Nod1-/- (Fig 22, A). La 

réponse humorale n'était pas significativement modifiée après une exposition aux acariens 

quel que soit le groupe (Fig 22, B). La plupart des cytokines testées étaient augmentées 

après une provocation par les acariens chez les souris WT!WT et Nod1-/-
!WT. De façon 

intéressante elles étaient soit diminuées soit abolies chez les souris WT!Nod1-/- et Nod1-/-

!Nod1-/- (Fig 22, C). En accord avec nos données in vitro, les expériences de chimères ont 

Figure 21 : Les muropeptides associés aux acariens sont détectés par NOD1 dans les cellules 

épithéliales via RIPK2.  

(A) Analyse de séquençage à haut débit des extraits d’acariens 
(B) Extrait des chromatogrammes ioniques (XIC) de l’acarien correspondant au MTriDap protoné (m/z 
666.2843) et sa fragmentation MS/MS avec une énergie de collision normalisée (NCE) égale à 25 % 
dans la cellule de dissociation de collision à haute énergie (HCD) de QExactive Focus. Les fragments 
spécifiques sont précisés dans le tableau E3  
(C) XICs d’acariens correspondant au MDP protoné (m/z 494.1990) et sa fragmentation MS/MS comme 
décrit ci-dessus. Les fragments spécifiques sont précisés dans le tableau E3  
(D) Effet dépendant de la dose d’acariens sur l'activité du rapporteur de hNOD1, mNod1 et mNod2 
transfectés dans les cellules HEK-293 après normalisation par la β-galactosidase. Contrôles positifs : 
FK565 pour hNOD1, FK156 pour mNod1, MDP pour mNod2. IR : indice de réactivité  
(E) Expression relative (RE) de l'ARNm de hNOD1 et hNOD2 dans les cellules BEAS-2B stimulées par 
les acariens 
(F) Effet inhibiteur de l’antagoniste de RIPK2 sur la production d'IL-6 et d'IL-8 par les cellules BEAS-2B 
stimulées par les extraits d’acariens et le FK565  
(G) Effet du contrôle (C) hNOD1 et hNOD2 siRNA (KD) sur la production d'IL-6 induite par les acariens, 
le FK565 et le MDP dans les cellules BEAS-2B  
(H) Les cellules NHBE stimulées par les acariens ont été évalués par leurs réponses cytokiniques dose-
dépendantes, l’expression relative de NOD1 et NOD2 (RE) et leur production d'IL-8 en présence 
d'inhibiteur de RIPK2.  
(I) Expression relative (RE) de l'ARNm de PGLYRP2 dans les cellules BEAS-2B stimulées par les 
acariens et dans les poumons de souris WT exposées aux acariens  
(J) Expression relative (RE) de l'ARNm PEPT1 et PEPT2 dans les cellules BEAS-2B stimulées par les 
acariens et dans les poumons de souris sauvages provoquées par les acariens  
Les données sont présentées en moyenne ± SEM et sont représentatives de 2 à 3 expériences in vitro 
indépendantes et de 10 à 12 souris par groupe. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 versus plasmides ou 
milieu, p<0,05 ≠≠p<0,01 p<0,001, ANOVA unidirectionelle sauf pour la figure 4D : Kruskal-Wallis, et 
Tests t pour les figures 4E, 4H (NOD1/NOD2) 4I et 4J. 



	 82

démontré que l’expression de Nod1 par les cellules structurelles régule l'inflammation des 

voies respiratoires induite par les acariens. Cependant, CCL2, IL-13 et IL-33 étaient 

significativement diminués après une provocation par les acariens dans le groupe Nod1-/- ! 

WT par rapport aux souris WT ! WT (Fig 22, C). Cela suggère que l’induction de CCL2, 

d’IL-13 et d’IL-33 par les acariens chez des souris WT reconstituées avec des cellules 

hématopoïétiques exprimant Nod1 n'est pas suffisante pour exacerber l'inflammation des 

voies respiratoires induite par les acariens. 
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L’intensité de la réponse allergique des voies respiratoires est diminuée suite à une 

exposition à  des extraits d’acariens appauvris en PG mais pas en LPS.  

Parmi les fragments dérivant des bactéries, le LPS ont été décrits comme favorisant ou 

inhibant l'asthme expérimental induit par l'ovalbumine en fonction de leur abondance (321).  

Pour évaluer si le LPS présent dans les extraits d’acariens jouait un rôle dans les résultats 

observés dans notre modèle d’asthme, nous avons appauvri ces derniers en LPS par 

purification sur colonne de résine. In vitro, dans notre modèle cellulaire rapporteur de 

l’activation NF-κB-luciférase, les extraits d’acariens à faible teneur en LPS était toujours 

capable d'activer le récepteur Nod1 de manière dose-dépendante (Fig E3, A). Comme la 

concentration de LPS contenue dans 1IR (2 ng/IR) n'était pas biologiquement pertinente 

pour exacerber les paramètres allergiques asthmatiques, nous n'avons utilisé que le 

protocole  avec une dose de 5IR d’extraits d’acariens. In vivo, les provocations avec des 

extraits d’acariens pauvres en LPS ont conduit à une augmentation de la plupart des 

paramètres de l'asthme expérimental, y compris le recrutement cellulaire total dans le LBA, 

l'expression des cytokines de type TH2 et l'hyperréactivité des voies respiratoires (Fig. E3, B, 

D et E). Ces résultats étaient similaires à ceux observés avec une exposition aux acariens 

natifs. Le seul paramètre qui n'a pas été induit par les acariens appauvris en LPS était la 

réponse humorale, qui est restée à un niveau basal (Fig E3, C). 

 Pour évaluer le rôle des peptidoglycanes (PG) dans l'effet dépendant de NOD1, des extraits 

d’acariens ont été digérés avec de la mutanolysine et les protéines précipitées par des 

solvants organiques. Les culots protéiques et les surnageants correspondants ont été 

évalués sur leur capacité à activer le récepteur mNod1. La présence ou l'absence de PG a 

été confirmée par MS dans les surnageants et les culots, respectivement (Fig 23, A). 

  

Figure 22 : Nod1 exprimé par les cellules de structure régule l'inflammation allergique des 

voies respiratoires induite par les acariens chez des  souris chimériques générées par 

transplantation de moelle osseuse  

(A) Nombre de cellules dans le LBA chez les souris WT!WT, Nod1-/-
!WT (cellules 

hématopoïétiques déficientes en Nod1), Nod1-/-
!Nod1-/-, et WT! Nod1-/- (cellules de structure 

déficientes en Nod1) après une exposition à du PBS ou une dose élevée d’acariens 
(B) Détection par ELISA de la réponse humorale Th2 chez des souris chimériques provoquées avec 
du PBS ou une dose élevée d’acariens 
(C) Expression relative de l'ARNm (RE) des cytokines et des chimiokines évaluée par Q-RT-PCR 
dans des extraits pulmonaires de souris chimériques provoquées par du PBS ou une dose élevée 
d’acariens. Les données sont présentées sous forme de moyenne ± SEM de n = 3 à 6 animaux par 
groupe. *p<0,05 **p<0,01 versus PBS, p<0,01. ANOVA unidirectionnelle. 
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Les culots protéiques sans PG n’ont pas déclenché une activation dose dépendante du 

reporteur d’activation de mNOD1 alors que les surnageants, contenant les PG, ont induit une 

activité luciférase traduisant une activation du mNod1. Une activation significative pour les 

doses de 4 à 6 IR (c'est-à-dire 60 µg à 90 g de protéine/mL) d’extraits d’acariens natifs 

initiaux a été visualisée (Fig. 23B).  

Ensuite, l’effet de la déplétion des acariens en peptidoglycane, après normalisation sur la 

quantité finale d’allergène récupérée, a été évalué dans nos deux modèles d’asthme 

allergique induit aux acariens. 

Dans le modèle avec administration de 5IR d’acariens, l’exposition aux acariens appauvris 

en PG a conduit à (comparativement à une exposition à des extraits d’acariens natifs): 

• une réduction du recrutement total des cellules dans le LBA dont principalement les 

éosinophiles (Fig. 23C) 

• aucune modification de la réponse humorale (Fig. 23D) 

• une diminution  forte du niveau de cytokines de type Th2 et une augmentation de 

l'IFN-γ (Fig. 6E) 

•  une baisse des résistances des voies aériennes (Fig. 23F) 

•  un amoindrissement de la production de mucus (Fig. 23G). 

Figure 23 : L’intensité de la réponse allergique des voies respiratoires est diminuée suite à une 

exposition à des acariens appauvris en PG  

(A) Extraits des chromatogrammes ioniques (XIC) des surnageants contenant du peptidoglycane (PG) 
et des culots sans PG des extraits de HDM après digestion avec la mutanolysine et précipitation des 
protéines par des solvants organiques, correspondant au MTriDap protoné (m/z 666.2843) et au MDP 
protoné (m/z 494,1990)  
(B) Des extraits d’acariens ont été digérés avec de la mutanolysine puis les protéines précipitées par 
des solvants organiques. La capacité des culots protéiques dépourvus de peptidoglycane (PG) et des 
surnageants contenant du PG à activer le récepteur Nod1 a été évaluée sur le modèle cellulaire 
rapporteur  de l’activation de mNod1. Contrôle positif : FK156. IR : indice de réactivité  
(C) Cellularité du LBA chez les souris WT provoquées avec du PBS ou une dose élevée d’acariens 
appauvri ou non en peptidoglycane (PG)  
(D) Détection par ELISA de la réponse humorale Th2 chez les souris sauvages provoquées avec du 
PBS ou une dose élevée d’acariens appauvris ou non en peptidoglycane (PG)  
(E) Expression de protéines et des ARNm de cytokines et de chimiokines évaluée par ELISA et Q-RT-
PCR dans des extraits pulmonaires de souris sauvages provoquées avec du PBS ou une dose élevée 
de HDM appauvrie ou non en peptidoglycane (PG)  
(F) Résistance des voies respiratoires des souris WT provoquées avec du PBS ou une dose élevée de 
d’acariens appauvris ou non en peptidoglycane (PG)  
(G) Microphotographies représentatives de sections pulmonaires colorées au PAS chez des souris 
sauvages provoquées par du PBS ou une dose élevée d’acariens appauvris ou non en peptidoglycane 
(PG). Barre d'échelle : 100 µm  
Les données sont présentées en moyenne ± SEM d'au moins 2 expériences in vitro indépendantes, 
**p<0,01 ***p<0,001 par rapport aux plasmides, et en moyenne ± SEM de n=5-10 animaux par groupe 
*p<0,05** p<0,01 ***p<0,001 versus PBS, p<0,05 p<0,01, p<0,001. ANOVA unidirectionnelle pour tous 
sauf pour la résistance des voies aériennes : ANOVA bidirectionnelle 
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Dans un modèle à 1IR, les acariens appauvris en PG ont conduit à une diminution du 

recrutement du nombre de cellules totales dans le LBA sans atteindre une significativité 

statistique (Fig. E3F). En revanche, la réponse humorale IgE médiée était toujours induite 

(Fig. E3G). Les cytokines de type Th2 étaient réduites (Fig. E3H), tout comme la production 

de mucus (Fig. E3I). Dans ce modèle, l’exposition aux extraits d’acariens appauvris en PG 

n’augmentait pas de façon significative les résistances des voies aériennes par rapport aux 

acariens natifs (Fig. E3J). 	

Collectivement, ces données démontrent que la réponse allergique des voies aériennes 

induite par les acariens dépend en grande partie de la détection par Nod1 de muropeptides 

dérivés du microbiote endogène de l'allergène. 
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Figures supplémentaires	

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

Figure E1 ; La voie de signalisation de Nod1 aggrave la réponse allergique des voies 

respiratoires induite par HDM  
(A) Expression relative (RE) des protéines et de l'ARNm des cytokines et des chimiokines 
évaluées par ELISA et Q-RT-PCR dans des extraits pulmonaires de souris WT et Nod1-/- 
provoquées par du PBS ou des acariens  
(B) Microphotographies représentatives de sections pulmonaires colorées à l'hématoxyline et à 
l'éosine chez les souris WT et Nod1-/-. Barre d'échelle : 100 µm  
(C) Expression relative (RE) des protéines et de l'ARNm des cytokines et des chimiokines évaluée 
par ELISA et Q-RT-PCR dans des extraits pulmonaires de souris WT et Nod2-/- provoquées par 
du PBS ou des acariens 
Les données sont présentées sous forme de SEM moyen de n=12-22 animaux par groupe pour 
Nod1, n=5-9 pour Nod2 **p<0,01 versus PBS, ≠p<0,05 ANOVA unidirectionnelle pour tous. 
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Figure E2 : Les muropeptides associés aux acariens sont détectés par NOD1 dans les cellules épithéliales 

via RIPK2  

(A) Effet dose-dépendant des acariens sur la production d'IL-6 et d'IL-8 par les cellules BEAS-2B. (IR : indice de 
réactivité) 

(B) Effet de la pré-stimulation de l'IFN-β on sur l'expression relative (RE) de l'ARNm hNOD1 et hNOD2 par les 
cellules BEAS-2B  
(C) Effet de la pré-stimulation IFN-β sur la production d'IL-6 et d'IL-8 par les cellules BEAS-2B. Contrôle positif : 
FK565 pour hNOD1  
(D) L'induction de l'IL-6 par le LPS dans les cellules BEAS-2B n'est pas réduite par l'inhibiteur RIPK2  
(E) L'inhibiteur de RIPK2 n'affecte pas la viabilité cellulaire 
(G) Effets des siRNA (KD) contrôle (C), hNOD1 et hNOD2 sur la production d'IL-8 induite par les acariens par les 
cellules BEAS-2B. Contrôles positifs : FK565 pour hNOD1, MDP pour hNOD2.  
(H) Effets des siRNA (KD) contrôle (C), hNOD1 et hNOD2 sur l'expression relative de l'ARNm de l'IL-33 induite 
par HDM (RE).  
(I) Expression relative (RE) de l'ARNm de Pglyrp1 dans les poumons de souris déficientes en Nod1 ou sauvages  
après provocation par du PBS ou des acariens 
Pour les expériences in vitro, les données sont présentées sous forme d’écart type  SEM à la moyenne d'au 
moins 3 expériences indépendantes. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001, versus milieu, p<0,05 p<0,01, p<0,001, 
ANOVA unidirectionnelle. Pour les expériences in vivo, n = 5 souris par groupe. 
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Figure E3 : L’intensité de l’inflammation allergique asthmatique des voies respiratoires est 

diminuée après provocation avec des acariens appauvris en PG dans le protocole sous-optimal 

mais pas à avec des acariens pauvres en LPS dans le protocole optimal  

A) Effet dépendant de la dose d’acariens appauvris en LPS sur l'activité de rapporteur mNod1 des 
cellules HEK-293 normalisées avec la β-galactosidase. Contrôle positif : FK156  
(B) Cellularité du LBA chez les souris sauvages provoquées par du PBS, des acariens ou des acariens 
appauvris en LPS  
(C) Détection par ELISA de la réponse humorale Th2 chez les souris sauvages provoquées par PBS, 
des acariens ou des acariens appauvris en LPS 
(D) Expression relative (RE) des protéines et de l'ARNm des cytokines et des chimiokines évaluée par 
ELISA et Q-RT-PCR dans des extraits pulmonaires de souris WT provoquées par du PBS, des acariens 
ou des acariens appauvris en LPS  
(E) Résistance des voies respiratoires des souris sauvages provoquées par du PBS, des acariens ou 
des acariens appauvri en LPS  
(F) Nombre de cellules du LBA chez les souris WT provoquées avec du PBS ou des acariens appauvris 
ou non en peptidoglycane (PG) dans le protocole sous-optimal  
(G) Détection ELISA des IgE totales et des anticorps IgG1 spécifiques des acariens chez des souris 
sauvages provoquées par du PBS ou des acariens appauvris ou non en peptidoglycane (PG) dans le 
protocole sous-optimal  
(H) Expression relative (RE) des protéines et des ARNm des cytokines et des chimiokines évaluées par 
ELISA et Q-RT-PCR dans des extraits pulmonaires de souris WT provoquées avec du PBS ou du HDM 
appauvri ou non en peptidoglycane (PG) dans le protocole sous-optimal  
(I) Microphotographies représentatives de sections pulmonaires colorées au PAS chez des souris WT 
provoquées avec du PBS, ou du HDM appauvri ou non en peptidoglycane (PG) dans le protocole sous-
optimal. Barre d'échelle : 100 µm  
(J) Résistance des voies respiratoires des souris WT provoquées avec du PBS ou du HDM appauvri ou 
non en peptidoglycane (PG) dans le protocole sous-optimal en réponse au test de provocation à la 
méthacholine 
Les données sont présentées sous forme de SEM moyen de n=7-10 animaux par groupe *p<0,05 
**p<0,01, ***p<0,001 versus PBS, p<0,05 p<0,01, p<0,001 ANOVA unidirectionnelle pour tous sauf pour 
la figure E3A et CCL17 RE : Kruskal-Wallis et résistance des voies aériennes : ANOVA bidirectionnelle 
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Partie 2 : Impact fonctionnel des bouchons de mucus dans les voies aériennes 

chez patients asthmatique en fonction de leur statut tabagique  

	

Hypothèses de travail  

L’asthme est une pathologie inflammatoire chronique des voies aériennes conductrices 

résultant de nombreux processus biologiques. L’ensemble de ces mécanismes aboutit à un 

phénotype clinique. L’un des paramètres cardinaux de l’asthme est l’augmentation de la 

production de mucus au niveau des voies aériennes. Cette hyper-production de mucus est 

multifactorielle. Elle est secondaire à une métaplasie de l’épithélium des voies respiratoires, 

à une augmentation de la production de mucines et à une modification des propriétés 

qualitatives du mucus. De plus, des modifications post-traductionnelles sont aussi impliquées 

dans les changements des propriétés physico-chimiques du mucus.  

L’évaluation spécifique de l’impact de cette production accrue de mucus dans la 

physiopathologie de l’asthme est difficile à apprécier. L’une des conséquences de cette 

hyperproduction de mucus est la formation et la persistance d’occlusion des voies aériennes 

par une accumulation endoluminale de mucus. Pour permettre l’évaluation de ces bouchons, 

un score semi-quantitatif a été développé (99).  Cette approche a permis de mettre en 

évidence que le nombre de segments pulmonaires avec au moins un bouchon de mucus 

était associé à une altération plus marquée de l’obstruction bronchique en spirométrie et à 

une inflammation de type T2. Ces corrélations ont été confirmées par plusieurs études 

(99,122).  

Ces travaux ont également révélé que les voies aériennes étant le siège d’une occlusion par 

un bouchon de mucus présentaient toujours une occlusion plusieurs années après dans la 

grande majorité des cas (99). Cette persistance d’une occlusion de la lumière des bronches 

pourrait être liée à une augmentation locale de l’inflammation de type 2 qui entretiendrait la 

persistance du bouchon. Suite à cette observation, nous avons émis l’hypothèse que cette 

augmentation locale de l’inflammation de type 2 pourrait être secondaire à la présence de 

cristaux de Charcot Leyden au niveau de ces segments  bronchiques. Ces cristaux sont 

formés à partir de dimères de la protéine Galectine 10 (322). Cette protéine est présente en 

abondance dans le cytoplasme des éosinophiles (323), des basophiles, de des lymphocytes 

régulateur Th2 CD4+CD25+ (324) et des cellules CD4+ productrices d’IL-22 (325). L’une des 

principales caractéristiques de cette protéine est sa capacité à exister sous forme soluble ou 

cristalline (326). La formation des cristaux est un mécanisme contrôlé, dépendant de la 

NADPH pouvant débuter dans le cytoplasme (327) ou dans le milieu extracellulaire (326). La 

formation de ces derniers débute après initiation d’un processus de mort cellulaire spécifique 
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appelé « eosinophil extracellular  trap cell death» (328). Les facteurs susceptibles de 

provoquer ce processus sont nombreux : l’IL-5, GM-CSF, platelet activating factor (PAF) 

dépendant de la voie de signalisation NADPH par la NADPH-oxidase (326,327). Depuis de 

nombreuses années, la Galectin 10 a été considérée comme un marqueur de l’inflammation 

de type 2 (326,329,330). Sa concentration dans les expectorations des patients 

asthmatiques est corrélée à la présence d’éosinophiles (330). Des travaux récents suggèrent 

que les cristaux de Galectin 10 sont des acteurs actifs de l’inflammation innée et adaptative 

(326,331). Dans un modèle murin d’asthme, l’injection intra-	 trachéale de cristaux de 

Galectin 10 exacerbe les paramètres de l’asthme allergique expérimental, dont la production 

de mucus, dans un modèle d’asthme allergique aux acariens et induit à l’ovalbumine (326). 

De façon prometteuse, la dissolution des cristaux de Galectin 10 par des anticorps permettait 

une réduction de l’inflammation allergique des voies aériennes (326).  

La persistance d’une occlusion par des bouchons de mucus de bronche pourrait être 

favorisée par leurs caractéristiques architecturales telles que la surface de la lumière 

bronchique, la longueur des segments ou l’épaisseur de la paroi. Ces modifications de la 

morphologie des voies aériennes, en association avec les modifications de la rhéologie du 

mucus chez les asthmatiques, pourraient favoriser la formation de bouchons de mucus. 

L’implication de l’architecture bronchique dans le risque de survenue d’une maladie des 

voies aériennes et sur ces caractéristiques a déjà été mise en évidence. Par exemple, les 

variations proximales les plus fréquentes de la segmentation bronchique chez les patients 

tabagiques ont été associées à une augmentation du risque de survenue d’une BPCO et une 

modification de la symptomatologie clinique (332).  

De plus, récemment, l’impact fonctionnel des bouchons de mucus présent dans les voies 

aériennes des patients tabagiques a été confirmé en utilisant une méthodologie similaire. 

Dans cette population, le score de bouchons de mucus était un facteur associé à une 

altération du VEMS. De façon intéressante dans cette pathologie respiratoire, la présence de 

bouchons de mucus dans les voies aériennes n’est pas corrélée à la présence 

d’éosinophiles mais  à la présence de neutrophiles dans les expectorations. Ces résultats 

suggèrent que la physiopathologie de la formation des bouchons de mucus dans les voies 

aériennes est complexe et implique probablement des physiopathologies différentes (121). 

L’impact du tabagisme sur la présence de bouchons de mucus dans les voies aériennes de 

patients asthmatiques n’a pas été étudié à l’heure actuelle. Cette exposition pourrait modifier 

la réponse inflammatoire bronchique ou de l’architecture bronchique et avoir un impact sur la 

formation des bouchons de mucus et de leur impact fonctionnel dans l’asthme.  
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Les hypothèses de ce travail sont : 

1. Confirmer le lien entre le score de bouchons de mucus, l’altération de la fonction 

respiratoire et l’inflammation de type 2 chez patients asthmatiques  

2. Evaluer l’impact du tabagisme sur la formation des bouchons de mucus dans les 

voies aériennes asthmatiques.  

3. Déterminer si la Galectin 10 ou l’architecture bronchique sont associés à la présence 

de bouchons de mucus chez les patients asthmatiques en fonction de leur statut 

tabagique 
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Matériel et méthode 

Cette étude a été réalisée à partir des scanners thoraciques de patients inclus dans deux 

cohortes de suivi de patients asthmatiques au Centre Universitaire de santé de McGill à 

l’institut thoracique de Montréal. La première cohorte dérive d’une étude sur l'asthme difficile. 

Cette cohorte a déjà fait l’objet de publications et la méthode de recrutement a été 

précédemment été décrite  (333,334).  La deuxième cohorte est une cohorte prospective 

ayant pour but d’évaluer l’impact du tabagisme sur le phénotype asthmatique. Les 

recrutements sont toujours en cours. Les protocoles de deux études ont été examinés et 

approuvés par les comités d'examen institutionnel des deux institutions, et un consentement 

éclairé a été obtenu. L'étude a été approuvée par le comité d'éthique de recherche du Centre 

universitaire de santé McGill.  

 

 

Recrutements des sujets 

Dans la cohorte d’asthme difficile, les patients étaient inclus avec un diagnostic d'asthme 

modéré ou sévère posé par un pneumologue et confirmé : 

• soit par une amélioration du VEMS de 12 % ou plus et d’une augmentation absolue 

d'au moins 200 ml après administration d'un agoniste β-adrénergique de courte durée 

d’action 

• soir d’une variabilité du VEMS au cours du temps.  

Un critère d’observance thérapeutique était également requis pour l’inclusion initiale dans 

l’étude avec la nécessité d’une prise d’au moins 70 % des doses d’inhalations quotidiennes 

de 4 bouffées de fluticasone (soit 1000 µg) et de salmétérol (soit 200 µg) par jour pendant un 

mois période d’observation. L’observance était évaluée à l’aide d’un dispositif 

électronique, le MDILog (Medtrac technologies, Lakewood, Colo) permettant de quantifier le 

nombre de prises (335).  

 

Le diagnostique d’asthme sévère était retenu selon les critères de l'American Thoracic 

Society (ATS) pour l'asthme sévère (336) et nécessitait la présence d’au moins un critère 

majeur soit :  

• un traitement par une corticothérapie systémique quotidienne pendant plus de la 

moitié de l’année précédente ou  

• un traitement par cortico-stéroïde inhalé (CSI) ou à forte dose (≥1000 µg de 

fluticasone ou équivalent par jour)  
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• et au moins un autre traitement d'appoint (bêta agoniste à longue durée d'action 

(BALA), antagoniste des récepteurs des leucotriènes, ou théophylline) en continu au 

cours des 12 derniers mois.  

De plus, au moins 2 critères mineurs ou plus devaient être présent :  

• utilisation quotidienne d'un bêta-agoniste à courte durée d'action;  

• un trouble ventilatoire obstructif persistant défini par un rapport VEMS/CVF pré-

bronchodilatateur inférieur à 70 % et un rapport  VEMS/CVF inférieur à  80 % de la 

valeur prédite ;  

• 1 ou plusieurs consultations en urgence au cours des 12 derniers mois ;  

• nécessité de recours à 3 ou plus cures de corticostéroïde au cours des 12 derniers 

mois ;  

• détérioration rapide après une réduction de moins de 25 % de la corticothérapie 

systémique ;  

• un asthme aigu grave au cours des 3 dernières années.  

 

Les critères requis pour l’asthme modéré étaient : 

• un asthme bien contrôlé avec au moins 200 µg/j de fluticasone ou équivalent par jour 

mais n'excédant pas 1000 µg/j, avec ou sans l'utilisation d'un agoniste à longue 

durée d'action  

• 2 ou moins cures de corticothérapie systémique au cours des 12 derniers mois et 

aucune au cours des 3 derniers mois avant l’inclusion (le nombre total de jours de 

prise orale les stéroïdes ne pouvaient pas dépasser 30 jours au cours des 12 

derniers mois); 

• VEMS supérieur à 70 % de la valeur prédite et supérieur à 90 % du record personnel 

des 2 années précédentes ; 

• pas plus d’une visite non-programmée aux urgences ou visite au cabinet en urgence 

au cours des 12 derniers mois. 

 

Dans la cohorte ACO (asthma COPD overlap syndrome), l’ensemble des patients 

asthmatique inclus étaient des patients asthmatiques sévères. Les critères d’inclusion et 

d’exclusion étaient :  

 

Les critères d'inclusion pour les asthmatiques sévères non-fumeurs  

• un diagnostic d’asthme sévère posé par un pneumologue 

• des preuves fonctionnelles respiratoires antérieures évocatrices d’un d'asthme 

(variation post-bronchodilatateur du VEMS > ou = à 12 % et 200 ml) ou modifications 
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supérieures à 400 ml entre deux mesures indépendantes (intervalle minimal d’un 

jour).  

• Le contrôle des symptômes nécessitant l'utilisation combinée de bronchodilatateurs 

de longue durée et de corticostéroïdes inhalés 

• exacerbations fréquentes malgré un traitement adéquat (1 ou plusieurs exacerbations 

par an nécessitant un traitement par corticothérapie systémique).  

• Une persistance du VEMS  < 80 % de la valeur prédite  

 

Critère d'exclusion :  

• Toute autre maladie pulmonaire connue, y compris un diagnostic antérieur de BPCO  

• Présence d'autres comorbidités majeures pouvant affecter l'activité de l’asthme (VIH, 

le cancer métastatique et l'insuffisance cardiaque congestive).  

• Infection des voies respiratoires dans les 6 semaines suivant l’inclusion  

• une exacerbation asthmatique nécessitant une augmentation de la dose quotidienne 

de Prednisone ou équivalent d'au moins 10 mg par jour dans les 6 semaines 

précédent l’inclusion  

• une thermoplastie bronchique  

 

Le statut tabagique était défini comme par une consommation actuelle d’au moins 10 

cigarettes par jour et une consommation cumulée supérieure à 10 paquets/années. Chez les 

patients tabagiques actifs ou sevrés, le diagnostic initial d’asthme devait avoir été posé par 

un médecin avant l'âge de 40 ans.  

 

Les critères d'inclusion pour  les asthmatiques sévères tabagiques 

• Le tabagisme actif était défini par une consommation actuelle d’au moins 10 

cigarettes par jour et une consommation cumulée supérieure à 10 paquets/années.   

• un diagnostic d’asthme devait avoir été posé par un médecin avant l’âge de 40 ans 

• des antécédents de critères spirométriques d'asthme (variation post-

bronchodilatateur du VEMS > ou = à 12 % et 200 ml) ou modifications supérieures à 

400 ml entre deux mesures indépendantes (Intervalle minimal de 24 heures).  

• Le contrôle des symptômes nécessitant l'utilisation combinée de BALA/CSI à forte 

dose.  

• Exacerbations fréquentes malgré un traitement optimal (1 ou plusieurs exacerbations 

par an nécessitant un traitement systémique par corticothérapie systémique).  

• Une persistance du VEMS < 80 % de la valeur prédite.  
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Les critères d'inclusion pour les témoins sains étaient l'absence de diagnostic médical 

d'asthme et l’absence d’un antécédent de tabagisme.  

 

L’ensemble des sujets inclus dans les cohortes précédemment décrites était éligible pour 

cette étude. Le critère d'inclusion principal dans l’étude actuelle était la disponibilité d'un 

scanner thoracique avec une résolution des coupes transversale minimale de 2,5 mm. Le 

délai maximal entre la réalisation du scanner thoracique, l’évaluation de la fonction 

respiratoire (spirométrie), le prélèvement sanguin, l’expectoration induite et la mesure de 

FeNO était de 3 mois. 

 

Quantification des bouchons muqueux sur le scanner  

La quantification de l’occlusion des voies aériennes par des bouchons de mucus était 

réalisée à partir des scanners thoraciques. Cette évaluation était réalisée à l'aide d’un score 

visuel semi-quantitatif fondé sur l'anatomie broncho-pulmonaire. La méthodologie détaillée 

de ce score est précisée dans la référence suivante (99). Brièvement, l’ensemble des 

segments pulmonaire est inspecté visuellement à la recherche de bouchon de mucus. Un 

bouchon muqueux est défini comme une obstruction complète des voies respiratoires 

indépendamment de la génération bronchique. Ces obstructions muqueuses apparaissent 

comme une densité tubulaire lors de leur visualisation dans un plan parallèle et comme une 

opacité arrondie dans le plan perpendiculaire. La présence d'un bouchon muqueux dans un 

segment pulmonaire compte pour un point et son absence pour 0. Chaque poumon est 

constitué de 10 segments pulmonaires. Le score final varie de 0 à 20 et est généré par 

l'addition du score de chaque segment pulmonaire. La zone pulmonaire périphérique situé à 

2 cm de la plèvre costale à la plèvre diaphragmatique a été exclue de l’analyse compte tenu 

du calibre des voies aériennes (99) (Figure 24). L’ensemble des scanners ont été évalués 

par deux évaluateurs indépendants et en aveugle des données cliniques.  
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Analyse de la morphologie quantitative pulmonaire et des voies aériennes 

La morphologie quantitative des voies respiratoires a été évaluée à partir d'analyses des 

scanners thoraciques à l'aide d'un logiciel automatisé et quantitatif conçu pour identifier et 

segmenter de manière fiable les cinq à six premières générations de voies respiratoires. Il 

permet la mesure précise des parois des voies aériennes, du diamètre de la lumière des 

bronches perpendiculairement à leurs grands axes (Apollo 1.2 ; VIDA Diagnostics ; Iowa 

City, IA) (Figure 24). L’accès à ce logiciel a été possible grâce à une collaboration avec le Dr. 

M. Kirby, de l’université Ryerson, Toronto, Canada. Les mesures des voies aériennes des 

scanners thoraciques comprenaient l'épaisseur de la paroi des voies aériennes (Wall 

thickness; WT), le pourcentage de WT (WT %), la longueur des voies aériennes (Center Line 

Length, mm), le diamètre interne moyen de la lumière des voies aériennes (Avg Minor Inner 

Diameter), la lumière bronchique (LA). L’ensemble des scanners a été analysé par un 

évaluateur puis une relecture indépendante a été effectuée par un second évaluateur.  

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Description de la méthodologie pour l'utilisation du mucus score à partir d'un 
scanner thoracique.  
Les bouchons de mucus étaient définis comme étant une occlusion complète d’une voie aérienne 
indépendamment de la génération bronchique. Les occlusions incomplètes n'étaient pas comptées.  
1. Une zone d’exclusion de l’analyse des voies aériennes était comprise dans les 2 cm à partir de la 
paroi thoracique (zone en rouge). Les éventuels bouchons de mucus dans cette zone sont exclus de 
l’analyse.  
2. Représentation des bouchons de mucus en section transversale sur un scanner thoracique 
3. Représentation schématique des différents segments pulmonaires. Chaque segment pulmonaire, 
représenté par une couleur différente, est examiné. La présence d’un bouchon dans chaque 
segment compte pour un point. Le score final est établi par la somme de l’ensemble des segments. 
D’après Dunican et coll., 2018 
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L’ensemble des participants était réparti en trois groupes selon leur score de mucus 

respectif. Les patients n’ayant aucune occlusion des voies aériennes par un bouchon de 

mucus étaient assignés dans le groupe « zero mucus score », les sujets ayant un score égal 

ou supérieur à 4 étaient affectés au groupe « high mucus score » et les sujets ayant un 

score intermédiaire appartenaient au groupe « low mucus score ». Cette catégorisation était 

identique à celle précédemment publiée (99).  

 

Induction des expectorations  

Les expectorations induites ont été réalisées après une nébulisation d’une solution saline 

hypertonique de 3,4 % et 5 % suite à une inhalation de salbutamol (200µg). Le traitement 

des expectorations a été effectué selon le protocole décrit précédemment (337). Après leur 

collecte, les expectorations étaient traitées avec du dithiothréitol (DTT) (Sputalysin 10 %, 

Calbiochem Corp., San Diego, CA) pour rompre les liaisons muqueuses. Une numération 

cellulaire totale a été effectuée. Le surnageant d'expectoration a été stocké dans des tubes 

Eppendorf à -80°C. 

 

 

 

Figure 25 : Analyse quantitative des voies aériennes à partir du logiciel d’analyse VIDA 
Software 
L’analyse quantitative des voies aériennes est réalisée à partir du scanner thoracique du patient 
(B.). L’arbre bronchique est ensuite modélisé (A.) et les différentes sections des voies aériennes 
sont identifiées (C.). Une mesure quantitative de chaque segment des voies aériennes est 
effectuée (Longueur, diamètre interne de la lumière, épaisseur de la paroi, longueur du segment).  
 

B	

C		

A		
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Mesures de la protéine Galectin 10 dans les expectorations  

Le surnageant des expectorations a été dilué au demi. Le dosage de la protéine Galectin-10 

a été réalisé par ELISA (Kit Galectin10, Invitrogene Ref# EH204RB) selon les 

recommandations du fabricant. 

 

Mesure de la fraction d’azote exhalé 

La mesure du monoxyde d’azote exhalé (FeNO) a été effectuée sur un analyseur Niox Mino 

(Aerocrine, Solna, Sweden). Les mesures ont été réalisées selon les recommandations de 

l’American Thoracic Society/ERS Standardization à un débit fixe de 50ml/s (338).  

 

Prélèvements sanguins 

La procédure de réalisation et d’analyse des IgE totales et de la numération formule 

sanguine ont précédemment été décrite (333,334). L’éosinophilie sanguine et le taux 

d’immunoglobulines était mesurée dans l’année de réalisation du scanner thoracique.  

 

 Evaluation de la fonction respiratoire par spirométrie  

L’évaluation de la fonction respiratoire a été réalisé par spirométrie selon les 

recommandations de l’ATS (28).  

 

Analyses statistiques 

La normalité des données a été évaluée par le test de normalité de Shapiro-Wilk. Pour les 

données ne répondant pas une distribution normale, des tests non-paramétriques ont été 

appliqués et les résultats ont été exprimés en médiane [intervalle interquartile]. Pour les 

données respectant une distribution normale, les résultats ont été exprimés en moyenne +/- 

écart-type (SD) et des tests paramétriques ont été appliqués. La corrélation entre les 

variables a été évaluée à l'aide de la corrélation de Spearman. Les diagrammes en boîte à 

moustache représentent la médiane, 25 % et 75 % des quartiles des données étudiées pour 

les variables continues. La concordance inter-évaluateurs pour l’établissement des scores a 

été estimée en utilisant le coefficient de corrélation de rang de Kendall. Les analyses 

statistiques ont été réalisées avec Graph Pad Prism Version 8.4.3 et R (Core Team (2020),  

R : A language and environment for statistics computing). R Foundation for Statistical 

Computing, Vienne, Autriche. URL https://www.R-project.org/ avec Wickham et al., (2019). 

Bienvenue dans le tidyverse. Journal des logiciels libres, 4(43), 1686, 

https://doi.org/10.21105/joss.01686 
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Résultats  

Diagramme de flux et quantification du score de mucus  

L’ensemble des patients (n=22) participant à l’étude « ACO » a été inclus dans cette étude 

dont 18 patients asthmatiques sévères et 4 sujets sains. Les détails des examens réalisés 

sont résumés dans la figure 26. Dans la cohorte de patients suivie pour un asthme difficile, 

62 scanners thoraciques étaient disponibles dont 29 n’ont pas été inclus dans ce travail. Les 

justifications de ces exclusions étaient : la qualité du scanner reflétée par une épaisseur de 

coupe transversale >2.5mm (n=19), la présence de dilatation de bronches diffuses faisant 

suspecter un autre diagnostic associé à l’asthme comme une aspergillose broncho-

pulmonaire allergique (n=5) ou un problème technique empêchant l’analyse du scanner 

(problème d’importation ou de lecture de l’examen).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La quantification du score de mucus a été réalisée selon la méthodologie précédemment 

publiée (99,122). L’ensemble des scanners a été scoré indépendamment par un 

pneumologue et un radiologue thoracique du Centre Universitaire de santé de McGill à 

l’institut thoracique de Montréal. Un premier ensemble de 10 scanners a été analysé et 

quantifié. Les résultats ont été comparés et discutés entre les deux évaluateurs puis 

l’ensemble des scanners a été évalué par chacun des évaluateurs. La comparaison des 

scores retrouvait un τ de corrélation de Kendall de 0.66 p<0.0001. L’ensemble des scanners 

dont la différence de score était >4 ont été discuté (n=5) jusqu'à l’obtention d’un consensus 

Figure 26 : Diagramme de flux de la sélection des scanners inclus dans l’étude à partir 
des cohortes de patients asthmatiques « Difficult Ashtma » et « ACO ».  



	 102 

sur le score. La comparaison des score finaux retrouvait un τ	 de corrélation de Kendall de 

0.84, p<0.0001.  

 

L’occlusion des voies aériennes par des bouchons de mucus est fréquente chez les 

sujets asthmatiques quel que soit le statut tabagique 

Les caractéristiques cliniques et fonctionnelles des patients asthmatiques et des sujets sains 

sont respectivement représentées dans le tableau 1 et T1 selon les catégories de score de 

mucus.  

Tableau 1 : Caractéristiques globales des patients asthmatiques selon les catégories de score 
de mucus (n=51) 
 

Characteristic 
All 

(n=51) 

Mucus score 

Zero 
(n=13) 

Low 
(n=17) 

High 
(n=21) 

Age, years 54.9 ±12.3 50.7 ± 13.7 51.3 ± 11.7 59.9 ± 10.6 
Femal sex, %  23 (45.1) 4 (30.8) 9 (52.9) 10 (47.6) 
BMI, kg/m

2 a
 28.1 ± 5.0 27.7 ± 4.0 30.0 ± 5.4 26.7 ± 4.8 

Atopic
b
  32 (68) 8 (61.5) 11 (64.7) 15 (71.4) 

Mucus score 3 [0.25; 6.25] 0 1.5 [0.5; 3] 7 [5; 9] 
Smoking Status

b 
Non smoker 28 (59.6) 8 (72.7) 7 (43.7) 13 (65) 

Former Smoker  10 (21.3) 2 (18.2) 4 (25) 4 (20) 
Active smoker 9 (19.1) 1 (9.1) 5 (31.3) 3 (15) 

Spirometry 

FEV1 pre-BD, %pred
 a 64.5 [50.2; 87.5] 67 [55; 89.2] 79.5 [63; 89.5] 56 [40.5; 67.7] 

FVC pre-BD,%pred
 a 81.7 [66.7; 95.2] 85.5 [71.5; 89.5] 96 [71.5; 104.5] 72.5 [65.7; 93.5] 

FEV1 /FVC %a 63.5 [57.2; 73.7] 70 [61.6; 80.6] 68.4 [60.9; 75.1] 57.1 [46.2; 67.3] 
FeNO, ppb

 c
 19 [9; 27] 12.5 [10.5; 22.1] 14 [6.7; 19.2] 22 [19; 39] 

Sputum eosinophils, %
d 1.6 [0.2; 4.7] 0.5 [0; 1.71] 1.2 [0.6; 3.6] 4.7 [0.9; 14] 

Sputum neutrophils, %
d
 61.5 [50.5; 77.6] 51.2 [31.5; 60.1] 52.1 [50.7; 66.1] 77.6 [59.2; 87.8] 

Galectin 10, ng/ml
e
 16.5 [0, 45.5] 7.5 [1.1; 18.0] 17.1 [3.1; 27.3] 19 [0; 65.6] 

 

 

 

Le nombre d’asthmatiques présentant au moins une occlusion des voies aériennes par un 

bouchon de mucus était de 38 (74 %). Le score de mucus médian était respectivement de 3 

[0,25 ; 6,25] et de 0,5 [0,37 ; 0,5] chez les asthmatiques et chez les sujets sains. La sévérité 

de l’asthme semblait être associée à une augmentation du score (Fig. 27A et 27B). De façon 

cohérente, le groupe de sujets présentant un score de mucus élevé présentait un syndrome 

obstructif plus sévère par rapport aux groupes de sujets ayant un score de mucus « low » ou 

« zero » (p=0,03 et p=0,02) (Tableau 1). Sur le plan thérapeutique, 94 % des asthmatiques 

(n=39/41) bénéficiaient d’un traitement par corticostéroïde inhalé à forte dose, soit une dose 

équivalente à 500 µg ou plus de fluticasone propionate selon le tableau d’équivalence du 

GINA (30). Un traitement par anticorps monoclonal était retrouvé respectivement chez 23.5 

% (n=4/17), 14.8 % (2/14) et 10 % (1/10) des patients présentant un score de mucus 

Data are presented as mean ± SD, n (%), median [IQR]; BMI= body mass index; FeNO: Fractional 
Exhaled Nitric Oxide; ICS= inhaled corticosteroids. Missing data: a n= 3; b n=4; c n=33; d n=26; e n=23 
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« high », « low » ou « zero ». Les anticorps monoclonaux utilisés étaient l’anti-IgE 

(OMALIZUMAB ; n=4),  l’anti IL-5 (MEPOLIZUMAB; n=2) et l’anti IL-5 récepteur 

(BENRALIZUMAB ; n = 1). Le score de mucus des patients sous immunothérapie avait 

tendance à être plus élevé que celui des autres patients (Fig 27.B). La population des 

asthmatiques ayant un score de mucus « high » était significativement plus âgée (p=0,02).  

 

Tableau 2 : Caractéristiques cliniques des patients asthmatiques selon leur statut tabagique 
(n=47) 
 

 
Non Smokers 

(n=28) 
Smoker 

(n=9) 
Former Smoker 

(n=10) 

Age 55.4 ± 12.6 46.5 ±11.4 62 ± 8.9 
Female sex, % 10 (35.7) 4 (44.4) 7 (70) 
Height (m)

 a
 1.69 ± 0.1 1.72 ± 0.07 1.64 ± 0.1 

BMI, kg/m
2 a

 27.9 ± 4.8 27.7 ± 5.2 28.4 ± 5.8 
Atopic 22 (78.6) 5 (55.4) 5 (50) 
Mucus score 3.25 [0; 6.5] 1.5[1; 5] 2 [0.75; 6.5] 
Spirometry 

FEV1(%pred) a 64 [42; 87] 67 [45; 85] 63 [59.7; 87.5] 

FVC (% pred) a 79[61; 93] 88[72; 103] 82.5 [72.2; 101] 

FEV1/FVC (%)a 66.2 [57; 75] 60 [47; 73] 66.5 [61.7; 70.9] 

FeNO, ppb
 b
 21 [12; 33] 7[6-9] 16[13.5; 25] 

Sputum eosinophils, %
 c
 2.5 [0.2; 10.4] 0.7 [0.1; 1.5] 1.5 [1.0; 2.9] 

Sputum neutrophils %
 c
 53.7 [44.2; 86.6] 63 [53.5; 74.4] 66.2 [50.5; 68.8] 

Galectin 10, ng/ml
d
 16.9[3.4; 64.1] 0[0; 22.2] 23.9[22.2; 25.6] 

 

 

 

L’occlusion des voies aériennes asthmatiques par des bouchons de mucus était très 

fréquente quel que soit le statut tabagique (Tableau 2). La prévalence était respectivement 

de 71 % (n=20), 80 % (n=8) et 88.9 % (n=8) chez les non-fumeurs asthmatiques, fumeurs 

sevrés ou fumeurs actifs. Le mucus score ne différait pas significativement entre ces 

populations (Fig 27.C). La proportion d’asthmatiques non-fumeurs et de fumeurs/ex-fumeurs 

appartenant à la catégorie de score de mucus « high » est respectivement de 41 % et 37 % 

(p = 0,4, Fig 27.D).  

 

 

 

 

 

Data are presented as mean ± SD, n (%), median [IQR]; BMI= body mass index; FeNO: 
Fractional Exhaled Nitric Oxide; ICS= inhaled corticosteroids.  
Missing data a n=2 b n=14 c n=22 d n=19 
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L’analyse complète des scanners thoraciques incluait 1100 segments pulmonaires dont 214 

(19.4 %) présentaient au moins un bouchon de mucus. La distribution était homogène dans 

l’ensemble des segments quel que soit le statut tabagique (Fig 27.E).    

Figure 27: Les bouchons de mucus sont fréquents et distribués de façon homogène 
dans les segments pulmonaires chez les asthmatiques quel que soit le statut 
tabagique 

A. Le mucus score apparait comme plus élevé chez les asthmatiques que chez les 
sujets sains 

B. Les asthmatiques sous immunothérapie ont tendance à avoir un score de mucus 
médian plus élevée que les patients sous traitement par CSI seuls (n=32).   

C. La valeur du score de mucus ne varie pas significativement selon le statut 
tabagique des asthmatiques (n=47). 

D. La répartition des asthmatiques dans les différentes catégories de score de mucus 
ne varie pas selon leur statut tabagique (n=47).  

E. La distribution des bouchons de mucus dans les différents lobes pulmonaires,  
reflétée par le pourcentage des lobes avec au moins un bouchon de mucus dans 
les segments pulmonaire qui le compose est homogène et ne varie pas selon le 
statut tabagique (n=275 lobes) 
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Le score de mucus est associé à un syndrome obstructif plus sévère  

Secondairement, nous avons cherché à confirmer les corrélations entre le score de mucus et 

les paramètres fonctionnels respiratoires évalués en spirométrie. Le groupe de sujets 

présentant un score de mucus «high» présentait un syndrome obstructif plus sévère que les 

groupes des autres catégories de mucus score (Tableau 1, Fig 28.A).  

Dans cette cohorte, des corrélations inverses entre l’obstruction bronchique, évaluée par le 

ratio VEMS/CVF et le VEMS ont été confirmées avec respectivement un coefficient ρ de 

Spearman de -0,32 (p=0,02) et -0,43 (p=0,003) et confirmé en analyse univarié (Fig 28.B).  

Dans les sous-groupes de non-fumeurs asthmatiques ou fumeurs actifs ou sevrés 

asthmatiques, ces corrélations n’ont pas été retrouvées (données non présentées).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28: Les bouchons de mucus sont associés à un syndrome obstructif 
bronchique plus sévère  

A. L’obstruction bronchique, reflétée par le ratio FEV1/FVC, est significativement plus 
sévère dans le groupe avec un score de mucus « High » comparativement aux 
autres groupes de catégories de score de mucus 

B. Une relation linéaire inverse est retrouvée entre le score de mucus et le ratio 
FEV1/FVC et le FEV1. 
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L’occlusion des voies aériennes est associée à une inflammation de type 2 chez les 

sujets asthmatiques non-fumeurs et possiblement à l’inflammation neutrophilique 

chez les fumeurs actifs ou sevrés asthmatiques 

Ensuite, l’association entre le score de mucus, l’éosinophilie des expectorations, 

l’inflammation de type T2 chez les patients asthmatiques a été explorée. Dans la population 

globale des patients asthmatiques, le score de mucus était corrélé positivement et 

significativement avec le pourcentage d’éosinophiles dans les expectorations (ρ de 

Spearman =0,4 ; p=0,04, Fig 6.A). Chez les asthmatiques non-tabagiques, cette  corrélation 

tendait à être confirmée (ρ de Spearman à 0.46, p=0,07) mais pas chez les asthmatiques 

fumeurs actifs ou sevrés (ρ de Spearman à 0.26, p=0.49). Aucune association entre le score 

de mucus, l’éosinophilie sanguine ou le taux d’IgE sanguin n’ont été mis en évidence 

(données non présentées). En revanche, le FeNO était positivement et significativement 

associé au score de mucus chez les patients asthmatiques non-fumeurs (ρ de Spearman à 

0.51 ; p=0.02, Fig 6.B). Cette corrélation n’était pas retrouvée dans la population générale 

asthmatique ni chez les asthmatiques sevrés ou fumeurs actifs (avec respectivement p=0.17 

et 0,17, Fig 6.B). En revanche, chez les fumeurs actifs ou sevrés asthmatiques, le 

pourcentage de neutrophiles dans les expectorations était positivement et significativement 

associé aux scores de mucus (ρ de Spearman=0,69, p=0,04; Fig 6.C). Cette association 

n’était pas mise en évidence dans la population asthmatique générale ou non-tabagique 

(données non présentées). Enfin, dans la population générale de l’étude, le score de mucus 

était faiblement associé à l’âge des sujets (ρ de Spearman à 0.29 ; p=0.03). La recherche de 

corrélation entre le score de mucus et d’autres variables cliniques susceptibles d’influencer 

le phénotype asthmatique, tel que le BMI ou le genre, n’ont pas permis d’établir 

d’associations.   
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La concentration de Galectin 10 dans les expectorations des sujets asthmatiques est 

un marqueur de l’inflammation de type 2 mais pas de l’occlusion des voies aériennes 

par des bouchons de  mucus  

La confirmation d’une association entre l’éosinophilie des expectorations, l'inflammation de 

type T2 et la présence de bouchons muqueux dans les voies respiratoires des patients 

asthmatiques nous a incité à étudier l’implication potentielle de la protéine Galectin 10 dans 

ce processus. Cette protéine a été mesurée par ELISA dans le surnageant des 

expectorations de 40 sujets asthmatiques et de 3 sujets sains. Chez les asthmatiques, la 

concentration médiane de Gal 10 était de 27,3 ng [2.3; 84.4]. De façon surprenante, la 

concentration médiane chez les sujets non asthmatiques était de 122 ng/ml en raison d’une 

élévation marquée de la Gal10 chez deux sujets respectivement à 122ng/mL et 172 ng/ml. 

Figure 29: Le score de mucus est associé au pourcentage d’éosinophiles dans les 
expectorations et au FeNO chez les asthmatiques non-fumeurs 

A. Le pourcentage d’éosinophiles dans les expectorations est corrélé au score de mucus 
chez les asthmatiques (n=37). Une tendance similaire est retrouvée chez les asthmatiques 
non-fumeurs (n=25).  

B. Le FeNO est associée au score de mucus dans la population non tabagique asthmatique 
(n=16) mais pas dans la population générale (n=37) 

C. Le pourcentage de polynucléaires neutrophiles, chez les fumeurs actifs ou ex fumeurs est 
corrélé avec le score de mucus (n=9) mais pas dans la population asthmatique globale 
(n=37) 
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La première patiente était une femme de 31 ans ayant des antécédents d'atopie avec des 

IgE totales à 442 UI/mL mais sans éosinophiles dans le sang ou les expectorations avec un 

FeNO à 11 ppb. Le deuxième sujet était un homme de 58 ans avec une éosinophilie 

modérée à 300/mm3 dans le sang et 0,3 % d'éosinophiles dans les expectorations sans 

augmentation des IgE ni antécédents d'atopie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La concentration de Gal10 dans les expectorations des asthmatiques était corrélée au 

pourcentage d’éosinophiles dans les expectorations (ρ de Spearman = 0,48, p0,002, Fig 

30.A) et également à l’éosinophilie sanguine (ρ de Spearman à 0.85, p<0.001 Fig 30.B). Ces 

Figure 30: La galectine 10 est un marqueur de substitution de l’inflammation 
éosinophilique chez les patients asthmatiques mais n’est pas liée à la formation des 
bouchons de mucus dans les voies aériennes 

A.B. La Galectine 10 est corrélée au pourcentage d’éosinophiles dans les expectorations et 
dans le sang chez les asthmatiques (respectivement n= 31) 
C. Comparaison de la concentration de Galectin 10 et du pourcentage d’éosinophiles  dans 
les expectorations de patients ex/fumeurs actifs (n=22 et n= 13) et non fumeurs 
asthmatiques (n=18 et n=16).  
D. Comparaison de la concentration de Galectin 10 dans les expectorations de patients 
asthmatiques selon les groupes de score de mucus (n=31) 
E. La concentration de Galectin 10 n’est pas corrélée au score de mucus chez les sujets 
asthmatiques (n=31) 
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associations étaient encore plus marquées chez les asthmatiques non-fumeurs avec 

respectivement un ρ de Spearman à 0,58 (p = 0,01) et 0.95 (p<0.001). Aucune autre 

association entre la concentration de Gal 10 et les paramètres de l’inflammation de type 2 

n’a été mise en évidence. Chez les fumeurs actifs ou sevrés asthmatiques, la concentration 

de Gal10 dans les expectorations tendait à être plus élevée sans modification apparente de 

la concentration d’éosinophiles entre ces deux groupes (Fig 30.C). Le pourcentage de 

neutrophiles dans les expectorations était négativement corrélé avec la concentration de 

Gal10 (ρ de Spearman= -0,36, p=0,02). Concernant, un potentiel lien entre la concentration 

de Gal10 dans les expectorations et la présence de bouchon de mucus dans les bronches, 

aucune différence significative de concentration n’a été mise en évidence entre les différents 

groupes de catégories de score de mucus (Fig 30.D). Aucune corrélation n'a été trouvée 

avec le score de mucus et la quantité de Gal10 dans les expectorations (ρ de Spearman = 

0,11, p = 0,53, Fig 30.E) ou d’autres paramètres fonctionnels respiratoires (données non 

présentées). Ces données suggèrent que la Galectine 10 est un marqueur de l’inflammation 

éosinophilique chez les asthmatiques mais n’est pas associé à la formation des bouchons de 

mucus. Compte tenu d’une association entre l’éosinophilie des expectorations et la formation 

de bouchons de mucus, cette constatation suggère que la Galectine 10 présente dans les 

voies respiratoires pourrait provenir d’autres types cellulaires ou ne pas représenter la forme 

cristal pathogénique.  
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Figures supplémentaires 	

 

Table R1 : Caractéristiques des sujets sains  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Data are presented as mean ± SD, n (%), median [IQR]; BMI= body mass index; FeNO: 
Fractional Exhaled Nitric Oxide; ICS= inhaled corticosteroids.  
Missing data: a n= 2 

  

Characteristic Healthy subjects 
(n=4) 

Age, years 44.5 ± 11,4 
Femal sex  1 (25%) 
BMI, kg/m2 29 ± 9.9 
Atopic 2 (50%) 
Smoking Status   

Non smoker 4 (100%) 
Former Smoker  - 

Active smoker - 
Spirometry  
FEV1 preBD, %pred 99,8 ± 14,8 
FVC pre-BD,%pred 103 ± 11,3 
FEV1 /FVC % 79,1 ± 2,3 
FeNO, ppb 15 [13-18] 
Sputum eosinophils, %a 0,1 [0.1-0.2] 
Sputum neutrophils, % a 248 [198-297]  
Sputum macrophages, % a 146 [99-194]  
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Discussion  
 

 L’asthme est une pathologie complexe et fréquente responsable d’une morbi-

mortalité significative pour la société. Une amélioration de la prise en charge de l’asthme 

permettrait une réduction de la morbidité et du coût financier. Cet objectif est atteignable par 

des mesures de santé publique et le développement de nouvelles approches thérapeutiques. 

Cette seconde démarche requiert une meilleure compréhension de la physiopathologie 

asthmatique afin de découvrir et de mettre au point de nouveaux traitements. Néanmoins,  

l’hétérogénéité des phénotypes asthmatiques et la multiplicité des mécanismes cellulaires 

impliqués dans sa physiopathologie rendent compliquée l’étude de cette maladie. Pour 

surmonter ces difficultés, une approche globale doit être utilisée en confirmant les 

hypothèses mécanistiques fondées sur des observations chez l’Homme sur des modèles 

expérimentaux et inversement. Dans ce travail,  deux approches intégratives ont été faites. 

Dans une première partie, en se fondant sur des études pangénomiques, l’hypothèse de 

l’implication du récepteur NOD1 dans l’asthme chez l’Homme a été évaluée sur un modèle 

murin d’asthme allergique aux acariens. Puis dans une deuxième partie, à partir de données 

cliniques recueillies chez des patients asthmatiques, des hypothèses expérimentales ont été 

évaluées sur des échantillons humains. Dans la présente partie, les résultats de chacun de 

ces deux axes expérimentaux seront discutés.  

 

Partie 1 : Rôle du récepteur Nod1 dans l’asthme allergique aux acariens 

La première partie de ce travail a permis de révéler que l’asthme allergique expérimental 

induit aux acariens était significativement amoindri chez les souris Nod1 déficientes mais pas 

chez les souris Nod2 déficientes. Cette réduction incluait la cellularité du LBA, la résistance 

des voies aériennes et l'expression des cytokines de type TH2. Chez les souris Nod2-/-, le 

seul paramètre significativement réduit par rapport aux souris sauvages était le recrutement 

cellulaire inflammatoire du LBA.  

Cette diminution du recrutement cellulaire pourrait être une conséquence d’une baisse du 

niveau de CCL2. En effet, la neutralisation de cette chimiokine atténue l'accumulation de 

macrophages et d'éosinophiles dans le LBA de singes asthmatiques (339). Les souris Nod2-

 /- exposées aux acariens avaient toujours la capacité d'induire de l'IL-33 au niveau 

pulmonaire contrairement aux souris Nod1-/-. Cette constatation est en accord avec 

l'induction d’une réponse muqueuse IL-33 par l’activation directe de Nod1 au niveau de 

l’épithélium (316). De façon similaire, des résultats équivalents ont été observés dans les 

cellules BEAS-2B. Une explication pourrait être que les ligands de Nod2 soient dégradés par 

une activité amidase qui pourrait être présente soit dans les extraits d’acariens, soit induits 
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par ceux-ci. En effet, la présence d'une g-D-glutamylL-diamino endopeptidase acide a été 

décrite dans ce type d’extraits (340). De plus, la PGLYRP2, une N-acétylmuramoyl-L-alanine 

amidase, est induite in vitro au niveau de cellules BEAS-2B  après une stimulation avec des 

extraits d’acariens et in vivo dans les poumons de souris après l’induction du modèle 

d’asthme allergique.  

Parallèlement, PEPT2, un transporteur permettant l'absorption des ligands de Nod1, mais 

pas du MDP (248), est exprimé par les cellules épithéliales des voies respiratoires (341) 

contrairement à PEPT1, un transporteur du MDP, principalement exprimé par le tractus 

gastro-intestinal (252). En effet, l'ARNm de PEPT2 était fortement exprimé par les cellules 

BEAS-2B ainsi que dans les poumons de souris exposées aux acariens par rapport à 

PEPT1. Ceci explique probablement également l'activation différentielle des récepteurs 

Nod1/2 dans les poumons par les acariens. 

Lors de la reconnaissance du peptidoglycane par les récepteurs NOD1 et NOD2, ces 

derniers subissent une auto-oligomérisation conduisant au recrutement de la protéine RIPK2 

et à l’ensemble d’un complexe aboutissant in fine à l’activation NF-κB  et à la transcription de 

plusieurs gènes inflammatoires.  

En accord avec un travail récent (275) et nos résultats obtenus sur les souris Nod1-/- , les 

souris Ripk2-/- présentaient une diminution des caractéristiques asthmatiques en réponse 

aux acariens dont une diminution de la résistance des voies aériennes. Des études 

antérieures ont rapporté des données contradictoires sur le rôle de la Ripk2 dans 

l'inflammation allergique des voies respiratoires. Une retrouvait un effet promoteur (275) et 

d'autres n'en trouvaient pas (342,343).	À la lumière de nos données, ces résultats peuvent 

être conciliés par la présence (ou non) de muropeptides dans les extraits allergéniques 

utilisés pour induire l'inflammation des voies respiratoires. De manière cohérente, nous 

avons déjà montré que les souris Nod1-/- présentaient un asthme allergique induit à 

l’ovalbumine similaire à celui des souris sauvages. De plus, l’utilisation d’un agoniste NOD1 

comme adjuvant systémique exacerbait les caractéristiques expérimentales de l'asthme 

(313). Il est désormais bien établi que des altérations du microbiote intestinal sont impliquées 

dans la susceptibilité à l'asthme (344). Dans le même ordre d'idées, la déficience de Nod1 a 

été impliquée dans la dysbiose intestinale (297) et inhibe l'amorçage des neutrophiles par les 

PG dérivé de l'intestin, ce qui entraîne une susceptibilité accrue à l'infection pulmonaire à 

pneumocoque (303). Même si la transplantation fécale exclut la possibilité d'un rôle pro 

allergénique du microbiote intestinal, il est toujours possible, en théorie, que le microbiote 

des voies respiratoires des souris Nod1-/- contribue à la réponse allergique en plus du 

microbiote dérivant des acariens.  

L'analyse des extraits d’acariens en spectrométrie de masse a révélé la présence du ligand 

spécifique de NOD1, le muramyl tripeptide, et du ligand de NOD2, le MDP.  
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Cependant, à l’inverse de l'activation du rapporteur mNod1 induite par les acariens, 

l'activation du rapporteur de l’activation de mNod2 n'a été observée qu'en réponse à une 

concentration 4 fois supérieure d’acariens, suggérant à nouveau une dégradation putative du 

ligand de Nod2. Bien que l'analyse LC-MS ait confirmé la déplétion complète des PG dans la 

fraction de surnageant, une activité résiduelle du rapporteur de mNod1 a été observée in 

vitro suggérant une endocytose potentielle de traces de PG contenus dans le sérum fœtal 

animal utilisé pour la culture cellulaire (345).  

Les cellules BEAS-2B ont présenté une production de cytokines induite par les acariens qui 

n'était que partiellement inhibée par l'antagoniste RIPK2 et par le knock-down de NOD1 par 

ARN interférant. Cette inhibition partielle est peut être le témoin d'autres mécanismes 

capables d'induire la production de cytokines par les cellules épithéliales bronchiques en 

réponse à d'autres composants des acariens (346), comme par exemple les protéases via 

l'activation du récepteurs activé par les protéases 2 ou le LPS par la stimulation du TLR4 

(197,347).  

Les souris chimériques de la moelle osseuse ont montré que les cellules structurelles 

exprimant Nod1 étaient les principales cellules impliquées dans l’aggravation des 

caractéristiques de l'inflammation des voies respiratoires induite par les acariens. Ces 

résultats sont  cohérents avec l'effet in vitro observé sur les cellules épithéliales. Cependant, 

l'expression de certaines cytokines pro-inflammatoires dépendait également de cellules 

hématopoïétiques et probablement de cellules dendritiques qui expriment également NOD1. 

Il a été proposé que de faibles doses d’endotoxine favoriseraient une réponse TH2, alors 

que des fortes doses d'endotoxine favoriseraient une réponse TH1. Cependant, le degré de 

contamination dans nos extraits d’acariens par les endotoxines était 10 fois plus faible ( 10 

ng) que la dose utilisée pour promouvoir une réponse immunitaire TH2 induite par l'OVA (par 

exemple, 100 ng) (321). En outre, les extraits d’acariens appauvris en LPS étaient encore 

capables de déclencher tous les paramètres de l'inflammation allergique des voies 

aériennes, à l'exception de la réponse humorale. Ceci suggère que le LPS, étant un stimulus 

majeur des cellules B (348), est essentiel pour l’induction d’une réponse humorale dirigée 

contre les acariens. Cette observation pourrait être liée à la prédominance du genre 

Bartonella dans les extraits d’acariens, puisque son LPS a des interactions fortement 

réduites avec le TLR4. (349) La déplétion des acariens en PG a entraîné une inhibition 

similaire à celle observée chez les souris Nod1-/-, confirmant ainsi son rôle dans 

l'exacerbation de l'inflammation allergique des voies respiratoires induite par les acariens. 

Il est intéressant de noter que des anticorps neutralisants ciblant le muropeptide MDP ont 

été récemment développés et qu'ils ont démontré leur capacité à inhiber l'arthrite auto-

immune dépendante des PG. (350). Le développement de futurs anticorps neutralisant les 
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PG fournirait de plus amples informations sur le rôle spécifique de NOD1 dans l'inflammation 

allergique des voies respiratoires induite par les acariens.  

Cette étude a mis en évidence une interaction sans précédent entre NOD1 et l'un des 

allergènes les plus courants, les acariens. Elle dévoile un nouveau mécanisme selon lequel 

le microbiote dérivant des acariens est détecté par Nod1 et potentialise la sévérité de la 

maladie. Cette découverte ouvre la voie vers de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant 

la voie NOD1 et potentiellement d’autres implications du récepteur Nod1 dans la 

physiopathologie asthmatique. Ces perspectives seront abordées dans la prochaine section 

de ce manuscrit.   
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Parties 2 : Impact fonctionnel des bouchons de mucus dans les voies 

aériennes de patients asthmatiques  

	
 Dans cette cohorte de patients principalement composée de patients 

asthmatiques sévères (n=44, 86 %), la présence d’au moins un segment bronchique obstrué 

par un bouchon de mucus est retrouvée chez 74 % des asthmatiques. Cette prévalence est 

en accord avec les études précédemment publiées (99,122). Dans une cohorte 

d’asthmatiques sévères, tous les patients ayant une inflammation bronchique éosinophilique 

avait au moins un bouchon de mucus dans les bronches ainsi que 36 % des asthmatiques 

sévères ayant une inflammation bronchique éosinophilique contrôlée. Le contrôle de 

l’éosinophilie bronchique était défini par un pourcentage d’éosinophiles ≤	 3 % dans les 

expectorations (122). Dans l’étude princeps (99), la prévalence des bouchons de mucus 

dans les voies aériennes des asthmatiques était évaluée à 58 %. Cette discordance pourrait 

être liée aux profils des patients asthmatiques inclus dans ces études. En effet, la proportion 

d’asthmatiques sévères était de 65.8 % dans l’étude princeps (99) contre 74 % et 100 % 

pour les deux autres. Ces résultats tendent à souligner que la présence de bouchons de 

mucus dans les voies aériennes de patients asthmatiques serait un marqueur de sévérité de 

la maladie. De façon cohérente avec cette hypothèse, dans notre étude, le groupe de sujet 

ayant un score de mucus élevé était plus âgé, avait un syndrome obstructif plus sévère et 

semblait être soumis à une pression thérapeutique plus importante que les autres catégories 

de score de mucus (Tableau 1). Des tendances équivalentes étaient retrouvées dans les 

précédentes études (99,122).  

L’une des forces de ce travail est l’étude de l’impact du tabagisme sur la fréquence des 

bouchons de mucus dans les voies aériennes asthmatiques. L’occlusion des bronches par 

des bouchons muqueux est mise en évidence dans de nombreuses pathologies respiratoires 

chroniques dont la BPCO (351). Le tabagisme est le facteur environnemental causal le plus 

fréquent dans la survenue de cette pathologie (352). Récemment, dans une cohorte de 400 

sujets comprenant 300 patients atteints de BPCO et 100 sujets tabagiques sans obstruction 

bronchique, la prévalence des bouchons de mucus était estimée à 57 % chez l’ensemble 

des participants. Dans notre cohorte, la prévalence de la présence d’au moins une occlusion 

bronchique par du mucus était estimée à 84 % chez les asthmatiques tabagiques actifs ou 

sevrés contre 71.4 % chez les asthmatiques non-tabagiques. Ces données suggèrent que le 

tabagisme n’affecte pas la prévalence des bouchons de mucus chez les asthmatiques.  

La distribution de ces occlusions au sein des voies aériennes dans les pathologies 

inflammatoires chroniques des voies aériennes a été décrite de façon contradictoire. Dans 

l’asthme, leur présence est décrite de façon homogène et diffuse (99) alors qu’elle pourrait 

prédominer dans les lobes inférieurs dans la BPCO (353). Dans cette étude, l’occlusion des 
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voies aériennes est répartie de façon diffuse dans l’ensemble des segments pulmonaires 

quel que soit le statut tabagique (Fig. 27).  

En utilisant une méthodologie similaire aux études précédemment publiées sur le sujet, une 

association négative et significative a été mise en évidence entre le score de mucus et une 

altération du VEMS et de l’obstruction bronchique. Ces corrélations sont relativement 

modestes et proches de celles observées chez les patients asthmatiques sévères (122). 

Comparativement à l’étude princeps, les associations entre la fonction respiratoire et le score 

de mucus sont moins fortes (Tableau 3). Les éléments pouvant expliquer cette différence 

sont multiples. Premièrement, les effectifs inclus dans ces études ne sont pas les mêmes. 

Secondairement, les caractéristiques de la présente cohorte ne sont pas les mêmes que les 

cohortes précédemment publiées. En effet, la population de la présente étude est en 

moyenne plus âgée que la population de l’étude de Dunican (54,9 ans vs 46,8 ans), avec 

une altération plus marquée de la fonction respiratoire (VEMS moyen à 66.7% de la valeur 

théorique prédite contre 72.2%). Ces différences ont pu avoir une influence sur l’association 

entre le score de mucus et la fonction respiratoire. Néanmoins, quelque que soit les études 

considérées, le coefficient de détermination R2 entre le score de mucus et la fonction 

respiratoire reste modeste en analyse univariée. Il est respectivement estimé à 0.24 

(p<0.001) et 0.26 (p<0.001) pour le VEMS et le ratio VEMS/CVF dans l’étude princeps (99) 

contre 0.14 (p=0.008) et 0.23 (p<0.01) dans ce travail. La force de ces associations suggère 

que d’autres facteurs sont également associés à la persistance d’une obstruction bronchique 

chez les patients asthmatiques. L’un des déterminants suspecté  du syndrome obstructif 

chez les asthmatiques est l’épaisseur de la paroi des voies aériennes (354,355). 

L’augmentation de l’épaisseur de la paroi bronchique est secondaire au remodelage et 

implique de nombreux mécanismes dont une fibrose sous-épithéliale, une métaplasie 

glandulaire de l’épithélium, et une hypertrophie musculaire lisse bronchique (355). Ainsi, la 

surface musculaire lisse bronchique est inversement corrélée à la mesure du VEMS sur des 

biopsies bronchiques de patients asthmatiques sévères  (333).  

 

Tableau 3 : Corrélation entre le score de mucus et les différents paramètres spirométriques 

Etudes   Rho de Spearman 

 FEV1
a
 FVC

a
 FEV1/FVC ratio

a
 

Etude actuelle
b
 -0.38 Ns -0.41 

Dunican and coll.
c
 0.51 -0.32 -0.54 

Svenningsen and coll.
c
 ns ns -0.42 

 

 

 

a prebronchodilator measure of each parameter, expressed in % of predicted volume; b in 
overall population, c in asthma population 
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Nous avons également confirmé l’association étroite, précédemment publiée (99,122), entre 

la survenue de bouchons de mucus dans les voies aériennes de patients asthmatiques et 

l’inflammation de type 2. Ces travaux ont mis en évidence une corrélation entre le 

pourcentage d’éosinophiles dans les expectorations, ainsi que d’autre marqueur de 

l’inflammation de type 2 (comme l’IL-13 et le FeNO) et le score de mucus (99,122). Dans ce 

travail, nous avons confirmé l’association entre le score de mucus et l’éosinophilie des 

expectorations (Fig. 29). De façon intéressante, le FeNO n’est pas corrélé avec le score de 

mucus score dans la population générale des asthmatiques mais uniquement chez les 

asthmatiques non-tabagiques (Fig. 29). Le tabagisme a un impact majeur sur la 

physiopathologie de l’asthme et sur sa sévérité (356) et notamment sur le niveau de NO 

exhalé. En effet, le tabagisme réduit la synthèse de NO (357). Cet effet de la fumée de 

cigarette sur la production de NO pourrait expliquer que l’association entre le score de 

mucus et ce paramètre ne soit significatif que chez les asthmatiques non-fumeurs (Fig. 29). 

Les marqueurs sanguins de l’inflammation de type 2, comme le nombre d’éosinophiles ou 

encore le taux d’IgE totales, ne sont pas corrélés au score de mucus dans ce travail.  

Un rôle particulièrement prépondérant a été attribué aux éosinophiles dans la formation des 

bouchons de mucus dans les voies aériennes asthmatiques. En effet, en plus de la 

corrélation précédemment décrite, il a été proposé qu’une enzyme spécifique des 

éosinophiles, l’éosinophile peroxydase (EPO), pourrait participer à la formation des 

bouchons de mucus (99). La concentration de cette enzyme était plus élevée dans les 

expectorations de patients ayant un score de mucus élevé par rapport aux autres groupes. 

De plus,  il a été démontré que l’EPO était capable d’oxyder les résidus thiols des 

groupements cystéines présents au sein des mucines. Cette oxydation aboutirait à une 

augmentation des propriétés visco-élastiques du mucus (99). Mis bout à bout, l’ensemble de 

ces arguments suggère un rôle crucial des éosinophiles dans la formation des bouchons de 

mucus chez les patients asthmatiques. Néanmoins, plusieurs arguments indiquent que les 

éosinophiles ne sont probablement pas les seuls facteurs impliqués dans la formation des 

bouchons de mucus.  

Ces bouchons sont composés d’un amas de mucines, de cellules inflammatoires et de 

protéines (121). De nombreux travaux ont permis d’identifier l’inflammation de type 2, 

notamment via l’IL-13, comme étant un environnement inflammatoire favorisant la formation 

de bouchons de mucus via une augmentation de la production de mucus et une 

différentiation de l’épithélium respiratoire en cellules caliciformes (82). De plus, la possibilité 

de survenue de bouchons de mucus en absence d’inflammation éosinophilique bronchique a 

été démontrée in vivo sur un modèle murin (358). Ainsi, la production de mucus dépendante 

de l’activation des cellules Th2 en réponse à une stimulation allergénique est dépendante de 

la voie IL-4R mais pas des éosinophiles (358). Ces résultats in vivo suggèrent qu’en 
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absence d’une éosinophilie bronchique, l’inflammation de type 2 peut promouvoir la 

formation de bouchons de mucus. Cet environnement inflammatoire conduit à une 

modification quantitative de la production de mucines et à une modification qualitative de la 

composition du mucus avec une augmentation du ratio MUC5AC/MUC5B (90,95). Une 

modification qualitative de la composition du mucus, évaluée par une augmentation du ratio 

MUC5AC/MUC5, a été mise en évidence dans les expectorations du groupe de patients 

ayant un score de mucus élevé par rapport aux autres catégories de score de mucus (99). 

De façon intéressante, il a été montré que l’augmentation de ce ratio conduisait à 

attachement du mucus au collet des glandes sous muqueuses ce qui favoriserait la 

formation de bouchons de mucus et l’altération de la clearance muco-ciliaire (107). 

L’ensemble des travaux cités ci-dessus suggère une implication significative de 

l’inflammation de type 2 et des éosinophiles dans la formation des bouchons de mucus.  

L’intérêt récent porté à l’étude de l’impact des bouchons de mucus dans les voies aériennes 

au cours des pathologies respiratoires chroniques a permis d’enrichir les connaissances 

relatives à ce phénomène. Ainsi, chez les patients BPCO tabagiques, le nombre  de 

segments pulmonaires ayant au moins un bouchon de mucus, reflété par le score de mucus, 

n’est pas corrélé au pourcentage d’éosinophiles dans les expectorations, mais au 

pourcentage de neutrophiles (121). De plus, chez les asthmatiques sévères, même en 

absence d’inflammation éosinophilique identifiée, 36 % des sujets présentent au moins un 

bouchon de mucus dans leurs poumons (122). Dans ce travail, grâce à l’inclusion de sujets 

asthmatiques tabagiques actifs ou sevrés, nous avons pu identifier une corrélation entre le 

pourcentage de neutrophiles dans les expectorations et le mucus score chez les 

asthmatiques tabagiques (Fig 29). Plusieurs arguments rendent plausible l’hypothèse de 

l’imputabilité d’une exposition à la cigarette dans cette association entre le score de mucus 

et le pourcentage de neutrophiles. Premièrement, la fumée de cigarette contient de 

nombreuses substances toxiques susceptibles d’augmenter la production de mucines par 

l’épithélium respiratoire. Cette exposition induit notamment une augmentation de la 

production de MUC5B au niveau des voies aériennes distales (106) ainsi qu’une 

augmentation de la production de MUC5AC, notamment via une exposition à l’acréoline 

(114). La production de MUC5AC par l’épithélium des voies aériennes respiratoires de sujets 

tabagiques est augmentée d’un facteur 18 par rapport à celle de l’épithélium de sujets non-

fumeurs (359). La fumée de cigarette a également un impact sur de nombreux mécanismes 

associés au bon fonctionnement de l'escalator mucociliaire. On dénombre notamment une 

altération de la structure et de la fonction des cils épithéliaux bronchiques (360,361), une 

altération de la fonction du canal CFTR (362), une activation des récepteurs ErbB (363). 

L’ensemble de ces mécanismes aboutit à une inflammation locale, à une augmentation de la 

production de mucines, une déshydratation de la couche de mucus et un dysfonctionnement 
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de l’escalator muco-ciliaire. Ces processus favorisent la stase de mucus au niveau de 

l’épithélium respiratoire et probablement la formation de bouchons de mucus. L’exposition à 

la fumée de cigarette modifie également le recrutement cellulaire inflammatoire au niveau du 

lavage broncho-alvéolaire avec notamment une augmentation du recrutement de 

polynucléaires neutrophiles et de macrophages (364,365). Comme nous l’avons évoqué 

précédemment, les mucines MUC5AC et MU5B peuvent subir des modifications post-

transcriptionnelles pouvant  affecter les propriétés physico-mécaniques du mucus. Les 

résidus thiols présents dans les groupements cystéines des mucines peuvent former des 

ponts disulfures. Ces liaisons inter-mucines augmentent le maillage réticulé du mucus 

aboutissant à une augmentation des propriétés viscoélastiques du mucus.  

Dans les expectorations des patients atteints de mucoviscidose, il a été constaté que des 

niveaux élevés de ROS sont positivement et significativement corrélés avec à une 

augmentation de la concentration de cystéines oxydées ainsi qu’à un accroissement du 

module visqueux et élastique du mucus. Ces deux paramètres reflètent l'élasticité et la 

viscosité du mucus. Chez ces patients, la myéloperoxydase (MPO) a démontré sa capacité à 

former des liaisons disulfures entre les mucines et à conduire à une modification de la 

rhéologie du mucus (98). Chez les patients asthmatiques tabagiques ou ayant une 

inflammation bronchique neutrophilique, un mécanisme similaire est plausible.   

De plus, les mucines possèdent des propriétés anti-oxydantes (366). L'asthme étant une 

pathologie associée à une augmentation du stress oxydatif des voies aériennes conductrices 

(367), les mucines pourraient participer à la régulation du stress oxydatif local en subissant 

des oxydations. D'autres facteurs physico-chimiques pourraient également influencer les 

propriétés rhéologiques d'un gel composé de MUC5AC. L'acidification du milieu et des 

concentrations plus élevées de sel dans un mucus composé de MUC5AC augmentent les 

modules élastiques et visqueux (368). L’ensemble de ces modifications pourrait aboutir à 

une modification des propriétés rhéologiques du mucus et favoriser la formation du bouchon 

de mucus. 

 Cette étude confirme l’association précédemment retrouvée entre l’inflammation de type 2 et 

la présence de bouchon de mucus dans les voies aériennes des asthmatiques non 

tabagiques. Ce travail est le premier à établir un lien entre le pourcentage de neutrophiles 

dans les expectorations et le score de mucus chez les patients asthmatiques ayant un 

antécédent de tabagisme.  

Suite à la découverte récente du potentiel pro-inflammatoire des cristaux de Charcot-Leyden 

(CCL) (326,369), nous avons recherché à connaître leurs potentiels associations à la 

présence de bouchons de mucus dans les voies aériennes asthmatiques. Dans un premier 

temps, nous avons confirmé que la concentration de Galectin 10 dans les expectorations 

était un marqueur de l’inflammation de type 2 avec une association entre la concentration de 
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Galectin 10 et le % d’éosinophiles dans les expectorations et dans le sang. La corrélation 

mise en évidence entre le pourcentage d’éosinophiles dans les expectorations et la 

concentration de Gal10 était plus faible que celle précédemment publiée (ρ de Spearman = 

0,58, p =0.02 vs 0,74, p <0,001(330)). Les raisons possibles pour expliquer cette 

discordance pourraient être secondaires à la méthodologie utilisée pour le dosage de la 

Gal10 dans les expectorations (kit ELISA différents) ou liés aux caractéristiques de la 

population incluse. En effet, notre cohorte incluait des patients asthmatiques tabagiques. 

L’externalisation de la protéine Gal10 est dépendante d’un processus de mort cellulaire 

spécifique (370). Hors, l’impact du tabagisme sur l’initiation de processus cellulaire n’est pas 

actuellement connu.  

Concernant l’hypothèse formulée, la concentration de Galectin 10 dans les expectorations 

des patients asthmatiques n’est pas corrélée au score de mucus quel que soit le statut 

tabagique. Cette absence de corrélation n’exclue pas la participation des cristaux de 

Galectin 10 dans la formation des bouchons de mucus. En effet, dans les études in vivo et in 

vitro, la forme soluble de la Gal10 ne présentait pas d’effet pro-inflammatoire dans les 

modèles in vivo. Seule la forme cristalline induisait une réponse inflammatoire (326). Dans 

ce travail, la recherche spécifique de cristaux de Gal10 n’a pas été possible. Néanmoins, la 

formation de ces cristaux semble dépendante de la concentration de Gal10 libre (370). Ainsi, 

les patients ayant les concentrations les plus élevées auraient une probabilité plus élevée de 

présenter des cristaux de Gal10. La confirmation ou l’infirmation de la participation des CCL 

dans la formation des bouchons de mucus nécessitera des travaux dédiées pour rechercher 

spécifiquement la présence des cristaux dans les expectorations fraiches de patients, en 

évitant de traiter les expectorations par des agents réducteur (326). Une autre approche 

serait de rechercher les cristaux sur des biopsies bronchiques.  

La principale force de cette étude est l’évaluation de l’impact du tabagisme sur la présence 

de bouchons de mucus dans les voies aériennes asthmatiques et son interaction avec les 

corrélations précédemment décrites. L’utilisation des outils et d’une méthodologie validée par 

les précédentes études sur le sujet permet une relative reproductibilité et comparabilité de 

nos résultats. Suivant un protocole d’analyse similaire aux études précédemment publiées, 

l’accord entre les évaluateurs pour l’établissement des scores de mucus était proche 

(Tableau 4). Les principales limites de ce travail sont liées à l’hétérogénéité du recueil des 

données compte tenu de la fusion de deux cohortes ainsi que les données manquantes.  La 

période d’inclusion des patients allait d’avril 2008 à mars 2019 ce qui a pu induire un biais 

dans le profil des patients inclus. 
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 Subjects (n) Initial agreement Final agreement 

Dunican’s study 146 0.69 0.80 (95% CI 0.74 to 0.85 

Svenningsen’s study 27 0.65 0.97 (95% CI: 0.92 to 0.99) 

Current study 55 0.63 0.84 

 

 

En résumé, nos résultats confirment que la présence de bouchons de mucus dans les voies 

aériennes de patients asthmatiques est fréquente et est un marqueur de la sévérité de la 

pathologie. L’occlusion des voies aériennes par du mucus est associée à un syndrome 

obstructif plus sévère. Conformément aux études précédemment publiées (99,122), la 

présence de ces derniers est associée à une éosinophilie des voies aériennes et à 

l’inflammation de type 2 chez les sujets asthmatiques. La concentration de Galectin 10 dans 

les expectorations n’est pas corrélée au score de mucus quel que soit le  sous-groupe de 

patients étudié. De façon intéressante, chez les patients asthmatiques tabagiques, le nombre 

d’occlusions de voies aériennes par un bouchon de mucus est corrélé au pourcentage de 

neutrophiles dans les expectorations. D’autres travaux prospectifs sont nécessaires pour 

confirmer ces résultats. Les occlusions des voies aériennes au cours des maladies 

respiratoires chroniques doivent être considérées comme de potentielles cibles 

thérapeutiques ou comme marqueurs d’un phénotype spécifique pouvant guider le clinicien 

dans sa prise en charge thérapeutique. Ces points seront mis en perspectives  dans la 

prochaine partie. 

                                  

Tableau 4: Comparaison des coefficients de concordance inter-évaluateur de l’établissement 
des scores de mucus chez les patients asthmatiques.  
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Perspectives  

	
L’ensemble des résultats obtenus dans cette thèse, tant dans le domaine fondamental que 

sur le plan clinique, m’incite à poursuivre les investigations pour approfondir ces résultats. 

Dans cette dernière partie, les perspectives de développement des résultats de ce travail et 

les futurs axes de recherche envisagés seront exposés.  

Partie 1 : Poursuite des investigations concernant l’implication du récepteur 

NOD1 dans l’asthme 

 Ce projet a permis de mettre en évidence une réduction des paramètres allergiques 

asthmatiques induit par les acariens chez les souris Nod1-/-. Cette atténuation de la réponse 

allergique asthmatique n’est pas liée à une modification de la flore digestive des souris Nod1-

/-. En revanche, les extraits d’acariens contiennent une flore microbienne, principalement 

composée de bacille gram négatif, susceptible d’activer directement le récepteur Nod1. Cette 

activation est liée à la reconnaissance par NOD1 de son ligand au niveau de l’épithélium des 

voies respiratoires. Cette reconnaissance participe à la potentialisation de la réponse 

allergique inflammatoire induite par les acariens.  

Ces résultats incitent à évaluer le potentiel thérapeutique pré-clinique d’une inhibition de la 

voie de signalisation de NOD1 ainsi que d’éventuelles autres implications de NOD1 dans 

l’inflammation asthmatique.  

 

Evaluation du potentiel thérapeutique d’un antagoniste de NOD1 sur la réponse 

allergique asthmatique aux acariens 

Les résultats in vitro ont mis en évidence que l’inhibition de la protéine RIPK2 par un 

inhibiteur spécifique réduisait de façon partielle la réponse cytokinique inflammatoire  des 

cellules épithéliale bronchiques humaines induite par une stimulation avec des extraits 

d’acariens. La disponibilité d’un antagoniste de la RIPK2, nous a incité à évaluer le potentiel 

thérapeutique d’un inhibiteur de RIPK2 dans notre modèle murin d’asthme. Ces expériences 

ont été conduites par le Dr. Simon Alvarez au sein du laboratoire. Dans un premier temps, 

sur des lignées cellulaires BEAS-2B et des cellules dendritiques de souris, les doses 

optimales d’inhibiteurs ont été évaluées. Les doses de 0.1 et 1mg/kg ont été sélectionnées 

pour leur capacité à réduire la synthèse cytokinique inflammatoire induite par les extraits 

d’acariens ainsi que leur profil de cytotoxicité (<5%).  

Dans un premier temps, l’inhibiteur de RIP2K a été utilisé de façon préventive, par voie intra-

nasale dès la phase de sensibilisation, 30 minutes avant l’exposition aux extraits d’acariens 

selon le protocole d’induction d’asthme usuel. La pré-exposition à un inhibiteur de la RIPK2 
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avant la stimulation allergénique réduit de façon significative l’hyper-réactivité des voies 

aériennes, le recrutement pulmonaire d’éosinophiles et de lymphocytes et la synthèse d’IgG1 

spécifiques des acariens (Fig 31 A, B, D). Le traitement préventif local par inhibiteur de 

RIPK2 est également associé à une réduction de l’inflammation de type 2, de l’IL-33 et de 

chimiokines pro-inflammatoires (Fig 31.C). Ces résultats suggèrent un potentiel 

thérapeutique des inhibiteurs de RIPK2 dans la réponse allergique asthmatique. 

L’administration par voie systémique d’inhibiteur de RIPK2 n’a pas été évaluée. Cette voie 

d’administration requiert des concentrations de RIPK2 plus élevées qui sont potentiellement 

cytotoxiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Secondairement, une approche thérapeutique, c’est-à-dire l’administration de l’inhibiteur de 

la RIPK2 après la phase de sensibilisation à la dose de 0.1mg/kg a été réalisée. Cette 

stratégie réduisait de façon significative la réponse inflammatoire épithéliale (IL-33 et CCL17) 

et tendait à réduire l’hyper-réactivité des voies aériennes sans autres modifications des 

paramètres cardinaux asthmatiques (données non présentées). Ces données suggèrent 
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Figure 31: L’administration d’un inhibiteur spécifique de la RIPK2 pendant la phase 
d’initiation d’un asthme allergique aux acariens réduit l’inflammation pulmonaire, 
l’inflammation de type 2 et l’hyperréactivité des voies aériennes chez les souris traitées 

A. Réduction de l’hyper-réactivité des voies aériennes après administration d’un inhibiteur 
de  RIP2K chez les souris exposées aux acariens comparativement aux souris ayant 
reçu des extraits d’acariens plus du PBS+DMSO 

B. Réduction significative du recrutement des polynucléaires éosinophiles et des 
lymphocytes dans le LBA de souris ayant reçu des extraits d’acariens + l’inhibiteur de 
RIPK2 par rapport aux acariens seuls.  

C. Réduction significative de l’inflammation de type 2 et de l’alarmine épithéliale IL-33 chez 
les souris ayant reçu des extraits d’acariens  et l’inhibiteur de RIPK2 par rapport aux 
souris ayant reçu les acariens + le control 

D. L’association d’un inhibiteur de la RIPK2 à l’exposition aux acariens réduit la synthèse 
d’anticorps spécifiques anti-HDM 

L’ensemble de ces expériences ont été réalisées par le Dr. Álvarez Simón (data non publiées) 
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que, dans notre modèle, une approche inhibition locale de la RIPK2 réduit la réponse 

inflammatoire épithéliale.  

L’analyse des extraits d’acariens utilisés dans notre laboratoire a révélé que le ligand de 

NOD1 contenu dans ces derniers était le M-TriDAP. Or, l’affinité de ce ligand pour son 

récepteur varie entre le récepteur Nod1 humain et murin. Pour une même concentration de 

ligand, l’activation de Nfκb est 3 ou 4 fois supérieure avec le récepteur humain par rapport à 

celui murin (371). Cette différence de réponse au MTriDAP nous a encouragé à évaluer les 

protocoles présentés ci-dessus sur un modèle murin de souris Nod1 humanisée 

hnod1+/card4-/-. Des expériences préliminaires ont été réalisées sur ce modèle in vivo. 

Comme suspectée, la réponse allergique asthmatique était significativement augmentée 

chez les souris Nod1 humanisées comparativement aux souris Nod1 sauvages. De plus, 

après administration du traitement inhibiteur l’amplitude de la réduction du recrutement des 

cellules inflammatoires, de la réponse inflammatoire T2 était plus marquée chez les souris 

Nod1 hnod1+/card4-/- comparativement aux souris NOD1 natives. Ces données cliniques 

suggèrent que les résultats in vivo obtenus dans notre modèle murin sauvage pourraient 

sous-estimer l’effet attendu chez les sujets asthmatiques humains. Ces résultats 

préliminaires nécessitent d’être confirmés par d’autres expériences indépendantes. Enfin, 

ces résultats prometteurs nécessitent la validation de ces observations sur des cellules 

primaires de patients asthmatiques afin de confirmer la relevance clinique de ces travaux 

chez l’Homme.  

Des études récentes ont révélé l’implication de NOD1 dans d’autres mécanismes cellulaires 

impliqués dans la pathologie humaine et potentiellement de façon indépendante de son 

ligand (372,373). 

 

Implication du récepteur NOD1 dans la réponse au stress protéique dans l’asthme   

Récemment, l’implication du récepteur NOD1 dans la réponse au stress protéique a été mise 

en évidence (372,373). La réponse au stress protéique ou (Unfolded protein response, UPR)	

est impliquée dans de nombreuses pathologies chez l’Homme comme le diabète de type II, 

la maladie de Crohn et l’Asthme. 	

L’UPR est une réponse adaptative permettant le maintien de l’homéostasie cellulaire en 

réponse, ou non, à des  agressions endogènes ou exogènes. L’accumulation de protéines 

mal conformées dans le réticulum endoplasmique conduit à un stress au niveau de cette 

organelle. Cette situation induit une série de mécanismes adaptatifs, la réponse au stress 

protéique ou UPR, visant à restaurer l’homéostasie cellulaire ou induire l’apoptose. Les trois 

principales voies de signalisations impliquées dans cette réponse sont des protéines 

transmembranaires du réticulum endoplasmique : IRE1, PERK et ATF6. La voie IRE1 est 

composée de deux isoformes: IRE1a (ubiquitaire) et IRE1b (expression dans les épithéliums 
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bronchiques et digestifs). IRE1a est une protéine transmembranaire extrêmement conservée 

dans le monde animal. Son implication dans des pathologies humaines est maintenant 

démontrée (374). IRE1a possède une activité RNAse qui excise l’ARNm de XBP1 et conduit 

à l’activation entre autre d’une réponse inflammatoire, une up-régulation des protéines 

chaperonnes et une activité Kinase qui va déclencher également une réponse inflammatoire 

(IL6) via TRAF2, via RIPK1 (IL6, TNFa) et via la voie Junk-AP1 (374).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  32 : Schéma représentatif des trois voies de la réponse au stress protéique (UPR).  
1. La voie de l'enzyme 1 (IRE1) nécessitant de l'inositol (en vert à gauche), une endonucléase 

et une kinase double, se lie à la protéine de liaison des chaperons (BiP) à l'état monomère. 
Lorsqu'elle détecte une protéine dépliée ou mal repliée, IRE1 s'oligomérise et s'auto-
transphosphoryle (point rouge). L'activation de l'endonucléase épisse spécifiquement 26 
nucléotides de l'ARNm XBP1, provoquant une mutation de type modification du cadre de 
lecture qui supprime un codon stop prématuré, permettant ainsi la traduction du facteur de 
transcription dans sa totalité. En cas d’augmentation du stress, la fonction endonucléase 
non spécifique clive les ARNm associés au réticulum endoplasmique (RE) dans un 
processus appelé désintégration régulée IRE1-dépendante (RIDD). Le domaine kinase 
d'IRE1 s'associe à d'autres partenaires de signalisation qui phosphorylent la Jun N-terminal 
kinase (JNK) et provoque la dégradation associée à l'ER appelé l’ERAD.  

2. Voie du facteur de transcription activateur 6 (ATF6) (au milieu en bleu) : La libération de BiP 
par ATF6 découvre un signal de localisation du Golgi (GLS) permettant la translocation vers 
le Golgi. Là, il est clivé par les protéases Site-1 et Site-2 (ciseaux), libérant le facteur de 
transcription ATF6. 

3. Voie de la protéine kinase R like endoplasmic reticulum kinase (PERK) (à droite, en rose) : 
en présence d'une protéine phosphorylée, PERK s'oligomérise également et se 
transphosphoryle, activant ainsi son activité kinase. PERK phosphoryle à son tour la eIF2α, 
ce qui entraîne une inhibition translationnelle globale transitoire, à l'exception de quelques 
ARNm spécifiques comme l'ATF4. L'ATF4 favorise la transcription du facteur de 
transcription C/EBB induisant l'apoptose. L’inducteur d'apoptose, la protéine homologue 
C/EBP (CHOP). Les processus cellulaires modifiés par les voies de l'UPR et les cibles 
génétiques clés qui sont des composants de l'UPR sont présentés dans des encadrés. 

 
(Smith et coll., 2018) 
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Chez l’Homme, des études génomiques ont permis d’identifier une liaison moléculaire entre 

un gène codant pour une protéine impliquée dans l’UPR, Orosomucoid like 3 (ORMDL3) et 

l’asthme débutant dans l’enfance avec un taux d’IgE élevé (375), à l’asthme sévère et à 

l’exposition au tabagisme passif des enfants dans l’enfance (376). ORMDL3 régule la 

concentration de Ca2+ dans le réticulum endoplasmique via une inhibition de la pompe Ca2+ 

ATPase (SERCA). Cette inhibition conduit à une diminution de la concentration de Ca2+ 

dans le RE puis une diminution de la phosphorylation de eIF2a (Voie PERK) et une 

activation de l’UPR (377). L’implication de cette protéine dans la physiopathologie 

asthmatique a été démontrée dans l’asthme induit par l’Ovalbumine chez des souris 

ORMDL3 Zona Pellucida 3 Cre (hORMDL3zp3-Cre) sur-exprimant ce gène. La 

surexpression de ORMLD3 aboutit à une augmentation du remodelage des voies aériennes, 

une augmentation des cellules musculaires lisses des voies aériennes et de l’hyper-réactivité 

des voies aériennes. Ce phénotype est associé à l’induction de la branche ATF6 de l’UPR 

via le gène cible SERCA2b (378) sans activation significative de la voie PERK ou IRE1. 

L’expression de ce gène est inductible : après un challenge allergénique bronchique par 

Alternaria, son expression est augmentée 127 fois dans l’épithélium bronchique des souris 

challengées (379). 

Keestra-Gounder et collègues ont démontré en 2016, que les récepteurs de l’immunité innée 

NOD1 et NOD2 étaient impliqués dans production de la cytokine pro-inflammatoire IL6 

induite par la branche IRE1a de l ‘UPR. Cette étude a mis en évidence que l’induction d’un 

stress du RE, par un inducteur chimique de l’UPR : la Thapsigargin induit une production 

d’IL6 dépendante de la voie de signalisation NOD1-NOD2-RIP2K-TRAF2. La Thapsigargin 

est un inhibiteur de la SERCA conduisant à une activation globale de l’UPR. La production 

de la cytokine pro inflammatoire IL6 est réduite en présence d’un inhibiteur global de l’UPR : 

la TUDCA ou d’un inhibiteur spécifique de la branche l’IRE1a (KIRA6). Cette voie de 

production de l’IL6 est différente de la voie d’activation canonique du récepteur NOD1/2. Des 

résultats similaires ont été obtenus avec d’autres agents chimiques comme le  dithiothreitol 

(DTT) ou des pathogènes intracellulaires comme Brucella abortus and Chlamydia muridarum 

(372). Ainsi, NOD1 participe à la réponse inflammatoire induite par l’UPR indépendamment 

de la présence de son ligand bactérien en participant à l’initiation de la branche IRE1a de 

l’UPR (372).  

Lors des travaux réalisés sur l’implication du récepteur NOD1 dans l’asthme allergique aux 

acariens, l’inflammation induite par les extraits d’acariens appauvris en peptidoglycanes était 

inférieure à celle obtenue par les extraits d’acariens natifs. Néanmoins, sur notre modèle in 

vitro d’activation du récepteur NOD1, une  activation résiduelle, supérieure à celle des 

cellules contrôles était observée après exposition aux extraits d’acariens appauvris en 

peptidoglycanes. Cette activation persistante n’était pas liée à la présence du ligand 
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spécifique de NOD1 car son absence a été confirmée par spectrométrie de masse après 

déplétion. Cette activation résiduelle pourrait-être en partie liée à l’activation de l’UPR par la 

voie NOD1/NOD2-TRAF2-RIPK2 suite au stress protéique induit par les extraits d’acariens.  

L’ensemble des données précédemment présentées et nos résultats suggèrent que NOD1 

pourrait être impliqué dans la réponse allergique asthmatique aux acariens de façon 

dépendante de sa stimulation par des peptidoglycanes contenus dans les extraits d’acariens 

mais également de façon indépendante en participant possiblement à l’activation de la 

branche IRE1a-TRAF2 de l’UPR au niveau de l’épithélium bronchique. Cette voie 

d’activation non canonique de NOD1 pourrait également être impliquée dans la réponse de 

la cellule bronchique à d’autres stimuli exogènes.  

Néanmoins, cette activation de l’UPR dépendante de NOD1, en absence de son ligand, a 

récemment été remise en question dans une étude parue en 2019 (345). Les auteurs ont 

confirmé la production de cytokines pro-inflammatoires dépendante de NOD1 en réponse à 

un stress induit à la thapsigargin. Cette production de cytokines pro-inflammatoires était liée 

à des perturbations du calcium intra et extra cellulaire. L’activation de NOD1 par la 

thapsigargin était dépendante de l’endocytose et de l’addition de sérum de veau fœtal dans 

le milieu de culture. Les auteurs ont proposé que les perturbations calciques intracellulaires 

induites par la thapsigargin pourraient conduire à une internalisation inappropriée des 

peptidoglycanes bactériens présents dans le sérum de veau fœtal contenu dans le milieu 

cellulaire. Cette internalisation conduirait à une activation de NOD1 par son ligand et à une 

réponse pro-inflammatoire Cette proposition est également pertinente in vivo, car chez 

l’Homme, la présence de peptidoglycanes bactériens dans le sang à l’état basal a déjà été 

rapportée (380).  

Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse qu’une perturbation de l’homéostasie du calcium 

intracellulaire au niveau de l’épithélium bronchique, par exemple induite par la fumée de 

cigarette (CSE), pourrait conduire à une activation de NOD1 en réponse à l’internalisation de 

peptidoglycane présent dans le sang ou l’environnement et ainsi majorer la réponse 

inflammatoire et  participer à la sévérité de l’asthme. Cette hypothèse pourrait apporter un 

mécanisme physiopathologique supplémentaire soutenant l’association entre le tabagisme 

passif au cours de la grossesse ou dans l’enfance et la survenue d’un asthme allergique 

dans l’enfance (381). Ces hypothèses pourront être évaluées dans notre laboratoire lors de 

travaux préliminaires en utilisant nos outils de cultures cellulaires. Dans un premier temps, et 

en accord avec nos résultats, le rôle du récepteur NOD1 dans la cellule épithéliale 

bronchique sera évalué. Les cellules bronchiques (BEAS-2B et cellules bronchiques 

primaires) seront stimulées par un agoniste de Nod1, avec et sans CSE. La réponse 

cytokinique sera évaluée. Une potentialisation de l’activation de Nod1 par les CSE est 

attendue. Un PPR de surface, comme le TLR-4, sera utilisé comme contrôle. 
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En résumé, les perspectives de l’implication du récepteur NOD1 dans l’asthme sont doubles. 

Premièrement, NOD1 pourrait constituer une potentielle nouvelle cible thérapeutique pour 

certains phénotypes asthmatiques. Deuxièmement, la mise en évidence de NOD1 dans la 

réponse au stress protéique conforterait notre connaissance de la physiopathologie 

asthmatique et permettrait de développer d’autres approches thérapeutiques.  

Partie 2 : Impact fonctionnel des bouchons de mucus dans les voies aériennes 

des patients  

L’occlusion des voies aériennes par des bouchons de mucus est une caractéristique 

commune aux pathologies respiratoires bronchiques chroniques (382). Le développement du 

scanner thoracique à haute résolution et d’un score visuel semi-quantitatif a permis d’évaluer 

l’impact clinique des bouchons de mucus des voies aériennes dans l’asthme et la BPCO 

(99,121). Cette caractéristique phénotypique des maladies chroniques des voies aériennes 

représente un potentiel biomarqueur (124). Elle pourrait être utilisée comme une potentielle 

cible thérapeutique ou comme un marqueur prédictif de la réponse au traitement. 

Cette première approche a déjà fait l’objet de réflexions. Dans les articles publiés dans 

l’asthme et utilisant le score de mucus, les auteurs présentaient les bouchons de mucus 

comme une potentielle cible thérapeutique accessible à un traitement mucolytique (99,122). 

Le rationnel mis en avant serait qu’une dissolution des bouchons de mucus permettrait une 

amélioration de la fonction respiratoire chez les sujets traités. Dans un cours dispensé à 

l’université de San Francisco, Dr Fahy a présenté des données non publiées relatives à cet 

axe de recherche. Premièrement,  le lien entre le score de mucus et l’altération de la fonction 

respiratoire a été confirmé en révélant que pour un même patient, l’augmentation des 

bouchons de mucus était associé à une altération de la fonction respiratoire (Fig 33A). De 

plus, le pourcentage de patients présentant ou non des bouchons de mucus est stable au 

cours du temps (Fig 33B). Dans cette présentation, la possibilité de traiter ces bouchons via 

des mucolytiques a de nouveau été évoquée sans présentation de résultats. En revanche, 

les modalités pratiques de l’administration des mucolytiques ont été abordées avec 

notamment la nécessité d’adapter la durée du traitement mucolytique en fonction de la forme 

et du volume des expectorations. Même si cette approche thérapeutique est séduisante, il 

est probable qu’elle se heurtera à d’autres problématiques telles que la tolérance de 

l’inhalation des mucolytiques ou encore la persistance d’une obstruction bronchique 

secondaire à d’autres mécanismes associés à l’obstruction bronchique comme 

l’épaississement de la paroi des voies aériennes.  
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Dans la cadre de la poursuite de ce travail sur l’impact fonctionnel des bouchons présent 

dans les voies aériennes, j’envisage de considérer la présence de ces occlusions de mucus 

comme des biomarqueurs spécifiques de la pathologie (124). 

Chez les asthmatiques, ces bouchons de mucus sont majoritairement présents dans les 

phénotypes les plus sévères. Or, dans cette population, des traitements par anticorps 

monoclonaux sont disponibles. L’arsenal thérapeutique, actuellement disponible, comprend 

des anticorps anti-IgE (omalizumab), anti-IL5 (mepolizumab), anti-IL-5 récepteur 

(benralizumab), anti IL-4 (dupilumab) et bientôt l’anti-TSLP (tezepelumab). À l’heure actuelle, 

l’éligibilité à ces traitements repose sur des critères d’éligibilité biologique et l’expertise des 

réunions collégiales d’asthme. Néanmoins, la prédiction de l’évaluation de la réponse à ces 

thérapeutiques est complexe (383).  

Le prochain axe de recherche que je souhaite mettre en place dans ce domaine serait  

d’évaluer la réponse clinique et fonctionnelle respiratoire aux biothérapies disponibles en 

fonction de la présence et du nombre de bouchons de mucus dans les voies aériennes lors 

du bilan initial d’asthme sévère. À terme, l’objectif de ce travail serait d’orienter le choix d’une 

biothérapie chez les patients asthmatiques sévères en s’appuyant sur les éléments clinico-

biologiques déjà connus et éventuellement sur la présence d’occlusion des voies aériennes 

par des bouchons de mucus.  

Un projet préliminaire de travail rétrospectif est actuellement en discussion dans le service 

d’immuno-allergologie du Pre. Chenivesse au Centre Hospitalier Universitaire de Lille. Dans 

ce centre, l’ensemble des patients asthmatiques sévères ont bénéficié d’un bilan complet 

comprenant des explorations fonctionnelles respiratoires et un TDM thoracique avant 

l’initiation d’une biothérapie. Les dossiers sont ensuite présentés en réunion collégiale 

d’asthme (RCA) avant mise en route d’une biothérapie.  

Le projet est de mesurer le mucus score sur les scanners thoraciques initiaux avant la mise 

en route de la biothérapie. Ce scoring serait réalisé indépendamment du traitement reçu par 

Figure 33: Les bouchons de mucus 
dans les voies aériennes sont stables 
au cours du temps et leur évolution est 
corrélée à la fonction respiratoire  

A. Corrélation entre la variation du 
score de mucus et une variation du 
VEMS 

B. Pourcentage d’asthmatiques dont 
la présence d’au moins un 
bouchon de mucus dans les voies 
aériennes change au cours d’une 
période de trois ans  

Figure d’après un cours en ligne du Dr. 
Fahy pour l’université de Californie 
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un évaluateur indépendant en aveugle. L’objectif serait d’évaluer la réponse clinique et 

fonctionnelle respiratoire après la mise sous biothérapie en fonction de la présence et/ou du 

nombre d’occlusions muqueuses des voies aériennes. Si les résultats préliminaires sont 

encourageants, des travaux prospectifs seront envisagés.  
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Background: Asthma severity has been linked to exposure to

gram-negative bacteria from the environment that are recognized

by NOD1 receptor and are present in house dust mite (HDM)

extracts. NOD1 polymorphism has been associated with asthma.

Objective: We sought to evaluate whether either host or HDM-

derived microbiota may contribute to NOD1-dependent disease

severity.

Methods: A model of HDM-induced experimental asthma was

used and the effect of NOD1 deficiency was evaluated.

Contribution of host microbiota was evaluated by fecal

transplantation. Contribution of HDM-derived microbiota was

assessed by 16S ribosomal RNA sequencing, mass spectrometry

analysis, and peptidoglycan depletion of the extracts.

Results: In this model, loss of the bacterial sensor NOD1 and its

adaptor RIPK2 improved asthma features. Such inhibitory effect

was not related to dysbiosis caused by NOD1 deficiency, as shown

by fecal transplantation ofNod1-deficientmicrobiota towild-type

germ-free mice. The 16S ribosomal RNA gene sequencing and

mass spectrometry analysis of HDM allergen, revealed the

presence of somemuropeptides fromgram-negative bacteria that

belong to the Bartonellaceae family. While such HDM-associated

muropeptides were found to activate NOD1 signaling in epithelial

cells, peptidoglycan-depleted HDM had a decreased ability to

instigate asthma in vivo.

Conclusions: These data show that NOD1-dependent sensing of

HDM-associated gram-negative bacteria aggravates the severity

of experimental asthma, suggesting that inhibiting the NOD1

signaling pathway may be a therapeutic approach to treating

asthma. (J Allergy Clin Immunol 2021;148:394-406.)

Key words: Asthma, allergy, house dust mite, TH2 cells, NOD1,

peptidoglycan, epithelial cells, microbiota

An increasing body of evidence from clinical and experimental
studies suggests that microbiota encompass a wide range of
dynamicmicrobial communities that play a significant role in host
immunity including protecting against asthma. Besides the puta-
tive effect of the respiratory microbiota in asthma,1-3 intestinal
dysbiosis appears to also play an important role.4,5 Accordingly,
host immune responses are TH2-biased under germ-free (GF)
conditions6 and antibiotic-treated or GF animal models of
allergen-induced asthma exhibit an exacerbated phenotype in
either neonates7,8 or adults.9 However, much less attention has
been paid to the microbiota derived from house dust mite
(HDM), which is the most frequent cause of allergic asthma,
although analysis of HDM extracts has revealed the presence of
gram-negative bacteria that may likely arise from their intes-
tines.10,11 Although it is well established that viral infections
are involved in 40% to 85% of asthma exacerbations,12 a link
has been established between adult asthma severity and exposure
to indoor gram-negative bacteria.13 Unique muropeptides from
the peptidoglycan (PG) of such bacteria are sensed by the pattern
recognition receptors NOD114,15 and NOD2, each receptor
recognizing distinct PG structures. While NOD1 recognizes
meso-diaminopimelic containing muramyl tripeptide, NOD2 rec-
ognizes muramyl dipeptide (MDP).16 Both receptors signal via
the downstream adaptor RIPK2, which then activates mitogen-
activated protein kinase and the nuclear factor-kB (NF-kB)
pathway. Of note, NOD1-mediated sensing of the gut microbiota
participates in the development of lymphoid tissues, while its
absence results in dysbiosis.17Additionally, genome-wide associ-
ation studies have revealed a molecular link among polymor-
phisms of NOD1, asthma, and high levels of IgE.18 In
agreement, we have previously shown that a NOD1 agonist
used as a systemic adjuvant exacerbates ovalbumin (OVA)-
induced TH2-mediated allergic asthma through dendritic cell
activation,19 and a recent article20 has shown that RIPK2
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Abbreviations used

BAL: Bronchoalveolar lavage

FM: Fecal microbiota

GF: Germ-free

h: Human

HDM: House dust mite

HEK: Human embryonic kidney

IR: Index of reactivity

m: Mouse

MDP: Muramyl dipeptide

NF-kB: nuclear factor-kB

NHBE: Normal human bronchial epithelial

OVA: ovalbumin

PEPT: Peptide transporter

PG: Peptidoglycan

siRNA: Small, interfering RNA

WT: Wild type

promotes HDM-induced allergic airway inflammation by
favoring type 2 immunity. The aim of this study was to evaluate
whether either host or HDM-derived microbiota may contribute
to NOD1-dependent disease severity. Here we provide evidence
that NOD1-dependent sensing of muropeptides from gram-
negative bacteria present in HDM extracts exacerbate the severity
of allergic airway inflammation, independently of the control by
NOD1 of the composition of the gut microbiota from its host.
These data identify a new mechanism of asthma aggravation
linking HDM-derived microbiota and NOD1 and suggest that
interfering with NOD1 signaling pathway may provide a
therapeutic approach in this cumbersome disease, as well as for
exacerbations of asthma driven by gram-negative bacteria.

METHODS

Reagents
Key reagents used are listed in Table E1 in this article’s Online Repository

(available at www.jacionline.org).

Mice
Wild-type (WT) female C57BL/6 mice (6 weeks of age) were purchased

from Charles River (Wilmington, Mass). Nod12/2, Nod22/2, and Ripk22/2

mice were backcrossed on the C57BL/6 background at least 8 times. All ani-

mals were housed under specific pathogen-free conditions, in ventilated cages

with absorbent bedding material, maintained on a 12-hour daylight cycle and

with free access to commercial pelleted food and water ad libitum. GF mice

were housed in flexible isolators. All animal experiments were approved by

the regional ethical committee and authorized by the ministry of research

and innovation (Autorisation de Projet utilisant des Animaux "a des Fins Sci-

entifiques no. 7874-2016070417344442 v3), and the animals’ care was in

accordance with institutional guidelines. For fecal transplantation, fresh fecal

pellets from untreatedWTorNod12/2 female micewere resuspended in 1 mL

of sterile PBS, and GF mice were reconstituted by oral gavage with 200 mL of

the suspension. The remaining homogenate was kept frozen and analyzed for

the status of fecal colonization.

HDM-induced allergic airway inflammation and

treatment of extracts
HDM mice were sensitized intranasally with Dermatophagoides farinae

extract kindly provided by Stallergenes/Greer (lot 9702026) at a high dose

of 5 index of reactivity (5IR) (ie, 15 mg protein/40 mL of PBS) or a lower

dose of 1IR (ie, 3 mg protein/40 mL) in order to have a strong and a

moderate model of allergic inflammation, respectively. Control mice

received 40 mL of PBS. Seven days after sensitization, mice where

challenged intranasally with 40 mL of HDM or PBS daily for 5

consecutive days. Forty-eight hours later, mice were anesthetized,

assessed for airway hyperresponsiveness, and sacrificed (Fig 1, A). For

some experiments, HDM extracts were depleted in LPSs or in PG

(see this article’s Online Repository at www.jacionline.org). For all

conditions, airway hyperresponsiveness and lung inflammation were

assessed. Bronchoalveolar lavage (BAL) fluids were recovered. Lung

samples were collected for protein extraction, RNA isolation, and

histology analysis.

Airway responsiveness measurement
Mice were anesthetized with 0.5 mg/kg medetomidine (Domitor; Pfizer,

Brooklyn, NY) and ketamine (Imalgene 1000; Merial, Duluth, Ga) and

immediately intubated with an 18-gauge catheter, followed by mechanical

ventilation using the FlexiVent (SCIREQ, Montreal, Quebec, Canada). Mice

were exposed to nebulized PBS followed by increasing concentrations of

nebulized methacholine (0-100 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) using

an ultrasonic nebulizer (Aeroneb; Aerogen, Mountain View, Calif). Return to

baseline resistancewas ensured prior to the administration of the next doses of

methacholine. The mean value of measured resistances was calculated for

each dose.

BAL analysis
A total volume of 1 mL of ice-cold PBS was used to gently wash the

lungs. Cells from the lavage fluid were recovered by centrifugation at 135g

for 5 minutes at 48C. Cells were then resuspended in PBS and counted.

Samples of this resuspended BAL were spun onto slides (Shandon

Cytospin 4; Thermo Fisher Scientific, Waltham, Mass) and stained with

May-Gr€unwald Giemsa (DiaPath, Martinengo, Italy) for differential cell

count.

Serum collection and analysis
Blood was drawn from the abdominal vein. Serum was collected by

centrifugation (5000g for 5 minutes) and stored at2208C. Levels of total IgE

and D farinae–specific IgG1 were measured in collected sera by ELISA as

indicated in the Online Repository.

Pulmonary histology
The left lobe of the lung from eachmousewas fixed inAntigenfix (DiaPath)

and embedded in paraffin (Histowax; HistoLab, Askim, Sweden) according to

the manufacturer’s indications. Lung sections of 5 mm were stained with a

standard hematoxylin and eosin stain and periodic acid–Schiff staining kit

(DiaPath) to evaluate the peribronchial inflammation andmucopolysaccharide

staining for mucus, respectively.

Lung protein extracts
Lung lobe was homogenized in 1 mL of T-PER Tissue Protein Extraction

Reagent (Thermo Fisher Scientific) buffer containing protease inhibitors

(Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland). After 10 minutes on ice, the

lysates were centrifuged at 13,000g for 5minutes at 48C and supernatants were

collected for further cytokine and chemokine measurements. Total protein

concentrations of lung extracts were measured using the Pierce BCA Protein

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).

Human cell lines and primary human epithelial cells
Human embryonic kidney HEK293, human bronchial epithelium BEAS-

2B, and human alveolar epithelial A549 cell lines, as well as normal human

bronchial epithelial (NHBE) cells were cultured as indicated in the Online

Repository.
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FIG 1. Nod1 signaling aggravates HDM-induced allergic airway disease. A, Protocol of HDM-induced exper-

imental asthma. B, BAL cell counts in WT and Nod12/2 mice challenged with PBS or HDM. C, ELISA detec-

tion of TH2 humoral response in WT and Nod12/2 mice challenged with PBS or HDM. D, Protein and mRNA

relative expression (RE) of cytokines and chemokines assessed by ELISA and quantitative real-time -PCR in
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HEK293 luciferase reporter cell assay
The luciferase NF-kB reporter assays, were performed by seeding

HEK293 cells in 96-well plates at 5 3 104 cells per well and transfecting

them with expression plasmids producing either human (h) NOD1, mouse

(m) Nod1, or mouse Nod2 (0.5 ng/well) in combination with the reporter

plasmids pBxIV-luc (1 ng/well) and pEF-BOS-b-gal (25 ng/well) using

Lipofectamine LTX with Plus Reagent (Invitrogen, Thermo Fisher

Scientific) following manufacturer’s recommendations. The reporter

plasmids and the expression plasmids for hNOD1, hNOD2, mNod1, and

mNod2 were kindly provided by Gabriel Nu~nez and Naohiro Inohara (Ann

Arbor, Mich). Details are provided in the Online Repository. The results

were normalized by the expression of b-galactosidase to reflect the

efficiency of transfection and expressed as fold expression of the

plasmid-transfected cells.

Epithelial cell line stimulation and transfection with

siRNA
BEAS-2B cells were stimulated with HDM at a final dose of 0.2 IR (ie, 6

mg protein/mL) unless otherwise stated in the figures, the synthetic NOD1

agonist FK565 (50 mg/mL; Fujisawa Pharmaceutical Company, Osaka,

Japan) or MDP (10 mg/mL; InvivoGen, San Diego, Calif), after a 4-hour

human recombinant IFN-b (20 ng/mL; PeproTech, Rocky Hill, NJ)

priming. Culture supernatants and cell pellets were collected for cytokine

quantification and RNA isolation. In some experiments, the stimuli were

combined with a specific RIPK2 kinase inhibitor (AGV discovery) at a final

concentration of 5 mmol/L. BEAS-2B cells were also stimulated with LPSs

(InvivoGen) in combination with the RIPK2 inhibitor as a specificity

control of the inhibitor. Except for mRNA analysis, HDM, FK565, and

MDP stimulations were performed in presence of Lipofectamine LTX to

enhance intracellular transport. Knockdowns of either NOD1 or NOD2 in

BEAS-2B were obtained by a 48 hours small, interfering RNA (siRNA)

transfection after a 4-hour human recombinant IFN-b (20 ng/mL;

PeproTech) priming. NHBE cells were cultured as described in the

Online Repository.

Generation of chimeric mice by bone marrow

transplantation
Total body irradiated WT or Nod12/2 mice were transplanted with either

WT or Nod12/2 bone marrow cells. Two months later, mice were sensitized

and challenged with HDM as described above. Details are provided in the

Methods of this article’s Online Repository (available at www.jacionline.org).

Quantitative real-time PCR
Quantitative real-time PCR was performed using standard procedures

described in the Online Repository. Primers used are listed in Table E2 in this

article’s Online Repository (available at www.jacionline.org).

ELISA measurement of cytokine chemokine
Murine cytokine (TSLP, IL-33) and chemokine (CCL17, CCL22) levels in

lung protein extracts were assessed using commercial ELISA according to the

instructions provided by the manufacturers (R&D Systems, Bio-Techne,

Minneapolis, Minn; and e-Biosciences, Thermo Fisher Scientific). Human

IL-6 and IL-8 (CXCL8) concentrations in BEAS-2B, A549 and NHBE cell

culture supernatants were measured by ELISA using the ELISA Duoset kits

(R&D Systems). The reasons of the choice of the different cytokines and

chemokines are indicated in the Online Repository.

16S rRNA analysis
Fresh fecal samples were collected at the end of the experiment and

immediately snap frozen in liquid nitrogen. Fecal DNA was isolated and

sequenced at Genoscreen (https://www.genoscreen.fr). Quantification of bac-

terial diversity in HDM was assessed by 16S rRNA sequencing on the V3/V4

region. Details are provided in the Online Repository.

LC-MS/MS method
HDM extracts were analyzed by LC-MS/MS method as described in the

Online Repository.

Statistical analysis
For bacterial taxonomy analysis, we used the microbiome analyst

software to determine community properties. Principal coordinates analysis

plots using unweighted unique fraction metric distances were used to

analyze the segregation between WT fecal microbiota (FM)/GF and

Nod12/2FM/GF mice using analysis of group similarities statistical

analysis. Alpha diversity, calculated as the Channon index, was analyzed

usingMann-WhitneyU test. P values <.05 were considered to be statistically

significant. For animal and cell analyses, data were analyzed using Prism 8.0

(GraphPad Software, San Diego, Calif). For normally distributed data,

significance of differences between groups was evaluated by 1-way

ANOVA with Bonferroni post hoc test for multiple comparisons. For

pairwise comparisons the 2-tailed Student t-test was used. For airway resis-

tance, the 2-way analysis of variance test was used. Nonnormally distributed

data were analyzed using the Kruskal-Wallis H with Dunn post hoc test. For

in vitro cell experiments, 3 to 4 biological replicates were performed, and the

experiment was repeated 2 to 3 times. For in vivo experiments, the number of

mice per group is indicated in the figure legends. P values <.05 were consid-

ered to be statistically significant.

RESULTS

Nod1 signaling aggravates HDM-induced allergic

airway disease through Ripk2
The in vivo effect of Nod1 signaling was investigated in a

model of 5IR (ie, 15 mg protein/mL) HDM-induced asthma21

(Fig 1, A) in C57BL6/J mice deficient or not in Nod1. HDM-
challenged WT mice exhibited all the cardinal features of
allergic airway inflammation, including increase in total cell,
eosinophil, neutrophil, and macrophage numbers in BAL
(Fig 1, B), total IgE, and HDM-specific IgG1 antibodies
(Fig 1, C), and levels of lung TH2/TH17 cytokines and some
pro-TH2 chemokines (Fig 1, D; see Fig E1, A, in this article’s
Online Repository at www.jacionline.org). All these features
were strongly diminished in Nod12/2 mice, except for the
humoral response and TH17-type cytokine levels (Figs 1, B-D,
and E1, A). Lung sections from HDM-challenged mice showed

lung extracts from WT and Nod12/2 mice challenged with PBS or HDM. E, Representative microphoto-

graphs of periodic acid–Schiff–stained lung sections in WT and Nod12/2 mice. Bars 5 100 mm. F, Airway

resistance of WT and Nod12/2 mice challenged with PBS or HDM. G, BAL cell counts in WT and Nod22/2

mice challenged with PBS or HDM. H, ELISA detection of TH2 humoral response in WT and Nod22/2 mice

challenged with PBS or HDM. I, Protein and mRNA RE of cytokines and chemokines assessed by ELISA

and quantitative real-time PCR in lung extracts from WT and Nod22/2 mice challenged with PBS or HDM.

J, Airway resistance of WT and Nod22/2 mice challenged with PBS or HDM. Data are presented as

mean 6 SEM of n 5 12 to 22 animals per group for Nod1 and n 5 5 to 9 animals per group for Nod2 exper-

iments. *P < .05, **P < .01, ***P < .001 versus PBS, ****P < .0001; 6¼P < .05, 6¼ 6¼P < .01, 6¼ 6¼ 6¼P < .001, 1-way

ANOVA for all except airway resistance, which is 2-way ANOVA. NS, Not significant.
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that the increases in periodic acid–Schiff –stained mucus and in
hematoxylin and eosin–stained cellular infiltrates in WT mice
were decreased in the absence of Nod1 (Figs 1, E, and E1, B,
respectively). Functionally, airway resistance in response to
methacholine challenge was totally inhibited in HDM-
challenged Nod12/2 versus WT mice (Fig 1, F). Likewise,
Nod2 deficiency led to a decrease in BAL cell recruitment after
HDM challenge (Fig 1, G) and not in the humoral response
(Fig 1, H). By contrast, there was no statistically significant
decrease in TH2 and pro-TH2 lung cytokines and chemokines
except for CCL2 and keratinocyte-derived chemokine (Figs 1,
I, and E1, C), and no decrease in airway resistance (Fig 1, J).
Given that Nod1 and Nod2 signal via the downstream adaptor
Ripk2, we next evaluated whether a similar pattern of response
was observed in Ripk22/2 mice. Miller et al20 have recently
reported that HDM-induced allergic airway inflammation is
reduced in Ripk22/2 mice in a model similar to our 5IR model.
Therefore, we assessed Ripk22/2 mice in a 1IR (3 mg protein/
mL) model of HDM-induced allergic inflammation. There was
a total inhibition of BAL cell recruitment, in particular of eosin-
ophils (Fig 2, A), no changes in the humoral response (Fig 2, B),

a decrease of TH2-type cytokines and chemokines (Fig 2, C), of
mucus production (Fig 2, D) and of airway resistance (Fig 2,
E). In contrast to the Miller et al20 article, it is of note that
we did not observe changes in the humoral response, but
we additionally observed abolition of a cardinal feature of
asthma, that is, airway resistance in Ripk22/2 and Nod12/2

but not Nod22/2 mice. Taken together, these data
demonstrate that Nod1, but not Nod2 signaling, is involved in
the severity of HDM-induced airway disease through Ripk2
activation.

Dysbiotic gut microbiota caused by Nod1 deficiency

does not impact HDM-induced allergic airway

disease risk
Because Nod12/2 mice harbor a dysbiotic gut flora, we

next assessed whether such dysbiosis may influence the develop-
ment of experimental asthma. Transplantation of fresh fecal ho-
mogenates from WT or Nod12/2 donor mice was performed in
control GF recipients (referred to as WT or Nod12/2 FM/GF,
respectively). Five weeks later, recolonized mice were subjected

FIG 2. Nod1 signaling aggravates HDM-induced allergic airway disease through Ripk2. A, BAL cell counts in

WT and Ripk22/2 mice challenged with PBS or low dose of HDM. B, ELISA detection of total IgE and HDM-

specific IgG1 antibody in WT and Ripk22/2 mice challenged with PBS or low dose of HDM. C, Protein and

mRNA RE of cytokines and chemokines assessed by ELISA and quantitative real-time PCR in lung extracts

fromWT and Ripk22/2 mice challenged with PBS or low dose of HDM. D, Representative microphotographs

of periodic acid–Schiff–stained lung sections inWT and Ripk22/2mice. Bars5 100 mm. E,Airway resistances

of WT and Ripk22/2 mice challenged with PBS or low dose of HDM. Data are presented as mean 6 SEM of

n 5 6 to 12 for Ripk2. *P < .05, **P < .01, ***P < .001 versus PBS; 6¼P < .05, 6¼ 6¼P < .01, 6¼ 6¼ 6¼P < .001 one-way

ANOVA for all except airway resistance, which is 2-way ANOVA.
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FIG 3. Dysbiotic gut microbiota caused by Nod1 deficiency does not impact HDM-induced allergic airway

disease risk. A, Protocol of fecal transplantation. B, BAL cell counts in WT and Nod12/2 FM/GFmice chal-

lengedwithPBSorHDM.C,ELISAdetectionof TH2humoral response inWTandNod12/2FM/GFmice chal-

lenged with PBS or HDM. D, Protein and mRNA RE of cytokines and chemokines assessed by ELISA and

quantitative real-time PCR in lung extracts from WT and Nod12/2 FM/ GF mice challenged with PBS or

HDM. E, Airway resistance of WT and Nod12/2 FM/ GF mice challenged with PBS or HDM. Data are pre-

sented asmean6SEMofn5 4 to7animalsper group.Data are representativeof 2 independent experiments.

*P < .05 **P < .01 versus PBS. One-way ANOVA for all except airway resistance, which is 2-way ANOVA. F,

Principal coordinates analysis plots using unweighted unique fraction metric distances of feces from WT

FM/GF (WT) andNod12/2FM/GFmice (KO).P<_ .001between the 2groups, analysis of group similarities.

G,Alphadiversity assessedby theShannon indexof feces fromWTandNod12/2KOmice.P<_ .01between the

2 groups, Mann-WhitneyU test. H, Heat map of the top most abundant genera of feces from receivers (R) of

WT, Nod12/2 KO mice challenged with PBS or HDM, and from initial donors (D). in, Intranasal.
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FIG 4. HDM-associated muropeptides are sensed by NOD1 in epithelial cells via RIPK2. A, High throughput

sequencing analysis of HDM. B, Extract ion chromatograms of HDM corresponding to the protonated DAP-

containing muramyl tripeptide (MTriDap) (m/z 666.2843) and its MS/MS fragmentation with a normalized

collision energy equal to 25% in the high energy collision dissociation cell of QExactive Focus. The specific

fragments are recorded in Table E3. C, Extract ion chromatograms of HDM corresponding to the protonated
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to the HDM protocol (Fig 3, A). Both groups of mice challenged
with HDM, compared with the PBS groups, exhibited similar
increased BAL cell recruitment (Fig 3, B), humoral response
(Fig 3, C), TH2-type response (Fig 3, D), and airway resistance
(Fig 3, E). To evaluate the gut bacterial ecosystem of recolonized
mice, fecal pellets were collected at the end of the experiments
and analyzed by 16S rRNA phylogenetic profiling. Principal co-
ordinates analysis plots using unweighted unique fraction metric
distances highlighted the segregation between ex-GF mice (P
<_.001, analysis of group similarities statistical analysis) (Fig 3,
F). Alpha diversity, calculated as the Shannon index, showed sig-
nificant differences between the groups of ex-GF mice (P <_.01,
Mann-Whitney U test) (Fig 3,G). Heat map of the top-most abun-
dant genera illustrates the major differences in the composition of
both groups of mice and the similarities with the microbiota
composition from donors’ feces (Fig 3, H). No difference was
observed between PBS- and HDM-treated mice whatever the ge-
notype of the donor mice. Altogether these data underline that the
compositional changes in the gut microbiota of Nod12/2 mice
were not responsible for their protection against HDM-induced
disease.

HDM-associated muropeptides are sensed by NOD1

in epithelial cells via RIPK2
Quantification of bacterial diversity in HDM extracts by 16S

rRNA sequencing revealed that 87.7% of the assembled reads
associated with members of the gram-negative Bartonellaceae
family (Fig 4, A). To identify specific PG moieties, HDM extracts
were analyzed by MS through a targeted approach specifically
looking at well-characterized muropeptides. Both DAP-
containingmuramyl tripeptide and MDP, sensed by NOD1 and
NOD2, respectively, were detected and their presence
confirmed by fragmentation (Fig 4, B and C, and see Table E3
in this article’s Online Repository at www.jacionline.org). Next,
the effect of HDM was evaluated on human embryonic kidney
293 (HEK293) cells harboring a NF-kB–dependent luciferase re-
porter and expressing hNOD1,mNod1, ormNod2 and normalized
for transfection efficiency using a b-galactosidase control vector.
All positive controls induced NF-kB activation (Fig 4, D). HDM
extracts elicited a dose-dependent increase in both hNOD1- and
mNod1-dependent luciferase activity, but only an effect at the
highest dose of 4IR (ie, 60 mg protein/mL) for mNod2 activity
(Fig 4, D). As the allergen first encounters epithelial cells, human
bronchial epithelial BEAS-2B cells were primed with IFN-b22 to
increase the baseline expression of NOD1. The role of Nod1
signaling pathwaywas subsequently assessed by quantifying their
cytokine production in response to HDM. HDM stimulation eli-
cited a dose-dependent increase in the production of IL-6 and

IL-8 by BEAS-2B cells with an effect starting at 0.2IR (6 mg pro-
tein/mL) and maximal at 4IR (120 mg protein/mL) (Fig E2, A, in
this article’s Online Repository at www.jacionline.org). BEAS-
2B stimulation by HDM induced a clear increase in NOD1 and
NOD2 mRNA (Fig 4, E). Although IFN-b increased NOD1/2

expression and FK565-induced cytokine production (Fig E2,
B), no effect was noticed on the response to HDM (Fig E2, C).
As expected, the addition of a specific RIPK2 inhibitor belonging
to the 4-amino-quinolines inhibited both IL-6 and IL-8 increases
in response to FK565 positive control (Fig 4, F), but did not
modulate the response to LPSs (Fig E2, D). HDM stimulation
induced a stronger production of IL-6 and IL-8 (Fig 4, F) with
a partial inhibitory noncytotoxic effect (Fig E2, E) of RIPK2
antagonist (Fig 4, F). The same results were observed for the hu-
man alveolar epithelial cell A549 (Fig E2,F). The respective roles
of NOD1 and NOD2 were next assessed by transfecting BEAS-
2B cells with specific siRNA. As compared to control and
NOD2 siRNAs, NOD1 siRNA strongly inhibited FK565- and
HDM-induced IL-6 and IL-8 production (Figs 4, G, and E2, G).
Similar observation was noticed on HDM-induced IL-33
mRNA expression (Fig E2,H). Results were further confirmed us-
ing NHBE cells. Stimulation with HDM elicited a dose-
dependent increase in IL-8 production as well as in NOD1/2

mRNA expression in primary epithelial cells (Fig 4, H). Treat-
ment with the RIPK2 antagonist strongly inhibited HDM-
induced IL-8 production (Fig 4, H). The lack of effect of NOD2
led us to evaluate the mRNA expression of PGLYRP2, an enzyme
that displays amidase activity known to degrade some NOD2-
activating muropeptides. HDM stimulation was able to induce
this enzyme both in vitro in BEAS-2B cells as well as in vivo in
the lungs of HDM-challenged mice (Fig 4, I). In contrast, we
failed to detect any change in the expression of PGLYRP1,
another member of the peptidoglycan recognition protein family
that was shown to be involved in HDM-induced allergic
airway inflammation in the allergy-prone BALB/c mice23-25

(Fig E2, I). Furthermore, the transporter peptide transporter
(PEPT) 2, allowing uptake of NOD1 ligands, was highly
expressed in both BEAS-2B cells and in the lungs of
HDM-challenged mice as compared with PEPT1 transporter,
which specialized in the transport of NOD2 ligand MDP
(Fig 4, J). These data show that HDM triggers cytokine
production by epithelial cells through a NOD1-dependent
pathway involving RIPK2 signaling.

Nod1 expressed by radio-resistant cells mediate

HDM-induced allergic airway inflammation
To evaluate the specific contribution of nonhematopoietic

structural cells, in particular epithelial cells, versus the role of

MDP (m/z 494.1990) and its MS/MS fragmentation as described above. The specific fragments are recorded

in Table E3. D, Dose-dependent effect of HDM on hNOD1, mNod1, and mNod2 reporter activity of HEK293

cells normalized with b-galactosidase. Positive controls: FK565 for hNOD1, FK156 for mNod1, MDP for

mNod2. E, RE of hNOD1 and hNOD2 mRNA in BEAS-2B cells stimulated with HDM. F, Inhibitory effect of

RIPK2 inhibitor on IL-6 and IL-8 production by HDM- and FK565-stimulated BEAS-2B cells. G, Effect of con-

trol (C) hNOD1 and hNOD2 siRNA (KD) on HDM-, FK565-, and MDP-induced production of IL-6 by BEAS-2B

cells. H, HDM-stimulated NHBE cells were examined in terms of dose-dependent cytokine response, of

NOD1 and NOD2 RE, and of IL-8 production in the presence of RIPK2 inhibitor. I, PGLYRP2 mRNA RE in

HDM-stimulated BEAS-2B cells and in lungs from HDM-challenged WT mice. J, PEPT1 and PEPT2 mRNA

RE in HDM-stimulated BEAS-2B cells and in lungs from HDM-challenged WT mice. Data are presented as

mean 6 SEM and are representative of 2 to 3 independent in vitro experiments and of 10 to 12 mice per

group. *P < .05, **P < .01, ***P < .001 versus plasmids or medium; 6¼P < .05, 6¼ 6¼P < .01, 6¼ 6¼6¼P < .001, 1-

way ANOVA (A-C,F,G), Kruskal-Wallis test (D) and t tests (E, H [(NOD1/NOD2], I, and J).
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hematopoietic cells on Nod1-dependent HDM-induced airway
inflammation, chimeric mice were generated expressing either
Nod12/2 hematopoietic cells and structural WT cells (Nod12/2

/ WT) or Nod12/2 structural cells together with WT hemato-
poietic cells (WT/ Nod12/2). WT/ WT and Nod12/2

/

Nod12/2 groups served as controls. Analysis of BAL showed
that the total cell, as well as eosinophil and neutrophil numbers,
were increased after HDM challenge in the Nod12/2

/ WT
and the WT/ WT mice, whereas they were diminished in the
WT / Nod12/2 and Nod12/2

/ Nod12/2 mice (Fig 5, A).
The humoral response was not significantly modified after
HDM challenge, whatever the group (Fig 5, B). While most tested
cytokines were increased after HDM challenge in theWT/WT
and Nod12/2

/WT mice, these were either decreased or abol-
ished inWT/Nod12/2 and Nod12/2

/Nod12/2mice (Fig 5,
C). In agreement with our in vitro data, chimera experiments
demonstrated that Nod1 expressed by structural cells mediates
HDM-induced airway inflammation. However, CCL2, IL-13,
and IL-33 were significantly decreased after HDM challenge in
the Nod12/2

/ WT group compared with in the WT/ WT
mice (Fig 5, C). This suggests that such induction of CCL2, IL-
13, and IL-33 by HDM in WT mice reconstituted with Nod1-
expressing hematopoietic cells is not sufficient for exacerbating
HDM-induced airway inflammation.

Severity of allergic airway disease is decreased in

response to PG-depleted but not LPS-depleted

HDM
Among bacterial moieties, LPSs have been described to

either favor or inhibit OVA-induced experimental asthma,
according to their abundance.26 To evaluate whether LPSs pre-
sent in HDM were playing a role in the observed results, we
depleted LPSs by purification on a resin column. In vitro, in
NF-kB reporter cells, LPS-low HDM was still able to dose-
dependently activate Nod1 (Fig E3, A, in this article’s Online
Repository at www.jacionline.org). As the concentration of
LPSs was not biologically relevant for exacerbating the immu-
nopathology in response to 1IR (2 ng/IR) we only used the 5IR
HDM-induced protocol. In vivo, LPS-low HDM challenges led
to an increase in most of the parameters of experimental
asthma including BAL total cell recruitment, TH2-type cyto-
kine expression and airway hyperreactivity (Fig E3, B, D,

and E) similar to that observed with native HDM challenges.
The only parameter that was not induced by LPS-low HDM
was the humoral response, which remained at basal levels
(Fig E3, C). To evaluate the role of PG in NOD1-dependent ef-
fect, HDM extracts were digested with mutanolysin and pro-
teins precipitated by organic solvents, and the corresponding
pellets and supernatants were assessed on mNod1 activity.
Presence or absence of PG was confirmed by MS in the super-
natants and pellets, respectively (Fig 6, A). The PG-free pellets
did not exhibit dose-dependent activation of mNod1 reporter
activity, whereas the PG-containing supernatants activated
the luciferase activity with significant effects at 4IR to 6IR
(ie, 60 mg to 90 mg protein/mL) of initial HDM input (Fig 6,
B). Next, the effect of PG depletion after normalization for
final allergen content was evaluated in both HDM models to
ascertain the results. In the 5IR HDM model, PG-depleted
HDM challenges led to a reduction in BAL total cell recruit-
ment, including mainly eosinophils (Fig 6, C), and no changes

in the humoral response (Fig 6, D), but they did lead to a
strong decrease in TH2-type cytokines and an increase in
IFN-g (Fig 6, E). Airway resistance was also reduced (Fig 6,
F), as well as mucus production (Fig 6, G). In the 1IR model,
PG-depleted HDM led to attenuated recruitment of total cells
in the BAL, which did not reach significance (Fig E3, F)
whereas the IgE humoral response was still induced (Fig E3,
G). TH2-type cytokines were nonetheless reduced (Fig E3,
H), as was mucus production (Fig E3, I). PG-depleted HDM
was also not able to increase airway resistance, as compared
to native HDM (Fig E3, J). Collectively, these data demon-
strate that HDM-induced allergic airway disease depends to
a large extent on Nod1 sensing of unique muropeptides derived
from the microbiota of the allergen per se.

DISCUSSION
In this study, HDM-induced allergic airway disease was

strongly decreased in Nod1-deficient but not Nod2-deficient
mice, including BAL cell recruitment, airway resistance, and
TH2-type cytokine expression. Only BAL showed reduced cell
recruitment in Nod22/2 compared with WT mice. We presume
that this is possibly a consequence of lowered CCL2 levels, as
neutralization of this chemokine pathway attenuates macrophage
and eosinophil accumulation in the BAL of asthmatic mon-
keys.27 HDM challenged Nod2

2/2 mice were still able to induce
lung IL-33 in contrast to Nod12/2 mice, in agreement with the
known direct effect of Nod1 on induction of mucosal IL-33 re-
sponses.28 Likewise, similar findings were observed in BEAS-
2B cells. One explanation may be that Nod2 ligands are
degraded by an amidase activity that is either present in or
induced by HDM extracts. Indeed, the presence of a g-D-glu-
tamyl-L-diamino acid endopeptidase has been described in
such extracts.29 Furthermore, PGLYRP2, an N-acetylmura-
moyl-L-alanine amidase, was induced in vitro by HDM stimula-
tion in BEAS-2B cells and in vivo in the lungs of the HDM
model. Alternatively, PEPT2, a transporter mediating the uptake
of Nod1 ligands, but not MDP,30 is thoroughly expressed by the
epithelial cells from the respiratory tract,31 in contrast to PEPT1,
a MDP transporter mainly expressed by the gastrointestinal
tract.32 Indeed, PEPT2 mRNA was highly expressed in BEAS-
2B cells as well as in the lungs of HDM-challenged mice as
compared with PEPT1, likely also explaining the differential
activation of Nod1/2 receptors in the lung by HDM. On recogni-
tion of PG, both NOD1 and NOD2 undergo self-oligomerization,
leading to NF-kB activation and transcription of multiple inflam-
matory genes on the recruitment of the scaffolding kinase
protein RIPK2. In agreement with a recent report20 and with
our data using Nod1

2/2 mice, Ripk2
2/2 mice exhibited

decreased asthma features in response to HDM, including a
decrease in airway resistance. Previous studies have reported
conflicting data about the role of Ripk2 in allergic airway inflam-
mation, some finding a promoting effect20 and others finding
none.33,34 In light of our own data, these results can be recon-
ciled by the presence (or not) of unique muropeptides in the
allergen extracts that are used to induce airway inflammation.
Consistently, we have previously shown that Nod12/2 mice ex-
hibited similar OVA-induced TH2-mediated allergic asthma as
WT mice did, although a NOD1 agonist used as a systemic adju-
vant exacerbated experimental asthma features.19 It is now well
established that alterations in gut microbiota are involved in the
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FIG 5. Nod1 expressed by structural cells mediate HDM-induced allergic airway inflammation. Chimeric

mice were generated by bonemarrow transplantation.A, BAL cell counts inWT/WT,Nod12/2
/WT (he-

matopoietic cells deficient in Nod1), Nod12/2
/ Nod12/2, and Nod12/2

/WT (structural cells deficient in

Nod1) mice challenged with PBS or high dose of HDM. B, ELISA detection of TH2 humoral response in

chimeric mice challenged with PBS or high dose of HDM. C, mRNA RE of cytokines and chemokines as-

sessed by quantitative real-time PCR in lung extracts from chimeric mice challenged with PBS or high

dose of HDM. Data are presented as mean 6 SEM of n 5 3 to 6 animals per group. * P < .05, ** P < .01,

***P < .001 versus PBS; 6¼P < .05, 6¼ 6¼ 6¼P < .001. One-way ANOVA.
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FIG 6. Severity of allergic airway disease is decreased in response to PG-depleted HDM. A, Extract ion chro-

matograms in the PG-containing supernatants and PG-free pellets of HDM extracts after digestion with mu-

tanolysin and precipitation of proteins by organic solvents, corresponding to the protonated MTriDap (m/z

666.2843) and the protonated MDP (m/z 494.1990). B, HDM extracts were digested with mutanolysin and

proteins precipitated by organic solvents and the activity of the PG-free lysates and the PG-containing su-

pernatants assessed onmNod1 reporter activity. Positive control: FK156. C, BAL cell counts inWTmice chal-

lenged with PBS or high dose of HDM depleted or not in PG. D, ELISA detection of TH2 humoral response in

WT mice challenged with PBS or high dose of HDM depleted or not in PG. E, Protein and mRNA expression

of cytokines and chemokines assessed by ELISA and quantitative real-time PCR in lung extracts from WT

mice challenged with PBS or high dose of HDM depleted or not in PG. F, Airway resistance of WTmice chal-

lenged with PBS or high dose of HDM depleted or not in PG. G, Representative microphotographs of peri-

odic acid–Schiff–stained lung sections inWTmice challengedwith PBS or high dose of HDM depleted or not

in PG. Bars 5 100 mm. Data are presented as mean 6 SEM of at least 2 independent in vitro experiments,

**P < .01, ***P < .001 versus plasmids, and as mean 6 SEM of n 5 5 to 10 animals per group, *P < .05,

**P < .01, ***P < .001 versus PBS; 6¼P < .05, 6¼ 6¼P < .01, 6¼ 6¼6¼P < .001. One-way ANOVA for all except for airway

resistance, which is 2-way ANOVA.
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susceptibility to asthma.35 Along this line, Nod1-deficiency has
been implicated in intestinal dysbiosis17 and inhibits the priming
of neutrophils by gut-derived PG, resulting in increased suscep-
tibility to pneumococcal lung infection.36 Even if fecal trans-
plantation experiments excluded the possibility of a pro-
allergenic role of the gut microbiota, there is still a possibility
in theory that airway microbiota from Nod12/2 mice might
contribute to the allergic response in cooperation with the one
derived from HDM.

MS analysis of HDM showed the presence of the specific NOD1
ligand DAP-containing muramyl tripeptide, and of the NOD2
ligand MDP. However, in contrast to HDM-induced mNod1
reporter activity, mNod2 reporter activity was only observed in
response to 4 times more HDM, suggesting again a putative Nod2
ligand degradation. Although LC-MS analysis confirmed the
complete PG depletion, a residual mNod1 reporter activity was
observed in vitro. This suggests a potential endocytosis of trace PG
contaminants that are contained in the animal serum used in the
cultures.37BEAS-2B cells exhibited aHDM-induced cytokine pro-
duction that was only partly inhibited by RIPK2 antagonist and by
NOD1 siRNA. This partial inhibition may reflect other mecha-
nisms able to induce cytokine production in bronchial epithelial
cells in response to other HDM components38 such as proteases
through protease-activated receptor 2 activation39 or LPSs through
TLR4 stimulation.40 Bone marrow chimeric mice showed that
Nod1-expressing structural cells were the major cells involved in
the aggravated features of HDM-induced airway inflammation
which is consistent with the in vitro effect observed in epithelial
cells. However, the expression of some proinflammatory cytokines
was also dependent on hematopoietic cells and probably on den-
dritic cells that also express NOD1.

It has been proposed that low-dose endotoxin promotes TH2 re-
sponses, whereas high-dose endotoxin promotes TH1 responses.
However, the degree of endotoxin contamination in our extracts
was 10 times lower (eg, 10 ng) than the dose used to promote TH2
immune responses to OVA (eg, 100 ng).26 Furthermore, LPS-
depleted HDM extracts were still able to elicit all the parameters
of allergic airway inflammation except for humoral responses, sug-
gesting that LPS, as amajor direct stimulus forB cells,41 is essential
in the induction of antibody responses to HDM. This may relate to
the predominance of Bartonella in HDM extracts, as its LPS has
sharply reduced interactions with TLR4.42 PG depletion from
HDM resulted in a similar inhibition than that observed in
Nod12/2 mice, confirming its role in the exacerbation of HDM-
induced allergic airway inflammation. It is of interest that neutral-
izing antibodies targeting themuropeptideMDPhavebeen recently
developed and shown to inhibit PG-dependent autoimmune
arthritis.43 Future development of such PG-neutralizing antibodies
would provide further information on the specific role of NOD1 in
HDM-induced allergic airway inflammation.

Collectively, this study highlights an unprecedented interaction
between NOD1 and HDM, one of the most common allergens,
and unveils a new mechanism whereby HDM-derived microbiota
is sensed by Nod1 and potentiates disease severity. It paves the
way toward novel therapeutic strategies targeting the NOD1
pathway for fighting against the epidemic of asthma.

We thank Stallergenes/Greer for providing D farinae extract, and Gabriel

Nu~nez and Naohiro Inohara (Ann Arbor, Mich) for providing the reporter

and expression plasmids for hNOD1, mNod1, and mNod2.

Key messages

d NOD1-dependent sensing of HDM-associated gram-nega-

tive bacteria aggravates experimental asthma.

d Inhibition of NOD1 signaling pathway may provide a new

therapeutic approach in asthma.
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Summary

Obesity and asthma prevalence has dramatically and concomitantly

increased over the last 25 years, and many epidemiological studies have

highlighted obesity as an important risk factor for asthma. Although

many studies have been performed, the underlying mechanisms remain

poorly understood. Innate mechanisms have been involved in both dis-

eases, in particular through the recently described innate lymphoid cells

(ILCs). ILCs are subdivided into three groups that are defined by their

cytokine production and by their master transcription factor expression,

in sharp correlation with their T helper counterparts. However, unlike T

helper cells, ILCs do not express antigen-specific receptors, but respond to

damage-induced signals. ILCs have been found in target tissues of both

diseases, and data have implicated these cells in the pathogenesis of both

diseases. In particular group 2 ILCs (ILC2) are activated in both the adi-

pose and lung tissues under the effect of interleukin-33 and interleukin-25

expression. However, counter-intuitively to the well-known association

between obesity and asthma, ILC2 are beneficial for obesity but deleteri-

ous for asthma. This review will examine the roles of ILCs in each disease

and recent data highlighting ILCs as a putative link between obesity and

asthma.

Keywords: asthma; innate lymphoid cells; obesity.

Obesity and asthma

Obesity and asthma prevalence has dramatically and con-

comitantly increased over the last 25 years,1,2 and a signifi-

cant proportion of patients with severe or difficult-to-

control asthma are obese. Although pre-existing asthma

may be complicated by obesity, many epidemiological

studies have highlighted obesity as an important risk factor

for asthma development3,4 with a 92% increased risk of

asthma when body mass index exceeds 30 kg/m2.5 More-

over, bariatric surgery and dietary restriction improve,

respectively, bronchial hyper-responsiveness,6 and airway

inflammation and clinical outcomes in obese patients with

asthma,7 pointing towards a functional link between obe-

sity and asthma. Although asthma in adult obese patients is

often non-atopic, associated with corticosteroid-resistance

and with a neutrophilic profile in sputum,8,9 it has been

recently shown that eosinophils are nonetheless predomi-

nant in the tissue but not the lumen of obese patients with

severe asthma,10 raising the possibility that obese asthmatic

patients may be misclassified based on their sputum eosi-

nophils.11 Moreover, increased risks of atopy12–14 and T

helper type 2 (Th2) responses10,15,16 are also observed in

obese patients. Foremost, obesity contributes to asthma

exacerbation in children17 in whom the disease is mostly

allergic. However, the underlying mechanisms remain

poorly understood.18,19 Mechanical effects linked to over-

weight and adipose tissue (AT) accumulation, as well as

obesity-associated inflammation, have been implicated. For

example, It has been shown that breathing at low lung vol-

umes20 as well as augmented airway wall thickness,21

increases airway reactivity. On the inflammatory side,

Abbreviations: AHR, airway hyper-responsiveness; AT, adipose tissue; CHILP, common helper ILC progenitor; CLP, common

lymphoid progenitor; DC, dendritic cell; EILP, early ILC progenitor; Id2, inhibitor of DNA-binding protein 2; IFN, interferon;

ILC, innate lymphoid cell; ILCP, ILC progenitor; LTi, lymphoid tissue inducer; LTip, LTi precursor; MHC-II, major histocom-

patibility complex class II; NCR, natural cytotoxic receptor; NK, natural killer; NKp, natural killer cell precursor; Th2, T helper

type 2; TSLP, thymic stromal lymphopoietin
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increased oxidative stress and modification of nitric oxide

metabolism in exhaled breath condensates have been

observed in obese patients with asthma.22 Moreover, leptin,

a pro-inflammatory adipokine, increases airway hyper-

responsiveness (AHR) and IgE production in a model of

ovalbumin-sensitized mice,23 whereas administration of

the anti-inflammatory adiponectin almost totally sup-

presses AHR and Th2 cytokine production in the same

model.24 However, reciprocal changes of these adipokines

are not always found in obese patients with asthma.25–27

Some common metabolic pathways may contribute to both

diseases such as chitinase 3-like 1, first described as associ-

ated with asthma susceptibility and with allergic airway

inflammation,28 and more recently found to be also

involved in the development of visceral obesity, through its

effect on the Sirtuin1 pathway. This pathway is up-regu-

lated in both the AT and lung tissue in response to allergen

challenge.29 Among other mechanisms, consumption of a

high-fat diet during pregnancy may contribute to the devel-

opment of asthma in offspring. Indeed, structural changes,

higher level of cytokines and increased airway resistance

have been observed in rats born from mothers fed a high-

fat diet during gestation.30 Similar structural changes have

been observed in lung epithelial cells in adult mice fed with

a high-fat diet.31 Diets low in fibre or high in fat that lead

to obesity32 modify the gut microbiota,33,34 which may be

involved in the development of allergic airway disease.

Accordingly, increasing fibre consumption in mouse mod-

els of asthma modifies the gut microbiota and reduces

allergic airway inflammation through mechanisms involv-

ing dendritic cells.35 Furthermore, high-fat diet-induced

dysbiosis results in epigenetic modifications of the Fork-

head box P3 (FoxP3) promoter, leading to suppression of

regulatory T cells and increased allergic airway inflamma-

tion.36

The contribution of adaptive responses triggered by

metabolic alterations on the subsequent development of

experimental asthma remains controversial. A Th17

response is observed in both diseases,37–39 whereas the Th2

response is40–42 or is not43,44 found in allergen-induced

asthma exacerbated by diet-induced obesity. Nonetheless,

interleukin-33 (IL-33) and IL-25, two pro-Th2 cytokines

produced by both the AT45,46 and lung epithelial cells47,48

can activate group 2 innate lymphoid cells (ILC2).49

Innate lymphoid cells

Innate lymphoid cells have been the focus of intense

investigation over the last 5 years and have emerged as

key players in the immune responses in various tissues,

including the visceral AT and the lung.50–52 ILCs are cur-

rently subdivided into three groups that are defined by

their cytokine production and by their master transcrip-

tion factor expression, in sharp correlation with their T

helper counterparts49 (Fig. 1). However, unlike T helper

cells, ILCs do not express antigen-specific receptors and

lack common cell lineage markers, but respond to dam-

age-induced signals such as alarmins and cytokines and

can shape the adaptive immune response.

Group 1 ILCs (ILC1), include a subgroup of natural

killer (NK) cells and of non-NK ILC1 cells distinguished

by a combination of markers including lack of expression

of CD127 and expression of eomes for mature NK cells.53

They produce the cytokines interferon-c (IFN-c) and

tumour necrosis factor-a, express the transcription factor

T-bet and mediate immune responses to pathogens and

tumours in response to IL-12, IL-15 and IL-18.54

Group 2 ILCs (ILC2) produce IL-4, IL-5, IL-13, IL-9

and amphiregulin, express the transcription factors

GATA3 and RAR-related orphan receptor a and mediate

responses against parasites and allergens in response to

IL-33, IL-25 and thymic stromal lymphopoietin (TSLP).52

Group 3 ILCs (ILC3) encompass different subgroups of

cells including in mice, the CCR6+ fetal lymphoid tissue

inducers (LTi) and adult LTi-like cells, and the CCR6!

natural cytotoxic receptor (NCR)+ or NCR! ILC3. In

humans, CCR6+ ILC3 are subdivided according to their

expression of NKp44. They produce the cytokines IL-17

and/or IL-22, express the transcription factor Retinoid-

related orphan receptor ct and aryl hydrocarbon receptor

and mediate mucosal immunity against bacterial and fun-

gal infections, in particular at the intestinal level, in

response to IL-1b and IL-23.55

All ILC subsets are dependent upon the common c-chain

receptor signalling and develop from a common lymphoid

progenitor found in fetal liver and in bone marrow that will

give rise to an early ILC progenitor able to differentiate in

either NK cells, or through the up-regulation of the tran-

scription factor inhibitor of DNA-binding protein 2 (Id2),

into a common helper ILC progenitor (CHILP) (Fig. 1).

Downstream commitment to the different ILC lineages is

achieved through a wide range of transcription factors

including T-cell factor-1 (TCF-1), nuclear factor IL-3

(NFIL-3), thymocyte selection associated HMG boxprotein

(TOX), GATA-356–60 giving rise to either pro-myelocytic

leukaemia zinc finger (PLZF) expressing ILC progenitor

(ILCP),61 or to an LTi precursor. ILCP will generate all ILC

subgroups except LTi-like ILC3 (Fig. 1). Interestingly,

ILCP able to give rise to all ILC subsets except IL-17+ ILC3

have recently been described in the peripheral blood in

humans, supporting a model of tissue differentiation in

response to local environmental cues.62

Recent transcriptomic studies have revealed that ILC

subsets exhibit a certain degree of heterogeneity63–65 and

plasticity allowing switching between subsets depending

mainly on the local cytokine milieu. For example, ILC1

can evolve towards ILC3 in the presence of IL-2, IL-23

and IL-1b, and CD14+ dendritic cells (DCs) can differen-

tiate ILC3 into ILC1.66 ILC2 have also been shown to

rise to ILC1-like IFN-c producer in the presence of IL-1,
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IL-12 and IL-18,67–69 and ILC1 can revert to ILC2 in

the presence of IL-4.70 Moreover a potential IL-25-

induced ILC2 precursor has been reported to give rise to

IL-17-producing ILC3-like cells.71

Regulatory pathways also play a role in the control of

ILC2 activation. Type I and II IFN, as well as IL-27, are

able to block ILC2 activation in response to IL-2, IL-25

and IL-33 through a signal transducer and activation

of transcription 1 (STAT1) -dependent pathway,72,73

opening new avenues for specific targeted therapies.

Lymphoid cells in obesity

Adipose tissue expands with obesity, and initially retains

relatively normal metabolic function. In chronic obesity,

inflammatory immune cells accumulate in the AT and

promote insulin resistance leading to type 2 diabetes.

Strikingly, ILC2 have been initially identified in gut

mucosa and fat-associated lymphoid clusters74 and play a

key role in metabolic homeostasis of lean healthy AT.

Three types of AT are recognized, the most abundant

white type is involved in excess energy storage, and the

brown and beige types dissipate energy through the pro-

duction of heat. Type 2 responses promote energy expen-

diture by inducing beige adipocytes that protect against

insulin resistance and type 2 diabetes.75 Interleukin-5 pro-

vided by ILC2 is required for eosinophil activation and

their migration to the visceral AT, whereas ILC2-derived

IL-13 promotes alternately activated macrophages. Alto-

gether, resident visceral AT ILC2 sustain tissue eosinophil
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or to ILC1, ILC2 and CCR6! ILC3. Environmental cytokines as well as ILC differential transcriptional factors programme their cytokine produc-

tion and function.
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and anti-inflammatory alternately activated macrophage

homeostasis as well as beige fat biogenesis,76 all involved

in protection against obesity-induced metabolic dysfunc-

tion. In contrast, the absence of ILC2 promotes adiposity

and insulin resistance in animals fed a high-fat diet.46,77,78

Residency and activation of ILC2 in AT are promoted by

different signals including IL-33 and IL-25. Resting AT

expresses IL-33 in particular through endothelial cells,

and IL-33-deficient mice fed a high-fat diet exhibit

increased whole body adiposity and decreased insulin

secretion.79 However, mice lacking IL-33 signalling still

exhibit resident AT ILC2, suggesting that other factors are

also involved. Among them, IL-280 and IL-2546 may be

involved. The importance of IL-33 and IL-25 in the acti-

vation of ILC2 and visceral AT homeostasis has been con-

firmed by performing gain and loss of function

studies.46,76,77,81 Two mechanisms have been demon-

strated. One of them links IL-5 production by ILC2 to

production of IL-4 by eosinophils and subsequent beiging

of adipocytes through their expression of the IL-4 recep-

tor.81 The second one involves the production of

methionine-enkephalin by ILC2 that up-regulates the

uncoupling protein UCP-1, inducing the beiging of adi-

pocytes.76 Finally, IL-4 and IL-13 production by eosino-

phils, ILC2 and NKT cells, allows the recruitment of

alternately activated macrophages that can regulate energy

expenditure by adipocytes.82–84 It is noteworthy that

IL-33 as well as IL-2 have been shown to be crucial for T

regulatory cell recruitment and expansion within the

AT.85–87 This similar regulation of T regulatory cells and

ILC2 suggests that these cell types may cooperate to

maintain AT homeostasis. ILC3 have also been observed

in visceral AT from lean mice with a slight decrease in

diet-induced obesity,42 but their functionality regarding

metabolic homeostasis has still to be established. During

chronic obesity, ILC2 within the AT decline. However,

little is known about the precise signals allowing ILC2

trafficking to or from the AT. Along the same lines,

mechanisms that may restrict AT ILC2 are still unclear.

One possible mechanism may involve NK cells, well rep-

resented in AT, that have been shown to participate in

obesity-induced adipose tissue inflammation,88 and that

highly produce IFN-c, a cytokine that can inhibit ILC2

activation and proliferation.89 Moreover, in contrast to

adipose-associated ILC2 that limit inflammation and par-

ticipate in metabolic homeostasis, it has been recently

shown that adipose-resident ILC1 contribute to disease

progression. Experiments in parabiotic mice have shown

that both ILC1 and ILC2 maintain long-term residency.

Diet-induced obesity leads to production of IL-12 in AT

able to drive the local proliferation of ILC1 through the

expression of the IL-12 receptor and of STAT4. Through

the production of IFN-c, ILC1 induce pro-inflammatory

macrophage polarization and promote obesity-associated

insulin resistance.90 These data may provide mechanistic

hypotheses about the diversification of AT ILC infiltration

from homeostasis to obesity, such as either an antagonis-

tic balance between ILC1 and ILC2, as IFN-c can inhibit

ILC2,98 or a potential conversion of ILC2 towards ILC1

during diet-induced obesity, as such transdifferentiation

has been described in response to IL-12.67 Altogether, AT

ILC2, appear to be beneficial in protecting against obesity

and insulin resistance, whereas ILC1 appear deleterious

(Fig. 2).

Lymphoid cells in asthma

In agreement with the role of ILC2 in type 2

responses,74,91,92 ILC2 contribute to experimental asthma

to allergens such as papain, alternaria or house dust mite,

by inducing lung eosinophilia, mucus production and

AHR, through their rapid production of IL-13 and IL-5,

upon stimulation by IL-33, IL-25 or TSLP mainly derived

from epithelial cells.93–96 In models of persistence of

chronic asthma (for more than 6 months), only depletion

of ILC2 but not of CD4 T cells abrogates sustained

AHR.97 Moreover, in a model of cortico-resistant airway

inflammation, corticosteroids could suppress Th2 cells

but not ILC2, the corticoid resistance of ILC2 being

induced by TSLP.98

These observations have been confirmed in asthma in

humans. ILC2 are increased in peripheral blood from

patients with asthma,99–102 as well as in sputum,102 and

bronchoalveolar lavages,97,103 compared with control sub-

jects. Furthermore, the frequency of ILC2 in blood100

from asthmatic patients was inversely correlated with

lung function tests, suggesting a functional link between

ILC2 and severity of asthma. ILC2 are also involved in

steroid-resistant asthma. The number of ILC2, and type 2

cytokine-producing ILC2 is significantly increased in

peripheral blood and sputum of systemic steroid-depen-

dent patients with severe asthma compared with those

with mild asthma.102 In contrast, the number of type 2

cytokine-producing CD4 is similar between the two

groups, suggesting that ILC2 rather than CD4 T cells play

a significant role in steroid-resistant asthma.

Remarkably, rag!/! (no T and B cells) but not

rag!/! IL2rg!/! (no T, B and ILC) or rag!/! depleted in

ILCs, exhibit papain-induced asthma-like symptoms,95

suggesting that adaptive immunity is not essential for

allergic inflammation development.

It is possible that ILCs act as an early source of cytokines

allowing for the development of adaptive immunity as sug-

gested by studies showing decreased sensitization and dif-

ferentiation of Th2 cells in the absence of ILC2 in models

of airway allergic inflammation.104 Major effects of ILC2

depletion might also result from their identified MHC-II-

restricted antigen presentation properties and to the subse-

quent IL-2 production by T cells leading to a mutual

increase in type 2 cytokine production.105,106 In line with
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this, upon airway allergic inflammation induction, the

absence of ILC2 in Rorasg/sg bone marrow chimeric mice

results in a strong decrease in bronchoalveolar lavage eosi-

nophil numbers, IL-13 lung expression, as well as in IgE

levels.107 Adoptive transfer of both ILC2 and CD4+ T cells,

but not of each individual population, into Il7ra!/! mice,

which lack both T cells and ILC2, results in a robust anti-

gen-specific Th2 cytokine response and airway inflamma-

tion.108 Furthermore, IL-13 production by ILC2 during a

recall response induces interferon-regulatory-factor-

4-expressing DCs in the lung able to drive accumulation of

memory Th2 cells.109

The ILC2 can be regulated during lung allergic inflam-

mation in a positive or negative way. For example, baso-

phil-derived IL-4 activates lung ILC2,110 whereas IL-33-

activated mast cells expand T regulatory cells that sup-

press ILC2 activation.111 In alternaria-induced lung

inflammation, IL-27 can inhibit tissue-resident ILC2 but

not Th2 cells.73 Finally, lipid mediators such as cysteinyl

leukotrienes, prostaglandins and lipoxins, can also,

respectively, activate or inhibit ILC2.112–114

Besides ILC2, a recent work has demonstrated that

NCR! ILC3 are also induced in the lungs of mice with

house dust mite-induced airway inflammation.42 In

humans, IL-17-producing ILC3 have been identified in

the bronchoalveolar lavage fluid from patients with

asthma.115 For ILC1, no work has yet evaluated their

potential role in asthma, except for NK cells, whose main

purpose is still unclear.

Altogether, lung ILC2, and putatively ILC3, play a piv-

otal role in the initiation, exacerbation and chronicity of

asthma (Fig. 3), in contrast to obesity where AT ILC2 are

beneficial for metabolic homeostasis. However, obesity is

associated with increased asthma risk and severity.

Lymphoid cell: a link between obesity and
asthma?

Some findings suggest that ILCs are also involved in obe-

sity-associated allergic airway inflammation. Increased

numbers of ILC3 have been found in the lungs of obese

mice fed a high-fat diet, in comparison with lean mice.119

These obese mice exhibited AHR in the absence of aller-

gen challenge, which was independent of adaptive immu-

nity, but in relation with ILC3-derived IL-17. Indeed,

obesity-induced AHR was decreased in IL-17!/! mice or
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Figure 2. Innate lymphoid cells (ILCs) in the visceral adipose tissue. In homeostasis conditions, the visceral adipose tissue is infiltrated by ILC2

in response to locally produced interleukin-33 (IL-33) and IL-25. Through their production of IL-5 and IL-13, they activate on the one hand

eosinophils and on the other hand alternately activated M2-type macrophages, leading to the beiging of adipocytes. Natural killer T cells are also

involved in homeostasis through their activation of eosinophils and T regulatory cells. ILC1 and ILC3 are also present although their function at

baseline is unclear. In obesity, ILC2 and potentially ILC3 are decreased, whereas ILC1 are increased in response to locally produced IL-12.

ILC1 activate classically activated M1-type macrophages that promote obesity-associated insulin resistance. Putatively, decreased ILC2 number

may originate from a conversion of ILC2 in ILC1, or from inhibition of ILC2 by ILC1 and natural killer cells through their production of

interferon-c.
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rag!/! mice depleted in ILCs, and restored by ILC3 trans-

fer. Interleukin-17 production by ILC3 was dependent

upon the Nlrp3 inflammasome stimulated by macro-

phage-derived IL-1b.115 Ozone exposure has also been

shown to result in increased AHR in obese mice com-

pared with lean mice. This effect was induced through

increased IL-33, and induction of IL-13-producing

ILC2.116

Finally, another paper recently showed in a model of

high-fat diet-induced obesity followed by house dust

mite-induced airway allergic inflammation that both ILC2

and ILC3 contribute to asthma aggravation by obesity.42

Notably, non-sensitized obese mice already exhibited

increased lung ILC2, ILC3 and tissue (but not airway)

eosinophil infiltration compared with lean mice. This

contrasts with decreased numbers of ILC2 and eosino-

phils observed in AT of insulin-resistant obese animals in

previous studies.46,77,78 To explain the differential abun-

dance of eosinophils between lung tissue and AT, redistri-

bution of eosinophils from the AT to the lung tissue has

been previously suggested.117,118 This hypothesis may also

apply to ILCs, in relation to obesity-induced systemic

inflammation, which might favour ILC migration from

the adipose tissue towards the lung, and through their

production of Th2 cytokines the recruitment of eosino-

phils (Fig. 4). Among systemic inflammatory mediators

involved in obesity,119 IL-1b has been involved in the

induction of IL-17 production by ILC3 cells120 and

recently in the induction of type 2 cytokines by ILC2.68,70

Its induction in the lung of non-sensitized obese

mice42,115 may represent a starting point for the activa-

tion of both ILC2 and ILC3 in this context, although this

remains to be experimentally evaluated (Fig. 4).

In conditions of allergen challenge, HFD feeding aggra-

vated allergic airway disease features including airway and

tissue eosinophilia, AHR, Th2 and Th17 pulmonary pro-

files, as well as the number of total and cytokine-expres-

sing lung ILC2 and ILC3 compared to house dust mite-

challenged lean mice.42 These modifications were accom-

panied by high levels of lung IL-33 and IL-1b and

decreased ILC markers in visceral AT. Furthermore,

depletion of ILCs with an anti-CD90 antibody, followed

by T-cell reconstitution, led to a profound decrease of

allergic airway inflammatory features in obese mice,
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Figure 3. Innate lymphoid cells (ILCs) in allergic airway inflammation. In response to protease-type allergens, airway epithelial cells release

cytokines such as interleukin-25 (IL-25), IL33, thymic stromal lymphopoietin (TSLP) and IL-1b, which all activate ILC2. Activated ILC2 produce

type 2 cytokines, such as IL-4, IL-5, IL-9 and IL-13. Then they activate T helper type 2 (Th2) cells either directly, through MHCII expression, or

through dendritic cells. Altogether, the released cytokines promote the different features of asthma, including airway hyper-responsiveness, eosi-

nophil accumulation and IgE production. IL-1b produced by epithelial cells or alveolar macrophages can also activate ILC3, leading to the pro-

duction of IL-17, promoting the recruitment of neutrophils. ILC3 may also potentially activate Th17 cells.
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including Th2 and Th17 infiltration.42 It is of note that

ILCs can regulate T cells, and both ILC2 and ILC3

express MHC-II, and therefore were suggested to directly

interact with T cells like antigen-presenting cells. ILC2

induce expansion of T cells in vitro,106 and are critical for

the induction of Th2 responses104–107 in particular

through activation of DCs.109 ILC3 also promote adaptive

CD4 responses through MHC-II expression in the gut,121

and by triggering peripheral IL-1b production.122 ILC3

are also able to directly induce the death of commensal

bacteria-specific CD4 T cells.123 Lastly, ILC3 can activate

DCs through lymphotoxin a1b2, which leads to Th17 cell

differentiation.124 Therefore, ILCs may play a predomi-

nant role in the activation of Th2 and Th17 cells in obe-

sity associated with asthma.

In other experimental studies of obesity followed by

allergen challenge, increased bone marrow eosinophilia,

and changes in the trafficking of eosinophils to the air-

ways in high-fat diet and genetic models of obesity40,125

have been observed, suggesting that such altered traffick-

ing may participate in asthma development. In conditions

of allergen stimulation, which triggers IL-33 production

in the lung, additional sources of ILCs may be recruited

to the lung, such as circulating ILC progenitors, recently

described in humans,62 or bone marrow progenitors

(Fig. 4). Altogether, basal infiltration of ILC2 and ILC3 in

the lung of obese mice would provide the framework for

the aggravation of asthma under allergen challenge.

Although the migration hypothesis awaits further inves-

tigations, it may foster novel therapeutic strategies such

as redirecting ILC2 to AT. Indeed, the hallmark of ILC is

quick and antigen-independent activation settling them as

putative orchestrators of adaptive responses, and as such

are interesting therapeutic targets.
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attracted by the production of IL-33 and IL-1b

induced by allergen challenge. This increase

drives further accumulation of eosinophils,

activation of Th2 and Th17 cells potentially

through antigen presentation, and aggravation

of the features of asthma.
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Abstract
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Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) is a major transcription factor involved in redox homeostasis and in the

response induced to oxidative injury. Nrf2 is present in an inactive state in the cytoplasm of cells. Its activation by internal or

external stimuli, such as infections or pollution, leads to the transcription of more than 500 elements through the antioxidant

response element (ARE) sequence. The lungs are particularly susceptible to factors that generate oxidative stress such as

infections, allergens and hyperoxia. Nrf2 has a crucial protective role against these reactive oxygen species (ROS). Oxidative

stress and subsequent activation of Nrf2 have been demonstrated in many human respiratory diseases affecting the airways,

including asthma and COPD, or the pulmonary parenchyma such as acute respiratory distress syndrome (ARDS) and pulmonary

fibrosis. Several compounds, both naturally occurring and synthetic, have been identified as Nrf2 inducers and enhance the

activation of Nrf2 and expression of Nrf2-dependent genes.  These inducers have proven particularly effective at reducing the

severity of the oxidatively driven lung diseases in various animal models. In humans, these compounds offer promise as potential

therapeutic strategies for the management respiratory pathologies associated with oxidative stress. The purpose of this review

is to summarize the involvement of Nrf2 and its inducers in acute respiratory distress syndrome (ARDS), chronic obstructive

pulmonary disease (COPD), lung fibrosis in both human and in experimental models.

  

 
Contribution to the field

The purpose of this review is to summarize the involvement of Nrf2 and its inducers in acute respiratory distress syndrome

(ARDS), chronic obstructive pulmonary disease (COPD), asthma and lung fibrosis in both human and in experimental models. It is a

comprehensive, detailed review of Nrf2 pathways that affect pulmonary disease processes as well as therapeutic targets. This

review will serve to summarize how each disease is affected by the Nrf2 pathway, outlining fundamental differences of how the

pathology of each disease can modify Nrf2, therapeutic approaches and the contribution of oxidative stress to each diseases'

unique pathology.
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Abstract 7 

Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) is a major transcription factor involved in redox 8 
homeostasis and in the response induced by oxidative injury. Nrf2 is present in an inactive state in 9 
the cytoplasm of cells. Its activation by internal or external stimuli, such as infections or pollution, 10 
leads to the transcription of more than 500 elements through its binding to the antioxidant response 11 
element (ARE). The lungs are particularly susceptible to factors that generate oxidative stress such as 12 
infections, allergens and hyperoxia. Nrf2 has a crucial protective role against these reactive oxygen 13 
species (ROS). Oxidative stress and subsequent activation of Nrf2 have been demonstrated in many 14 
human respiratory diseases affecting the airways, including asthma and chronic obstructive 15 
pulmonary disease (COPD), or the pulmonary parenchyma such as acute respiratory distress 16 
syndrome (ARDS) and pulmonary fibrosis. Several compounds, both naturally occurring and 17 
synthetic, have been identified as Nrf2 inducers and enhance the activation of Nrf2 and expression of 18 
Nrf2-dependent genes.  These inducers have proven particularly effective at reducing the severity of 19 
the oxidative stress-driven lung injury in various animal models. In humans, these compounds offer 20 
promise as potential therapeutic strategies for the management of respiratory pathologies associated 21 
with oxidative stress but there is thus far little evidence of efficacy through human trials. The purpose 22 
of this review is to summarize the involvement of Nrf2 and its inducers in ARDS, COPD, asthma and 23 
lung fibrosis in both human and in experimental models.  24 

Article  25 

1 Structural Features of Nrf2 26 

The transcription factor NF-E2-related factor 2 (Nrf2) plays a central role in controlling both 27 
constitutive and inducible resistance to oxidants and electrophiles (1). Nrf2 is a master regulator of 28 
redox homeostasis, involved in the regulation of more than 500 genes, including genes that regulate 29 
oxidative stress (heme oxygenase (HO)-1, glutamate-cysteine ligase modifier subunit (GCLM), and 30 
glutamate-cysteine ligase catalytic subunit (GCLC), inflammation (transforming growth factor 31 
(TGF)-β and Nuclear Factor Kappa (NF-κ)B), xenobiotic metabolism and excretion (NAD(P)H 32 
quinone oxidoreductase (NQO1), Aldo-Keto Reductase Family 1 Member C1 (AKR1C1), and 33 
multidrug resistance-associated protein (MRP)-1), apoptosis (Bcl-2 and BclxL), and autophagy (p62) 34 
(2-4). Nrf2 is a member of the vertebrate Cap’n’Collar (CNC) transcription factor subfamily of basic 35 
leucine zipper (bZip) transcription factors.  In addition to Nrf2, the CNC subfamily of transcription 36 
factors comprises nuclear factor E2-related factors 1 and 3 (Nrf1 and Nrf3), and p45 NF-E2. Nrf2 37 
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activation occurs under various conditions of stress, such as exposure to mild oxidative or 38 
electrophilic stress. Multiple classes of chemical inducers are known to elevate endogenous 39 
antioxidants by activating Nrf2 (5).  The most important feature of Nrf2 is its rapid mobilization and 40 
nuclear translocation that reflects the mechanisms that control its cytoplasmic free concentration.  41 

Ubiquitin proteasome system (UPS)-mediated mechanisms direct the meticulous regulation of Nrf2. 42 
While cells are in homeostatic conditions, Nrf2 is targeted for constant degradation through the UPS.  43 
This results in low levels of free Nrf2 protein and constrains the transcription of Nrf2-dependent 44 
genes. In an unstressed state cellular degradation occurs through Kelch-like ECH-associated protein 1 45 
(Keap1), an adaptor protein of a cullin3 (Cul3)–ring-box 1 (Rbx1) containing E3 ubiquitin ligase 46 
complex (6, 7). Dimeric Keap1 is responsible for recognition of Nrf2 through two key motifs in the 47 
Neh2 domain of Nrf2 located in its N-terminus (7). The Kelch domain of each Keap1 binds to the 48 
‘DLG’ and ‘ETGE’ motifs, recognized as the low affinity and high-affinity-binding sites, 49 
respectively (8). Nrf2 is subsequently polyubiquitinylated at seven key lysine residues within the 50 
Neh2 domain, leading to Nrf2 proteasomal destruction (9). Upon activation, the levels of Nrf2 rise 51 
and nuclear Nrf2 heterodimerizes with one of the small Maf proteins. These Nrf2–Maf heterodimers 52 
recognize antioxidant response elements (AREs), 11- (or 16) bp enhancer sequences in the regulatory 53 
region of Nrf2 target genes, thereby allowing the recruitment of key factors for transcription (10). 54 
Typically, genes that contain the ARE are redox-balancing factors, detoxifying enzymes, 55 
transporters, stress-response proteins and metabolic enzymes (3, 11). Activation of Nrf2 occurs 56 
primarily through increased stability of the Nrf2 protein resulting in enhanced availability for binding 57 
to the ARE. Subsequently, this allows for increased transcription of the antioxidant genes without the 58 
requirement for the synthesis of Nrf2 de novo.  59 

1.1 Keap1-Dependent Regulation of Nrf2 Activity 60 

The most studied and widely accepted mechanism of Nrf2 regulation is through Keap1–Cul3–Rbx1 61 
E3 ubiquitin ligase. Many reactive oxygen species are thiol-reactive compounds that inhibit Keap1 62 
activity. Exposure of thiol-reactive compounds induces a conformational change in Keap1, impeding 63 
the ubiquitinylation of Nrf2 by Cul3. Upon introduction of electrophiles or reactive oxygen species 64 
(ROS), the Nrf2-mediated cytoprotective response is activated. Although several mechanisms have 65 
been proposed, explicit molecular mechanisms detailing how Nrf2 escapes the Keap1 gate are not 66 
fully understood.  One such mechanism involves the modification of a cysteine in Keap1 resulting in 67 
Nrf2 dissociation from Keap1 (12).  A more widely accepted model proposes a Keap1 hinge and 68 
latch dissociation mechanism in which Nrf2 binds to the Keap1 homodimer through a high-affinity 69 
ETGE motif as the “hinge” and a low-affinity DLG motif as the “latch.” The modification of cysteine 70 
in Keap1 results in a conformational change but does not trigger the dissociation of Nrf2.  Ubiquitin 71 
binding to Nrf2 may therefore disrupt the weak latch binding site (13). Activation of Nrf2 by Keap1 72 
ubiquitinylation has also been proposed and involves the modification of a cysteine in Keap1 which 73 
allows the ubiquitin conjugation from Nrf2 to itself (14). The likely critical cysteine residues in 74 
Keap1 that play a role have been identified.  Specifically, cysteine residues in Keap1, especially 75 
Cys151, have been shown to act as sensors and become covalently modified by electrophilic species or 76 
ROS (15). Other studies have shown a role for Cys-273 and Cys-288 in Keap1 which appear to 77 
contribute to the structural integrity and activity of Keap1required for maintaining ubiquitin ligase 78 
activity (16). Such modifications induce a conformational change in Keap1, probably by disrupting 79 
the low-affinity interaction between the Kelch domain and the DLG-motif, which leads to impaired 80 
ubiquitinylation of Nrf2, blocking UPS-mediated degradation and thus increasing Nrf2 protein levels 81 
(17). Newly synthesized Nrf2 accumulates as a result of the altered stoichiometry and cytosolic Nrf2 82 
is then free to translocate into the nucleus and transcriptionally activate its target genes. Once 83 
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homeostasis is restored in the cell, karyopherin alpha 6 (importin alpha 7) (KPNA6) translocates 84 
Keap1 to the nucleus. Nuclear Keap1 facilitates nuclear export of Nrf2, and the cycle of Keap1-85 
mediated ubiquitinylation and degradation in the cytosol resumes. These events effectively “turn off” 86 
the transcription of the Nrf2 target genes, and the low basal levels of free Nrf2 are re-established (18, 87 
19).  88 

1.2 Keap1-Independent Regulation of Nrf2 Activity 89 

Keap1-independent mechanisms that can control Nrf2 activity have been identified.  In 2004, a 90 
redox-insensitive degron within the Neh6 domain of Nrf2 was reported (20) followed by the 91 
discovery that the Neh6 domain of mouse Nrf2 contains a group of serine residues that can be 92 
phosphorylated by the serine/threonine kinase glycogen synthase kinase 3 (GSK-3). This 93 
phosphorylation event in the Neh6 domain creates a phosphorylated destruction motif 94 
(phosphodegron), which can then be recognized by the β-TrCP–Skp1–Cul1–Rbx1 E3 ubiquitin ligase 95 
complex (21). Additionally, Nrf2 can be regulated by other proteins through disruption of the Nrf2–96 
Keap1 interaction. In 2014, Hast et al., identified a stabilizing mechanism for Nrf2 which included 97 
numerous proteins with motifs identical (or similar) to the ETGE motif of Nrf2.  These proteins were 98 
shown to compete with Nrf2 for Keap1 binding, resulting in the stabilizing effect (22).  Protein 99 
kinases have also been shown to play an essential role in Keap1-independent Nrf2 activation where 100 
phosphorylation at a specific amino acid residue of Nrf2 can increase its stability and transactivation 101 
activity (23). Identified protein kinase pathways associated with Keap1-independent activation of 102 
Nrf2 include phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), MAPKs, PKC, and glycogen synthase kinase-3 103 
(GSK-3) (24). PI3K, PKC, c-Jun, N-terminal kinase (JNK) and extracellular signal-regulated protein 104 
kinase (ERK) have all been shown to positively regulate Nrf2 (13), whereas p38 MAPK regulates the 105 
Nrf2 pathway both positively and negatively (16, 25-27). Other positive regulators of Nrf2 include 106 
(E/S)TGE containing proteins such as dipeptidyl peptidase 3 (DPP3) and partner and localizer of 107 
BRCA2 (PALB2), although perhaps the most recognized positive regulator of Nrf2 involves p62, a 108 
protein containing the STGE motif (10).  109 

1.3 Transcriptional regulation of Nrf2 110 

Nrf2 can also be transcriptionally regulated through oncogenes; Nrf2 can be up-regulated by 111 
oncogenic activation of K-RasG12D, B-RafV619E and MycERT2 (28).  The first demonstration of Nrf2 112 
modulation at the transcriptional level was shown through activation of Nrf2 by oncogenic K-rat 113 
sarcoma (Ras) and facilitated through a 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-responsive 114 
element (TRE) in the regulatory region of Nrf2 (29).  Although the precise mechanisms by which B-115 
RafV619E and MycERT2 up-regulate the transcription of Nrf2 are currently unknown, these studies 116 
suggest a possible therapeutic benefit of Nrf2 inhibitors, such as brusatol, in this context to facilitate 117 
chemotherapy (30). 118 

2 Nrf2 and disease 119 

2.1 Acute respiratory distress syndrome (ARDS) and Nrf2  120 

ARDS describes a severe clinical syndrome defined by acute respiratory failure with substantial 121 
morbidity and mortality.  Although the etiology has proven complex with a high degree of 122 
variability, severe pneumonia, sepsis, viral infections, major traumas, transfusions, and inhalation of 123 
noxious substances are some of the major causes. Clinical symptoms include dyspnea, rapid 124 
breathing, hypoxemia, and bilateral opacities on a chest radiograph (31, 32).  Despite the various 125 
etiologies leading to ARDS, many of the hallmark signs and symptoms are shared. In the acute phase 126 
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of ARDS (days 1-6), rapid onset of widespread inflammation in the lungs and the disruption of the 127 
epithelial-vascular barrier caused by the loss of epithelial and endothelial integrity results in 128 
interstitial and alveolar edema (33). Pulmonary inflammation is characterized by large numbers of 129 
neutrophils and macrophages and epithelial cell damage is often observed as a denudation of airways 130 
and alveolar spaces (34). The subacute phase (days 7-14) typically show reabsorption of edema, and 131 
evidence of repair in the form of cell proliferation, particularly of alveolar type II cells. Neutrophilia 132 
persists and infiltration of fibroblasts may be observed at this point as well as evidence of collagen 133 
deposition.(35). In the chronic phase (day 14+) neutrophil numbers wane and are replaced by an 134 
increase in mononuclear cells, alveolar macrophages and increasing fibrosis. The consequence of 135 
these pathologies results in immediate, severe airway damage and dysfunction often with long term 136 
lung function impairment (35). 137 

The mechanism driving the pathogenesis of ARDS remains elusive and therefore specific, effective 138 
therapeutics are lacking. However, several studies have shown there to be two recurring, 139 
indispensible and interactive factors, namely, lung inflammation and oxidative stress. It is well 140 
established that oxidative injury to the lung can be largely mediated by reactive oxygen species 141 
(ROS).(36)  Biologically important ROS include superoxide anion radical (O2

−), hydrogen peroxide 142 
(H2O2), hydroxyl radical (OH−), and hypochlorous acid  (HOCl).(37)   Additionally, reactive nitrogen 143 
species,  including peroxynitrite (ONOO−), a derivative of nitric oxide, have also been shown to 144 
contribute to ARDS pathogenesis (38, 39). The generation and presence of ROS and nitrogen species 145 
leads to tissue damage, cell injury and cell death by several mechanisms. Strand breaks and point 146 
mutations can directly damage DNA leading to an increase in lipid peroxidation, resulting in the 147 
formation of vasoactive and proinflammatory molecules such as thromboxane (40). Oxidation of 148 
proteins, particularly at sulfhydryl groups, can alter their activity (41).  Presence of oxidized proteins 149 
induces the release of proteases, inactivation of antioxidants and reduced production of antiprotease 150 
enzymes.(42) Finally, oxidation can enhance the activity of transcription factors, such as activator 151 
protein-1 (43) and NF-κB (44), leading to enhanced expression of proinflammatory genes (45). 152 

Cells synthesize a number of endogenous Nrf2-dependent antioxidants including superoxide 153 
dismutase, catalase, and glutathione peroxidase designed to neutralize ROS and mitigate damage 154 
during ARDS (46). Several studies in both animals and humans have demonstrated the importance of 155 
Nrf2 activity in the context of ARDS. In a hyperoxia-induced murine model of ARDS, Nrf2 has been 156 
identified as a susceptibility gene, as single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been found in 157 
hyperoxia-susceptible C57BL/6J and hyperoxia-resistant C3H/HeJ mice (47). Nrf2-deficient mice 158 
have demonstrated an increased likelihood of developing ARDS, and have enhanced lung 159 
hyperpermeability, epithelial injury, and inflammation following exposure to hyperoxia or treatment 160 
with butylated hydroxytoluene (48, 49). Not surprisingly, basal and induced expression levels of 161 
Nrf2-dependent genes were reduced in Nrf2−/− mice suggesting that Nrf2 transcriptional activity is 162 
key in the response to hyperoxia-induced acute lung injury (50). In humans, over 500 single-163 
nucleotide polymorphisms (SNPs) of Nrf2 have been identified to date.  Importantly, the risk of 164 
developing ARDS after severe trauma was shown to be enhanced in European and African American 165 
individuals possessing a functional Nrf2 SNP (Figure 1) that affected the binding affinity at a 166 
promoter site upstream of the Nrf2 gene (51). This study also suggested that Nrf2 autoregulated its 167 
expression via binding to this site.  168 

Recently, studies have focused on exploiting Nrf2 activity using various Nrf2 activators in an effort 169 
to protect against the effects of ARDS.  The Nrf2 activator, oleanane triterpenoid CDDO-imidazole 170 
(CDDO-Im) is reported to activate Nrf2/ARE signaling by interfering with the interaction between 171 
Keap1 and Nrf2 in the cytosol (52). CDDO-Im inhibits pulmonary hemorrhage, proteinaceous 172 
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edema, and inflammatory cell infiltration in hyperoxia-induced ARDS in mice (53). Another Nrf2 173 
activator, tert-butylhydroquinone (tBHQ), was shown to reduce lipopolysaccharide (LPS)-induced 174 
mortality and lung injury in mice and to down-regulate pro-inflammatory mediators and up-regulate 175 
anti-inflammatory mediators (Figure 1) (54). Interestingly, it appears that tBHQ confers its protection 176 
primarily by promoting the polarization of M2 macrophages by inhibiting the p65 nuclear factor-κB 177 
pathway and activating peroxisome proliferator-activated receptor-γ, while suppressing the 178 
polarization of M1 macrophages.  Resveratrol is a dietary polyphenol found in wine and red-skinned 179 
fruit with many anti-inflammatory properties and it also activates Nrf2. Similarly to tBHQ, 180 
resveratrol has been shown to suppress the M1 macrophage population as well as several pro-181 
inflammatory cytokines and chemokines [tunour necrosis factor (TNF) α, interleukin (IL) 1β, 182 
IL 6, chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2)/monocyte chemoattractant protein (MCP)-1, CCL4/ 183 
macrophage inflammatory protein-1β (MIP1β), CCL5/Regulated on activation, normal T cell 184 

expressed and secreted (RANTES) and CXCL10/Interferon gamma-induced protein 10 (IP-10)] 185 
following LPS-induced acute lung injury in mice (55). Perhaps the most well-studied Nrf2 activator 186 
is sulforaphane (SFN), a naturally occurring sulphur-rich isothiocyanate found in cruciferous 187 
vegetables. While the precise mechanisms by which SFN acts as an Nrf2 activator are not fully 188 
understood, the chemical properties of SFN suggest direct interaction with Keap1. Cysteine residues 189 
with low pKa values are particularly  reactive with isothiocyanates. These cysteines are thiolate 190 
anions at physiological pH, and therefore primed for efficient nucleophilic attack on electrophilic 191 
substrates. Upon entry into the cell, SFN interacts with Keap1, which contains a number of cysteine 192 
residues. These residues are sensors for oxidants and electrophiles, including isothiocyanates (56).  193 
SFN triggers a conformational change in Keap1, freeing Nrf2 and allowing it to translocate to the 194 
nucleus, where it binds to the ARE and initiates the subsequent transcription of antioxidants begins.  195 
In addition to activating Nrf2 directly through interaction with Keap1, SFN may also protect against 196 
ARDS indirectly. In a mouse model of ARDS induced by LPS, SFN was shown to inhibit the 197 
increase of NF-κB, prevent increases in several proinflammatory mediators and enzymes 198 
cyclooxygenase-2 (COX-2) and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) as well as activating the Nrf2 199 
pathway(57).  As with most of the pathologies that we discuss further in this review, there is a lack of 200 
favourable evidence through clinical trials in human ARDS and in some instances outcomes suggest 201 
possible harmful effects of treatments (58).   202 

2.2 Nrf2 and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) 203 

COPD contributes significantly to the global burden of disease as one of the main causes of 204 
preventable morbidity and mortality worldwide (59). COPD is a slowly progressive disease 205 
characterized by persistent airflow obstruction, dyspnea, wheeze, productive cough, and increased 206 
susceptibility to respiratory infection. The progressive decline of pulmonary function, mostly 207 
frequently assessed from the forced expiratory volume in one second (FEV1), is a characteristic of 208 
COPD and may lead to chronic respiratory failure and death. Decline in lung function has been 209 
linked to polymorphisms of Nrf2-related genes and susceptibility to cigarette smoke-induced decline 210 
in lung function (reviewed in (60)). Acute exacerbations of respiratory symptoms are also a typical 211 
and important feature of COPD. They can be triggered by infection, pollution or other factors (61). 212 
Several factors are proposed to contribute to the development and pathogenesis of COPD but 213 
interactions between host genetic susceptibility and exposure to particulates are the most widely 214 
accepted mechanisms. Genetic risk factors associated with an increased risk of COPD are alpha 215 
antitrypsin deficiency in smokers, represented by the homozygous PiZZ and heterozygous PiMZ 216 
genotype (62) and an elastin mutation (63). Other associations have been demonstrated with GWAS 217 
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studies but consistently replicated (64). The postulated pathogenesis of COPD includes protease-anti-218 
protease imbalance, recruitment of inflammatory cells, peri-bronchiolar fibrosis and oxidative stress.   219 

Cigarette smoke (CS) exposure, in particular, has been identified as the primary and most preventable 220 
cause of COPD (65). A single puff of cigarette smoke contains more than 1x1015 oxidant molecules 221 
(66). In the rat, chronic exposure to CS induced an up-regulation of the anti-oxidant genes controlled 222 
by Nrf2 and development of a COPD-like phenotype (67). Surprisingly, in smokers with emphysema, 223 
the nuclear localisation of Nrf2 and the expression of HO-1 are decreased in the lung and, more 224 
specifically in the macrophage population compared to healthy subjects and to smokers without 225 
emphysema (Figure 2) (68). This decrease in the nuclear localization of Nrf2 in macrophages is 226 
associated with an increase in the expression of both Keap1 and Bach1, a repressor of HO-1 227 
expression (69), in smokers with emphysema. HO-1 mRNA level is significantly negatively 228 
correlated with airways obstruction and lung hyperinflation (68). CSE treatment of murine 229 
macrophages inhibits LPS-induced expression of the scavenger receptor MARCO (Macrophage 230 
Receptor with Collagenous Structure) but concomitantly promotes the degradation of Keap1.  The 231 
resultant increase in nuclear translocation of Nrf2 is offset by interference with Nrf2 acetylation that 232 
impairs DNA binding of Nrf2. Proteasome inhibitors prevent the suppression of MARCO expression.  233 
Thus, the effects of CSE are complex and overall interfere with a favorable host response to 234 
oxidative stress and immunity (70).   235 

On the genetic level, the study of the structure of the Nrf2 gene on whole blood samples revealed 236 
three single nucleotide polymorphisms and one triplet repeat polymorphism in the gene promoter, 237 
although without a strong correlation with COPD in this study (71). Such a link with COPD has been 238 
made by other investigators that observed that the haplotype of the Nrf2 gene promoter affects its 239 
activity and may also be associated with more severe COPD and risk of respiratory failure (72). In 240 
addition, several studies suggest a modification of the activation of the Nrf2 pathway depending on 241 
the cell type and smoking status in COPD patients. Alveolar macrophages of patients with COPD 242 
exhibit less nuclear and cytosolic Nrf2 protein (68) and less Nrf2 mRNA compared to healthy 243 
subjects (73). In peripheral blood mononuclear cells of mild-moderate COPD patients, regardless of 244 
smoking status, the expression level of Nrf2 and Nrf2-related genes is increased (74, 75). However, 245 
interestingly in COPD patients, after an average follow-up of 49.7 ± 6.9 months, a decline in Nrf2 246 
expression in PBMC was observed and correlated with a significant decrease in respiratory function, 247 
as measured by FEV1 (75). In addition, the smoking status (former or current smoker) in COPD 248 
patients may affect the level of transcription of Nrf2 target genes (NQO1, HO1, AKR1C1, AKR1C3) 249 
in the bronchial epithelium, in nasal epithelial cells (AKR1B10) and in peripheral blood mononuclear 250 
cells (HO-1) whereas none is altered in alveolar macrophages (76).  251 

The above findings are supported by numerous in vitro and ex vivo studies.  Nrf2-/- mice exposed to 252 
cigarette smoke (CS) develop earlier onset emphysema (77, 78), increased markers of oxidative 253 
stress, as assessed by 8-oxo-dG positive cells and more severe inflammation revealed by 254 
bronchoalveolar lavage (77). In addition, the up-regulation of antioxidant enzymes, including HO-1, 255 
glutathione- S-transferase-α1 (GST-α1), G6PD, glutathione reductase (GSR) and peroxiredoxin I 256 
(PrxI) induced by CS in wild type mice was not found in Nrf2-/- mice (Figure2) (77, 78). In 257 
agreement with these data, activation of Nrf2 by a selective inhibition of Keap1 in club cells in mice, 258 
leads to an increased amount of glutathione (GSH) and NQO1 in the lung and an attenuation of 259 
pulmonary inflammation caused by cigarette smoke (79).  In vitro, inhibition of Keap1 by siRNA in 260 
human bronchial epithelial cells exposed to hydrogen peroxide mitigates the oxidative stress assessed 261 
by DCFDA fluorescence (79). As CS exposure is not the unique pathologic mechanism for COPD, 262 
the involvement of Nrf2 in the pathogenesis of other models of emphysema has been tested. 263 
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Protease/anti-protease imbalance and oxidative stress may also participate in the formation of 264 
emphysema (80) and has led to the development of protease-induced emphysema murine models 265 
(81). Intra-tracheal injection of porcine pancreatic elastase (PPE) in mice induces a robust pulmonary 266 
inflammation and alveolar destruction (Figure 1). This exposure triggers a strong antioxidant 267 
response by increasing NQO1, GST-Yc, HO-1, and PrxI. In Nrf2-/- mice, the PPE-induced 268 
emphysema is more severe and, as expected, the antioxidant response is reduced. Transplantation of 269 
WT bone marrow cells into Nrf2-/- mice 14 days prior to treatment by PPE delays the initial 270 
pulmonary inflammation and the appearance of emphysema, attributed to the presence of Nrf2 271 
expressing macrophages in lung (82). Furthermore, in two mouse models of COPD induced either by 272 
cigarettes or by orotracheal instillation of porcine pancreatic elastase (83), the expression of the 273 
WNT/β-catenin signaling pathway is significantly decreased. In these models, preventive or curative 274 
administration of an agonist of the WNT/β-catenin pathways, lithium chloride (LiCl), improves lung 275 
function and limits airspace enlargement (84). Recently, the protective effect of WNT/β-catenin 276 
activation by LiCl has been shown to be abrogated in an Nrf2-/- mouse model of elastase-induced 277 
emphysema. Nrf2 is a downstream signal in the protective effect of Wnt3a/β-catenin and AMP-278 
activated protein kinase (AMPK) in the attenuated lung inflammatory response (85).  279 

The above-mentioned data suggest that Nrf2 is involved in the antioxidant response to several 280 
underlying pathogenic mechanisms of COPD. However, COPD is a disease with systemic features 281 
and the involvement of Nrf2 is not limited to the regulation of the antioxidant response. For instance, 282 
CS exposure triggers airway inflammation and can result in cilia shortening, impaired mucociliary 283 
clearance and epithelial cell dysfunction (86). Ciliary shortening is mediated by histone deacetylases 284 
6 (HDAC6) through an autophagy-dependent mechanism (87). However, it has been shown that Nrf2 285 
inhibition may also increase autophagy (88). In Nrf2-/- mice, the level of HDAC6 was increased, 286 
suggesting that Nrf2 could counteract the increased expression of HDAC6 by oxidative stress and 287 
proteolytic stress (87).  288 

Skeletal muscle dysfunction is among the systemic effects of COPD (89). Recent work has shown 289 
that the level of irisin, a skeletal muscle cell-derived hormone, is correlated with the severity of 290 
emphysema in COPD patients and that it inhibits apoptosis induced by CS on human A549 alveolar 291 
cells (90). Physical activity in mice exposed to CSE increases the levels of irisin that is associated 292 
with an increased pulmonary expression of Nrf2 and HO-1 and less emphysema (91).  293 

Nrf2 is involved in acute infectious exacerbations and in corticosteroid resistance, two major 294 
characteristics of COPD. Respiratory viruses, such as influenza, are responsible for severe infectious 295 
exacerbations in COPD patients. Nrf2 -/- mice exposed to cigarette smoke and subsequently infected 296 
with influenza have a higher rate of mortality, an enhanced peribronchial inflammation, a higher 297 
oxidant burden and NF-κB-mediated inflammatory gene expression (92). Interestingly, knockdown 298 
of Nrf2 in human nasal epithelial cells (hNEC) is associated with a significantly increased influenza 299 
virus entry and replication in the infected cells whereas the Nrf2 activators, SFN and epigallocatechin 300 
gallate treatment of native hNEC cell significantly reduce the viral entry and replication (93). 301 
Therefore, Nrf2 activation is a plausible therapeutic strategy to reduce the sensitivity of COPD 302 
patients to viral infections.  303 

Bacteria, especially non-typeable Haemophilus influenzae (NTHI), can cause acute exacerbations of 304 
COPD.  In mice with NTHI infection, prior exposure to CS for two weeks enhances BAL 305 
macrophage and neutrophil recruitment, greater oxidative stress and pulmonary inflammation 306 
compared to infected but air-exposed mice (89). Andrographolide is a labdane diterpene lactone 307 
extracted from the leaf of Andragraphis paniculata, a medicinal herbal used in Asian countries, 308 
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which enhances Nrf2 translocation to the nucleus (109). Administered after the NTHI infection it 309 
attenuates the lung inflammation in treated mice and it up-regulates the translocation of Nrf2 into the 310 
nucleus, enhances HO-1, glutathione reductase (GSR), GCLM, glutathione peroxidase-2 (GPx-2), 311 
and NQO1 gene expression in the lungs (Table 1) (94). The evidence, in particular from murine 312 
models, supports the potential for a role for Nrf2 in the exacerbations of COPD.    313 

Airway inflammation in COPD is characterized by corticosteroid insensitivity. This characteristic 314 
may be linked to the phosphorylation and the degradation of HDAC2 by the activation of the 315 
PI3K/Akt pathway (95). In Nrf2-/- mice exposed to CS smoke and LPS, the loss of Nrf2 is associated 316 
with a steroid-insensitive pulmonary inflammation. Nrf2-/- mice exhibit a decreased HDAC2 activity 317 
and level in the lung at baseline and after CS and LPS challenge (96). In COPD peripheral blood 318 
mononuclear cells and in CS-exposed mouse lung, the phosphorylation of Akt and p70s6K are 319 
increased and the HDAC2 level and its activity are reduced by phosphorylation. Andrographolide 320 
prevents the phosphorylation of Akt, p70S6K and HDAC2 induced by CS exposure. This inhibition 321 
leads to an enhancement of HDAC2 activity and restores the steroid sensitivity of the lung. 322 
Andrographolide increases the nuclear localisation of Nrf2 and the up-regulation of antioxidant 323 
genes, HO-1 (decycling) 1 (HMOX1) and NQO1 (97). The above results suggest that the Nrf2-324 
HDAC2 axis is one of the mechanisms involved in the steroid resistance of COPD. 325 

Targeting the interactions between Nrf2 and Keap1 may be a potential therapeutic approach in 326 
COPD. Currently, the Nrf2 inducers target the Nrf2-Keap1 interaction (98). SFN administration to 327 
the alveolar macrophages of COPD patients improves their phagocytic capacity for bacteria such as 328 
Pseudomonas aeruginosa and NTHI. Nrf2 siRNA treatment of macrophages of COPD patients and 329 
of a Nrf2-/- murine model of COPD has confirmed improved bacterial clearance secondary to an 330 
Nrf2-dependent up-regulation of MARCO (99). Furthermore, SFN decreased the oxidative stress 331 
induced by CS extract in rat epithelial cells through the Nrf2 pathway (100). Unfortunately, daily oral 332 
administration of SFN for a month in COPD patients failed to increase the expression of Nrf2 in 333 
alveolar and bronchial epithelial cells in a randomized, double blind, placebo-controlled phase 3 trial 334 
(101). In cells harvested from COPD patients and in related in vivo models, the pharmacological up-335 
regulation of Nrf2 enhances the anti-infectious response against the most frequent bacterial 336 
pathogens but to date these effects have not been confirmed in intact humans. 337 

In rats, resveratrol inhibited LPS induced pulmonary inflammation (Table 1) (102). Human alveolar 338 
epithelial cells (A549) exposed to CS and treated with resveratrol exhibited a significant decrease in 339 
ROS production and restored GSH depletion by an Nrf2-dependent induction of glutamate-cysteine 340 
ligase (GCL) (103). The ability of resveratrol to induce Nrf2 activation has recently been confirmed 341 
but its therapeutic use is compromised by its low bioavailability and its low efficacy (104). Topical 342 
administration of resveratrol by intra-tracheal instillation has been performed once a month and 343 
reduces accelerated lung aging in telomerase-deficient mice (105), suggesting an alternative route of 344 
administration might achieve superior results. Recently a new Nrf2 activator, the trans-4, 345 
4’dihydroxystilbene (DHS), derived from resveratrol has been administered intra-peritoneally and it 346 
decreases the markers of oxidation (malondialdehyde, 8-oxo-dG), alleviates fibrosis and leukocyte 347 
infiltration by activating Nrf2 response in cigarette smoke exposed mice (104).  348 

Natural triterpenes and the synthetic triterpenoid CDDO-Im are inducers of Nrf2 (Table 1). Thus, 349 
mice, chronically exposed to CS and fed with CDDO-Im, have significantly reduced pulmonary 350 
oxidative stress assessed by 8-OHdG positive cells, alveolar destruction and pulmonary hypertension. 351 
This protective effect was abolished in Nrf2-/- mice (106) suggesting a potential therapeutic effect of 352 
the Nrf2 inducer. Despite this promising in vivo result, the molecule cannot be used in humans due to 353 
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its toxicity. Indeed, a phase 3 clinical trial in diabetic nephropathy was prematurely stopped for 354 
increased mortality and adverse effects (107). However, new natural triterpenes like triterpene acid 355 
derived from loak leaf have been discovered and  reduce CS-induced inflammation in mice (108).  356 

In a murin model of exposure to 4% CS f (one hour for 5 consecutive days), intraperitoneal 357 
administration of andrographolide 2 hours before CSE prevents the pulmonary inflammation (BAL 358 
cell recruitment and pro-inflammatory cytokines), oxidative lung injury induces by CSE and 359 
increased the anti-oxidative response (GPX, glutathione reductase activity) in human bronchial 360 
epithelial cell by nuclear translocation of Nrf2 (110). Interestingly, the upregulation of nuclear and 361 
cytoplasmic Nrf2 was significantly increased by andrographolide after 24 h of treatment and 362 
exposure to CS while exposure to CS itself upregulated Nrf2 at 4h but not at 24h. Table 1 summarize 363 
the effects of Nrf2 inducers in the COPD model. Despite the promising in vivo and in vitro results, 364 
no Nrf2 inducer has thus far shown benefit in COPD patients. 365 

2.3 Nrf2 and pulmonary fibrosis  366 

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is one of the most frequent interstitial pulmonary diseases. The 367 
incidence of IPF is 3 to 9 / 100 000 people/year in Europe and North America (111). The diagnosis 368 
rests on the association of compatible histological or radiological patterns with clinical symptoms 369 
and signs including dyspnea, dry cough and velcro-like crackles on the chest examination (112). IPF 370 
is a progressive fibrotic disease often leading to respiratory failure and death within 3-5 years (112, 371 
113). The precise etiology of IPF remains unknown but several risk factors for IPF have been 372 
described such as aging, tobacco smoke, and environmental exposure (114). The histologic hallmarks 373 
of IPF are excessive accumulation of protein in the extracellular matrix and fibroblast foci. These 374 
pulmonary lesions are distributed within healthy pulmonary parenchyma creating spatial 375 
heterogeneity of the fibrotic lesions (115). The pathogenesis of IFP involves multiple interactions 376 
among the lung cells, including epithelial cells, fibroblast and immune cells. Recent findings have 377 
revealed a central role for alveolar epithelial cells, especially alveolar Type II cells, in the genesis of 378 
pulmonary fibrosis in response to distal lung injury. Alteration of the alveolar epithelial barrier 379 
promotes dysregulated wound repair and harmful activation of fibroblasts (116). This process 380 
involves several signaling pathways, including those triggered by TGF- (117). Oxidant burden and 381 
oxidative stress are additional important mechanisms for lung fibrosis (118). Patients with IPF 382 
exhibit increased lung oxidant burden (119, 120). The antioxidant molecule, GSH, is not increased in 383 
the lungs of IPF patients and was reportedly significantly reduced in the sputum and epithelial lining 384 
fluid of IPF patients (121, 122). While this suggests an inadequate host response to oxidative stress, 385 
these differences may be caused by sampling issues and by the analysis of different cells. 386 

This redox imbalance has led to the investigation of the expression of Nrf2 in the lungs of IPF 387 
patients. Nrf2 protein was 5-fold higher by Western analysis on lung homogenates of patients with 388 
IPF compared to healthy subjects (123). However the finding was not confirmed in another study 389 
(124). Small sample sizes in each study and the variability in the expression of Nrf2 based on the cell 390 
type could perhaps explain the discrepancies in findings since Western blot of the lung homogenate 391 
does not take account of the spatial variation of Nrf2 protein. In addition, the cellular localization of 392 
the Nrf2 protein, whether cytoplasmic or nuclear, is essential information to assess its activation. By 393 
immunohistochemistry, the expression of Nrf2 was confirmed in the alveolar epithelial type II cells 394 
and in the nuclear compartment of hyperplastic alveolar epithelium of IPF patients but was absent in 395 
the fibroblastic foci (Figure 3) (123, 124). The expression of Nrf2 and its nuclear localization were 396 
reduced in fibroblasts of IPF patients; the related genes (HO-1, NQO1, epoxide hydrolase or EPHX) 397 
were reduced also. In the IPF fibroblasts, Nrf2 impaired expression was associated with an increase 398 
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in expression of α-smooth muscle actin and collagen indicating a conversion to a myofibroblast 399 
phenotype. The causal link between decreased Nrf2 expression and the myofibroblast phenotype was 400 
confirmed by knock down of Nrf2 by siRNA in human fibroblasts.  Interestingly, the up-regulation 401 
of Nrf2 by SFN in IPF fibroblasts and in control fibroblasts decreases the expression of collagen 1 402 
and αSMA (125). SFN also reduces the contraction of a collagen gel by IPF fibroblasts to a 403 
somewhat greater extent than by control fibroblasts (125). The antifibrotic action of SFN is 404 
substantially dependent on LOC344887, a long noncoding RNA. AREs are present in the promoter 405 
and intron 1 of LOC344887. RNA-seq analysis has linked LOC344887 to fibrogenesis (126). 406 

Stimulation of fibroblasts by TGFβ induces an increase in oxidative stress that is dependent on 407 
NADPH oxidase-4 (127). This alteration of the redox balance is also associated with a decrease in 408 
nuclear expression of Nrf2 and differentiation into myofibroblasts (128). Allyl isothiocyanate, also a 409 
product of cruciferous vegetables, activates Nrf2 and inhibits myofibrolast differentiation from a 410 
human fibroblast cell line (129). The differentiation of fibroblasts into myofibroblasts likely plays a 411 
pivotal role in the excessive production of extracellular matrix leading to distortion of the pulmonary 412 
architecture. These results suggest that Nrf2 could play an anti-fibrotic role by correcting this 413 
imbalance and by de-differentiating the pro-fibrotic myofibroblasts into fibroblasts. The above 414 
findings are supported by several in vivo studies. The most common model used to study IPF is 415 
bleomycin induced pulmonary fibrosis (Figure 3) (130). Intratracheal administration of bleomycin 416 
provokes pulmonary fibrosis through the generation of ROS including hydroxyl radicals and DNA 417 
cleaving superoxide (131). This model has led to the discovery of the involvement of TGF-β (132)  418 
in the expansion of pulmonary fibrosis and the pre-clinical development of nintedanib (133). In 419 
ICR/Sv129-Nrf2+/+ wild type mice, a single bleomycin intratracheal administration induced an 420 
inflammatory cell recruitment, in particular neutrophils and lymphocytes within six days, and 421 
pulmonary fibrosis as assessed by an accumulation of collagen, reflected in an elevated 422 
hydroxyproline content. Bleomycin exposure of WT mice also increased TGF-β, pulmonary 423 
expression of Nrf2 and its antioxidant response genes HO1, SOD3 and NQO1 (134). Nrf2-/- mice, 424 
similarly treated, exhibit a greater pulmonary inflammation, increased expression of TGF-β, and a 425 
more substantial pulmonary fibrosis (134). Similar results have been found in bleomycin induced 426 
pulmonary fibrosis in mice lacking extracellular SOD (135). 427 

Nevertheless, bleomycin induced fibrosis fails to completely reproduce the pathophysiology of IPF. 428 
One important limitation is the lack of evolution of the pulmonary fibrosis. In the murine model, 429 
pulmonary fibrosis induced by bleomycin starts to resolve by 28 days after bleomycin administration 430 
(130, 136) limiting the conclusions that can be drawn regarding pathogenesis. Other models have 431 
been used to investigate the involvement of Nrf2 in the development of pulmonary fibrosis but to 432 
date, none of the murine models reproduces in a relevant way the physiopathology of the IPF. In 433 
radiation- induced pulmonary fibrosis in the mouse, the loss of Nrf2 impairs the recovery of lung 434 
fibrosis by inhibition of the Np63 stem/progenitor cell mobilization and promotion of the radio-435 
induced myofibroblasts derived from alveolar type 2 cells (137).  436 

Another pro-fibrotic agent used for vivo experiments is paraquat (PRQ). PRQ is a powerful herbicide 437 
widely used worldwide and responsible for numerous intentional poisonings in the world (138). In 438 
humans, PRQ poisoning, regardless of the route of administration, leads to multi-organ failure, 439 
pulmonary fibrosis causing respiratory failure and death (139). On human bronchial epithelial cells 440 
(16HBE) and in mice, it has been shown that a high dose of PRQ inhibits autophagy, cell 441 
proliferation, and promotes lung fibrosis by regulating the Keap1/P65/Nrf2 pathways (140).   442 

Besides being involved in the regulation of the lung oxidative burden, Nrf2 also plays  a role in aging 443 
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(Figure 3), one of the major predisposing factors for IPF (141) and other fibrotic diseases (142). 444 
Increasingly evidence has linked age-related mechanisms, like genomic instability, telomere 445 
shortening, epigenetic changes, cellular loss, or senescence to IPF pathogenesis. All of these 446 
processes participate in the loss of the integrity of the alveolar epithelium and then in the aberrant 447 
activation of the respiratory alveolar epithelium that participates in the formation of fibroblastic foci 448 
and tissue remodeling (143). One of the hallmarks of age-related disease is the imbalance between 449 
increases in oxidant production and/or decreases in the endogenous anti-oxidant response (144). The 450 
ability to respond to oxidative stress through the activation of Nrf2 decreases with aging. This altered 451 
response is attributable to several age related modifications like the loss of the electrophilic response, 452 
the decrease of positive regulators of Nrf2 (PI3K, P62, CBP, BRCA1) and the increase in the 453 
negative regulators (Keap1, Bach1and cMyc) with age (145). Consistent with these observations, 454 
young mice (2 months) that are treated with bleomycin intra-tracheally resolve the fibrotic process 455 
more rapidly than aged mice (18 months)(146). Furthermore, the lack of resolution is associated with 456 
an accumulation of senescent and apoptosis-resistant myofibroblasts. These specific cells were 457 
characterized by an alteration of the redox balance with increased expression of NADPH oxidase-4 458 
(NOX4) and impaired Nrf2 antioxidant response to oxidative stress (146). This imbalance in the 459 
NOX4 /Nrf2 pathways has also been demonstrated in fibroblasts from patients with IPF (125). Thus, 460 
Nrf2 is involved in the oxidative homeostasis of myofibroblasts whose alteration with age is 461 
associated with the persistence of fibrosis (146). 462 

Interestingly, daily fluctuations in endogenous Nrf2 levels seem to have an impact on the antioxidant 463 
response related to lung fibrosis. The expression of Nrf2 shows a diurnal variation in the liver and in 464 
the lungs of mice (147, 148), attributable to the E-box element in the Nrf2 gene promoter. This 465 
circadian expression of Nrf2 regulates the expression of the ARE genes like Hmox1, Gclm and 466 
Gsta3. Therefore, not surprisingly, the time of day at which exposure to bleomycin occurs impacts 467 
upon the severity of the induced pulmonary fibrosis.  Bleomycin induces a more severe pulmonary 468 
fibrosis at 7 days if it is administered at the nadir of Nrf2 expression than if it is injected at the peak 469 
of circadian expression (148). The antioxidant response measured by the expression of Gclc, Gsta3, 470 
and Hmox1 also depends on the time of the day of the bleomycin injection. This opens up the 471 
possibility of a temporally targeted chemotherapeutic strategy (148).  472 

As a plausible therapeutic target for the treatment of IPF, numerous biological compounds acting on 473 
Nrf2 have been tested for that purpose. Well-known Nrf2 activators such as SFN and resveratrol and 474 
natural bioactive components with multiple health-promoting properties including anti-inflammatory, 475 
anti-oxidative and anti-fibrotic activity have been explored. The common pharmacological properties 476 
of these substances on the lung fibrosis models are attributable to their anti-oxidant and anti-477 
inflammatory effects, and the consequent decrease of fibrosis. Firstly, up regulation of Nrf2 by these 478 
compounds mitigates the PRQ and BLM-induced cellular oxidative stress. For instance, in BLM 479 
induced lung fibrosis in mice, the amount of ROS (149, 150), malondialdehyde (MDA) (151, 152), 480 
lipid peroxidation (150), 3-nitrotyrosine (153), lung 4-hydroxynonenal (153) are reduced by 481 
epigallocatechin-3-gallate, salidroside, berberine, salvianolic acid B (SalB) and SFN, respectively.  482 
Similar results have been demonstrated after exposure of the transformed epithelial cell line BEAS 483 
2B to PRQ with a decrease of the amount of ROS generated in cells treated withy resveratrol (11). 484 
SalB also mitigates the TGF-β induced oxidative stress assessed by the decrease of ROS and MDA 485 
levels (149). Its antioxidant activity is mediated by the PI3K / Akt / Nrf2 pathway (154). All of the 486 
above compounds induced an Nrf2 up-regulation and enhanced the phase 2 enzymes response 487 
compared to the non-treated groups (Table 2).  Interestingly, SalB restores the expression of Nrf2 in 488 
specific cell types that no longer express Nrf2 in IPF. In the lung biopsies of patients with IPF and as 489 
well as in BLM-induced lung fibrosis, Nrf2 is absent in the fibroblastic foci (124, 149). However, the 490 

In review



administration of SalB in rat treated with BLM increased the expression of Nrf2 in the total lung 491 
homogenate and also in the fibroblastic foci (149).  492 

In addition to reducing the oxidative stress, the above-mentioned compounds (SFN, resveratrol, 493 
epigallocatechin-3-gallate) mitigate the pulmonary inflammation induced by fibrosing factors (Table 494 
2). The afore-mentioned treatments increase the pulmonary expression of IL-1β, TNFα, IL-6 in 495 
BLM-induced lung fibrosis (150, 151, 153) and in PRQ induced lung fibrosis in mice (155). EGCG, 496 
berberine and salidroside also reduce the lung level of NF-κB, the nuclear translocation of NF-κB-497 
p65 and the inhibition of IκBα phosphorylation, respectively (150, 152). In RAW264.7 cells, a 498 
macrophage cell line, exposure to PRQ led to the expression of pro-inflammatory and pro-fibrotic 499 
cytokines such as IL-6 and TNFα. Treatment with resveratrol prevents the expression of IL-6 and 500 
TNFα in macrophages in a manner that is partially dependent on Nrf2. This decrease of the 501 
pulmonary inflammation is associated with a reduction of the pulmonary fibrosis severity regardless 502 
of the fibrosing factors.   503 

The up-regulation of Nrf2 by its inducers mitigates the lung fibrosis in vivo assessed by the reduction 504 
of pulmonary fibrosing score (150, 152, 153), the decrease in the lung collagen deposition (150, 151, 505 
156, 157) and the amount of lung hydroxyproline (150, 152, 153). Most of the pharmacologic agents 506 
have been tested in a preventive way but Berberin, a isoquinoline alkaloid extract, has been given 507 
before the onset of fibrosis on days 0 to 14 or after the onset of fibrosis on days 14 to 28 in mice 508 
administered BLM. Both drug administrations reduced the pulmonary fibrosis but the treatment was 509 
more effective when instituted before the onset of fibrosis (152). The up-regulation of Nrf2 seems to 510 
participate in the mitigation of the lung fibrosis severity through the involvement of Nrf2 in several 511 
pro-fibrotic pathways. First, BLM exposure promotes the activation of the central mediator of 512 
fibrosis, TGF-β and of its downstream targets Smad2/3 (158). This activation was weakened by 513 
several Nrf2 inducers including SFN (153), salidroside (151), berberine (152) and salvianolic acid B 514 
(SalB)(149). Secondly, Nrf2 inducers also counteract the transformation of fibroblast into pro-515 
fibrotic myofibroblasts. Thus, SalB significantly inhibits the TGF-β1-induced myofibroblast markers 516 
like αSMA in human embryonic fibroblasts (MRC-5 cell) and decreases the αSMA pulmonary 517 
expression in rats treated with BLM (149). PRQ also promotes the trans-differentiation of WI38-518 
VA13, a human fibroblast cell line, into myofibroblasts as assessed by an increased expression of 519 
αSMA. Resveratrol significantly mitigated this PRQ-induced phenotype in an Nrf2-dependent 520 
manner in mouse embryonic fibroblasts from WT mice or Nrf2-/- mice (155). 521 

Finally, Nrf2 inducers mitigate the epithelial mesenchymal transition (EMT) in lung fibrosis. An 522 
intra-gastric administration of PRQ in mice elicits pulmonary fibrosis and promotes an up-regulation 523 
of vimentin, an EMT marker as well as a down-regulation of E-cadherin. Treatment with rapamycin 524 
diminishes the EMT in a Nrf2 dependent manner (157).  In a BLM-induced lung fibrosis model, 525 
salidroside inhibit the same EMT marker. Thus, all of these results suggest that the pharmacological 526 
activation of NRF2 by these inducers allows better control of oxidative stress, a decrease pulmonary 527 
inflammation and a mitigation of the pulmonary fibrosis by defeating several pathways. Table 2 528 
summarize the effects of Nrf2 inducers in the lung fibrosis model. 529 

Despite these promising results and the implication of oxidative stress in the pathophysiology of IPF, 530 
the administration of a non-specific antioxidant treatment, N-acetylcysteine has not shown any 531 
benefits in terms of prevention of decline in respiratory function, mortality or exacerbations in 532 
patients with moderate to severe IPF. Nevertheless, Nrf2 seems to participate in the anti-fibrotic 533 
effects of pirfenidone, one of two treatments approved for IPF in human. This molecule slows the 534 
decline in respiratory function in patients with moderate or severe IPF (159). Pirfenidone has 535 
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numerous effects including an attenuation of lipid peroxidation and a clearing of the active 536 
intracellular oxygen. This suggests that pirfenidone could mitigate oxidative stress (160). Pirfenidone 537 
enhanced the mRNA and protein expressions of Nrf2, and its related genes HO-1, Gpx1 in TGF-β 538 
stimulated mouse lung fibroblasts and bleomycin-induced lung fibrosis. The upregulation of Nrf2 539 
was associated with an inhibition of the mRNA and protein of Bach1, a Nrf2 competitive inhibitor. 540 
These results suggest that pirfenidone participates in the regulation of oxidative stress by the 541 
restoration of Nrf2/Bach1 equilibrium (161). Clinical trials of potent Nrf2 activators may be required 542 
to demonstrate therapeutic relevance of this pathway in IPF in humans.  543 

2.4 Nrf2 and asthma 544 

There is considerable biological plausibility to the hypothesis that oxidative stress is involved in 545 
asthma.  Activated inflammatory cells and airway epithelial cells could both contribute to the 546 
synthesis of reactive oxygen and nitrogen species. Additionally many inhaled allergens have 547 
themselves the capacity to generate reactive oxygen species through intrinsic NADPH activity (162). 548 
Allergens that provide an exogenous source of ROS are house dust mites (163) and pollens (164).  549 
However, not all pollens with intrinsic NADPH activity evoke allergic responses that are augmented 550 
by oxidative stress require this activity (165). Inhaled particulates such as diesel exhaust contain 551 
chemicals that may trigger redox cycling and are noted for their augmentation of sensitization to 552 
allergens (reviewed in (166)).  Oxidative stress has been associated with asthma through the 553 
demonstration of impaired antioxidant reserve in the blood of both children and adults (167-169). A 554 
marker of oxidative stress, 8-isoprostane has also been shown to be elevated in the urine of severe 555 
asthmatics and to be worsened by smoking (170). Cluster analyses of an asthma cohort have revealed 556 
subsets associated with elevated 8-isoprostane in the blood (171). Elevated hydrogen peroxide levels 557 
and 8-isoprostane can also be detected in exhaled breath condensate in asthma and are inversely 558 
correlated with lung function (172, 173).  559 

Most studies implicating Nrf2 in the protection against oxidative stress in airway disease have 560 
involved the use of epithelial cells in culture or mice exposed to allergens or irritants to model 561 
asthma driven by adaptive and innate immunity. There is convincing evidence of the role of Nrf2-562 
dependent proteins in both allergic and irritant models of “asthma” in the mouse.  Particular attention 563 
has been paid to murine models associated with neutrophilic inflammation. SFN attenuates 564 
sensitization to allergen that is promoted by diesel exhaust particles (174) and airway responses to 565 
sensitization and challenge with ovalbumin (175), house dust mite and Alternaria (176) (Figure 4).  566 
Steroid insensitivity caused by exposing ovalbumin sensitized and challenged mice to cigarette 567 
smoke was restored by SFN, an effect that was absent in Nrf2-deficient mice (177).  568 

Attempts to activate Nrf2 in the airways in humans have met with less success.  Combining a 569 
potential cause of oxidative stress, namely cigarette smoking, with underlying severe asthma was not 570 
associated with an increase in expression of Nrf2-dependent antioxidant proteins in bronchial 571 
biopsies or brushings (170). A clinical trial of SFN administration (broccoli sprouts) in doses 572 
sufficient to elevate levels of SFN in the blood failed to reduce airway neutrophilia caused by ozone 573 
exposure of healthy subjects and failed to elevate phase II enzymes in the peripheral blood cells 574 
(178). Similarly, SFN administration, again using broccoli sprouts given on three consecutive days 575 
did not affect the fraction of exhaled nitric oxide or anti-oxidant enzymes in nasal epithelial cells in 576 
atopic asthmatics despite achieving substantial blood levels of SFN (179). However, in asthmatics, 577 
daily doses of SFN significantly ameliorated airway hyperresponsiveness to methacholine challenge 578 
in 60% of the subjects (Figure 4) (180). SFN was also shown to reduce the nasal allergic response 579 
and the number of inflammatory cells in nasal lavage fluid following inhalation of diesel exhaust 580 
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particles, a potent source of oxidative stress, in human subjects (181). 581 

Conclusions 582 
The lung parenchyma and the airways are constantly exposed to exogenous oxidants. The master 583 
transcription factor of the anti-oxidant response, Nrf2, is a crucial element for the maintenance of the 584 
redox balance. Altered Nrf2 expression has been demonstrated in many human respiratory diseases 585 
affecting the airways, in asthma and COPD, and the lung parenchyma in ARDS and pulmonary 586 
fibrosis. The loss of Nrf2 expression is associated with more severe induced respiratory diseases in 587 
animal models. Interestingly, the restoration of its expression by specific inducers in these models 588 
reduces the severity of the disease. Despite these encouraging results in cell and animal models, the 589 
administration of SFN, a potent Nrf2-activator, in patients with asthma and COPD has failed to show 590 
significant therapeutic benefit. Nevertheless, further investigation is warranted to further elucidate the 591 
role of Nrf2 in oxidative stress-driven pulmonary disease as well as the therapeutic potential of Nrf2 592 
inducers.  Perhaps, by analogy with biologics, patients with demonstrated deficient anti-oxidant 593 
responses to their disease should be selected for study in future clinical trials.    594 
 595 
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Figure 1: Involvement of Nrf2 in ARDS in humans and in vivo models 1111 
In humans, the risk of developing an ARDS during severe trauma is associated with the possession of 1112 
a functional promoter that has affected the binding affinity to a promoter site upstream of the Nrf2 1113 
gene. Induction of hyperoxia-induced ARDS in NRf2-deficient mice is associated with increased 1114 
lung inflammation and capillary permeability. Conversely, in a LPS induced ARDS model, induction 1115 
of Nrf2 is associated with a decrease in mortality and inflammation, notably via the M2 polarization 1116 
of macrophages.  1117 

Increase Decrease  reduce ; * : compared to wild type mice or healthy subjects;  **: 1118 

compared to un- treated mice; : macrophages; WT: wild type 1119 
 1120 
 1121 
Figure 2: Involvement of Nrf2 in COPD in human and in experimental models 1122 
In smokers with emphysema, the nuclear localisation of Nrf2 is decreased in macrophages as well as 1123 
the anti-oxidant response. This altered antioxidant response is inversely correlated with airflow 1124 
obstruction. In Nrf2 deficient mice, CSE or pancreatic elastase intra-tracheal instillations evoke a 1125 
decreased antioxidant response and an increase emphysema. In Nrf2-deficient mice, CSE or intra-1126 
tracheal instillation of pancreatic elastase results in a decreased antioxidant response and increased 1127 
emphysema compared to wild-type mice. Upregulation of Nrf2 by physical activity, LiCl or Nrf2 1128 
inducers reduces the induction of cigarette smoke-induced emphysema. 1129 

Increase Decrease  reduce ; * : compared to wild type mice or healthy subject ;  **: compared 1130 

to non treated mice; : macrophages; : Cigarette smoke;  WT: wild type; PPE: porcine 1131 
pancreatic elastase; WT: wild type; LiCl: lithium chloride 1132 
 1133 
 1134 
Figure 3: Involvement of Nrf2 in IPF in humans and in experimental models 1135 
In IPF, Nrf2 expression varies between cells: increased in type II pneumocytes and reduced in 1136 
fibroblasts and fibroblast foci. In a bleomycin-induced pulmonary fibrosis model, Nrf2-deficient 1137 
mice exhibit more severe pulmonary fibrosis, increased TGFb and pulmonary inflammation 1138 
compared to wild-type mice. Downregulation of Nrf2 in fibroblasts induces myofibroblast 1139 
differentiation. A Nrf2 inducer can inhibit this process. 1140 

Increase Decrease  reduce; : exposure ; * : compared to wild type mice or healthy subjects;  1141 
KD= knock-down; WT: wild type 1142 
 1143 
Figure 4: Involvement of Nrf2 in asthma in humans and in experimental models 1144 
The administration of foods rich in sulforaphane (broccoli sprouts) in atopic asthmatic subjects 1145 
increased plasma SFN concentration without any modification of the FeNO or of the antioxidant 1146 
response. Induction of asthma in Nrf2-deficient mice is associated with increased airway 1147 
hyperresponsiveness and inflammatory cell recruitment in BAL. Administration of an Nrf2 inducer 1148 
restores the corticosteroid sensitivity of ovalbumin-induced asthma concomitantly exposed to 1149 
cigarette smoke. 1150 

Increase Decrease  reduce; : exposure ; * : compared to wild type mice or healthy subjects;  1151 
 **: compared to non treated mice; DE: diesel exhaust; OVA: ovalbumin; AHR: airway 1152 
hyperresponsiveness; SFN: sulforaphane; BS : broccoli sprouts; FeNO: fraction of exhaled nitric 1153 
oxide; WT: wild type 1154 
 1155 
 1156 
 1157 
 1158 
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Table	1:	Effect	of	Nrf2	modulation	on	COPD	characteristics			1	

Bioactive	

Compound	

Treatment	

Administrati

on	

Species	 Model	 Outcomes	
↑	antioxidant	

response	
Ref	

SFN	

10μM	for	16h	

	

0.5mg/day	

per	mouse	

during	3	days,	
nb	

Human	

macrophag

e	

	

Nrf2	+/+	and	
Nrf2	-/-	mice	

Macrophage	
from	COPD	

patients	

Exposure	to	CS	

(for	1w	or	6m),	
challenge	with	

PA	24h	after	SFN	

treatment	

In	macrophages	from	COPD	subjects:	

- ↑	bacterial	clearance	of	PA	and	NTHI	through	an	

enhancement	of	phagocytosis	

- ↑	increase	the	expression	of	the	scavenger	receptor	

MARCO	

In	mouse	model:	
- ↓	the	bacterial	burden	and	↑	the	phagocytosis	of	

macrophage	in	Nrf2+/+	but	not	in	Nrf2-/-	mice	

Nrf2
 b
, NQO1

 a
, 

GPX2
 a,

 
(99)	

Pre-treatment	

with	0.5µM	

for	12h	

Rat	

epithelial	

type	II	cells	

(RLE-6TN)	

Exposure	to	

different	

concentrations	of	

CSE	(1%	to	20%)	
for	24h	

- ↓	cell	death	by	apoptosis	and	↓	G1	phase	cells	cycle	arrest	

- ↓	CS	induced	ROS	production 
Nrf2a,b	 (100)	

25	or	125	

µmoles/day,	

orally	for	4w	

COPD	
Subjects	

Parallel,	placebo	

control,	phase	2	

trial	

- no	significant	difference	between	groups	in	Nrf2	

expression	in	alveolar	macrophages	and	bronchial	
epithelial	cells	

- clinically	well	tolerated	

none	 (101)	

CDDO-Im	

60	or	90	
mg/kg	diet	

throughout	CS	

exposure	

Nrf2	+/+	and	

Nrf2	-/-	mice	

Exposure	to	CS	

for	5d/w	for	6m	

- ↓	alveolar	destruction	(MLI)	in	Nrf2	+/+	but	not	in	Nrf2	-/-	

mice	
- ↓	oxidative	stress	(OHdG)	through	with	an	increase	

glutathione	production	in	Nrf2	+/+	mice	only		

- ↓	CS	induced	apoptosis	(TUNEL-positive	cells)	in	both	

strains	of	mice	

HO-1	a,	NQO1	
a,	Gclc	a,	Gclm	a,	

Srx1	a,	G6PD	a	

	

(106)	

Resveratrol	
10µM	during	

24h	

A549	and	

SAE	cells	

1%,	2.5%	and	

5%	CSE	exposure	
for	24h	

- ↓	CSE	induced	ROS	production	
- ↑	GCLC	and	restored	GSH	level	
- ↑	nuclear	translocation	of	Nrf2	

↓	CSE	induced	post	transcriptional	modification	of	

Nrf2/Keap1	(tyrosine	nitration)	

Nrf2bd	;		GCLa	;	 (103)	

	2	
	3	
	4	
	5	
	6	
	7	



Table	1	continued			8	

Bioactive	

compound	

Treatment	

Administrat

ion	

Species	 Model	 Outcomes	
↑	antioxidant	

response	
Ref	

Alantolactone	

1,	5,	10µM	

pre	

treatment	

for	2h	before	

CSE	
exposure	

Beas-2B	
and	NHBE	

cells	

5%	CSE	
exposure	for	

24h	

- ↓	IL-1	β,	TNF-α,	IL-6	and	IFN-γ	CSE	induced	production	

- ↓	caspase	3	activity	and	apoptosis	
- ↓	ROS	and	MDA	content	

- ↓	CS	induced	phosphorylation	of	p65	of	the	Nf-κB	pathway	

Nrf2	b;	HO-1b	 (182)	

Andrographolid
e	

0.1,	0.5,	

and	1mg·kg-

1,	2h	

BALB/c	

mice	

Exposure	to	CS	

for	1h	during	

5d,	2h	after	

treatment	

- ↓neutrophil	and	total	cell	recruitment	
- ↓	lung	protein	level	of	IL-1β,	MCP-1,	KC	and	IP-10	
- ↓	cytokine	production	of	MIP-2α,	MMP12,	TIMP-1,	GMCSF,	

TNFα	

- ↓	oxidative	stress	(8-Isoprostane,	8-OHdG	and	3-NT	levels)	

Nrf2bd,	GCLM	a,	
GCLCa,	Gpx-2a,	

HO-1a,	CATc,	

SODc,	GPxc,	

GRc	

(110)	

5mg/kg	and	

10mg/kg,	ip	
BALB/c	

mice	

Exposure	to	CS	

twice/d,	5d/w	

during	2w	

Treatment	2h	

prior	NTHi	
challenge	

- ↓	total	cell	count,	neutrophils	and	macrophage	in	the	BAL	
- ↓	lung	inflammation	induced	by	NTHi	infection	in	the	

context	of	CS	exposure	

- ↓	TNF-α,	IL1-β	
- Change	the	protease	anti-protease	balance	by	↓	MMP9	and	

MMP8	

Nrf2b,	GCLMa,	

Gpx-2a,	HO-a,	

NQO1	a,	GRa		
(94)	

Triterpene	Acids	

50mg/kg	or	
100mg/kg,	

ig	from	the	

7w	CS	

exposure	

C57BL/6J	

mice	

Exposure	to	CS,	

4	times/d	for	

5d/w	during	

12w	

- ↓	lung	weight	assessed	by	the	lung	index*	and	the	lung	

alteration	assessed	by	MLI	and	DI	

- ↓	IL-1β_,	IL-2,	IL-6,	and	TNF-α	

- ↓	CS	induced	inflammation	by	↓	p-NFκB	
- ↑	phosphorylation	of	AMPc	

Nrf2b	 (108)	

Abbreviations:	nb:	nebulisation;	ip:	intraperitoneally;	iv:	intravenously;	it:	intratracheal;	ig	:	intragastric;	w:	week,	m=month,	CS;	cigarette	smoke,	CSE:	cigarette	smoke	extract.	9	
A549:	human	type	II	alveolar	epithelial	cell	line,	SAEC	cells:	Human	primary	small	airway	epithelial	cells;	NHBE	:	normal	human	bronchial	epithelial	cells,	TIMP-1	:	tissue	10	
inhibitor	of	metalloproteinases-1;	MIP-2:	macrophage	inflammatory	protein	2- α	;	3-NT:	3-nitrotyrosine	;	GSH:	glutathione	;	GSL:	Glutamate-cysteine	ligase;	GCLC,	glutamate-11	
cysteine	ligase	catalytic;	GCLM,	glutamate-cysteine	ligase	modifier;	GPx,	glutathione	peroxidase;	GR,	glutathione	reductase,	MARCO:	Macrophage	Receptor	With	Collagenous	12	
Structurea	mRNA	expression;	b	protein	expression;	c	enzymatic		activity	;	d	nuclear	localisation,	*Lung	index	(%)	=	lung	weight	(mg)/body	weight	(g)	x100	;	MLI	=	Mean	linear	13	
intercept	;	DI	:	destructive	index	14	



Table	2:	Effect	of	Nrf2	modulation	in	pulmonary	fibrosis	

Bioactive	

compound	

Treatment	

Administratio

n	

Species	
FA	(n	inj;	

duration)	
Outcomes	

↑	antioxidant	
response	

Re

SFN	

Subcutaneous	

injection	

(0.5mg/kg)	

Mouse	
BLM	(1,	7	or	28	

d)	

- ↓	pulmonary	inflammation:	↓	TNFα	and	IL-1β	
- ↓	lung	induced	oxidative	stress	(3NT;	4HNE)	
- ↓	lung	fibrosis:	↓	fibrosis	score	(Szapiel	Score),	↓	level	of	

TGFB,	↓	hydroxyproline	conten	

NRF2	a,b,	HO-1	

a,b,	NQO1	a,b,	

SOD	a,b,	CAT	a,b	

(1

epigallocatechin

-3-gallate	

20mg/kg	body	

weight,	once	

daily	ip	

Rat	
BLM	

(1;	28	d)	

- ↓	lung	induced	oxidative	stress	(↓	ROS	and	LPO)	

- Restores	the	reduced	activities	of	the	phase	II	enzymes	
NQO1	and	GST	induced	by	the	BLM	

- ↓	pulmonary	inflammation	(NF-κB,	IL-1β,	TNFα)	
- ↓	pulmonary	damages	and	↓	the	lung	collagen	and	

hydroxyproline	content	

NRF2b	GSTc	;	

NQO1c	;	SOD	;	

CAT	;	GPX	;	

GSH	

(1

	

salidroside	

50,	100,	or	

200mg/kg	ip	

	

Rat	 BLM	(1;	28d)	

- ↓	lung	induced	oxidative	stress	(↓	MDA)	
- ↓	pulmonary	inflammation:	↓	inflammatory	BAL	cells	

recruitment,	↓	level	of	IL-6,	TNFα	in	the	BAL,	inhibit	IκBα	
phosphorylation	and	(NF-κB)	p65	nuclear	accumulation	

- Inhibits	the	BLM	induced	EMT	assessed	by	↓	E-cadherin	and	

↑	vimentin,	fibronectin,	and	α-smooth	muscle	actin	(α-SMA)	

- ↓	TGF-β1	and	the	phosphorylation	of	Smad-2/-3,	a	

downstream	target	

NRF2	b,	HO-1	b;	

NQO1	b	

SOD	c	GSHpx	c	

(1

berberine	
200mg/kg	i.p	

daily	
Rat	 BLM	(1;	28d)	

- ↓	lung	induced	oxidative	stress	(↓	MDA	and	MPO	in	the	BAL	
and	in	the	whole	lung	

- ↓	collagen	deposition	assessed	by	hydroxyproline	content,	

pulmonary	fibrosis	and	↓	level	of	TGF1β	

- ↓	pulmonary	inflammation	(↓	NF-κB-p65	nuclear	

translocation,	IκB	Ser32/36	phosphorylation)	

NRF2	b;	SOD	c;	

CAT	c;	GPX	c;	

GSH	c	

(1

	
	



	

Table	2	continued	

	

Abbreviations:	ip:intraperitoneally	;	iv	:	intravenously;		it	intratracheal;	ig	:	intragastric	BLM:	bleomycin;	PRQ:	paraquat.	MEF:	mouse	embryonic	fibroblast;	

NIH3T3	:	murine	embryo	fibroblasts	;	NHLFs	:	normal	human	lung	fibroblasts	;	MAPK:	mitogen-activated	protein	kinase	;	NAD(P)H:quinone	oxidoreductase	1	

(NQO1),	γ-glutamyl	cysteine.			a	mRNA	expression;	b	protein	expression;	c	enzymatic		activity	;	d	nuclear	localisation	
	
	

Bioactive	

compound	

Treatment	

Administration	
Species	

FA	(n	inj;	

duration)	
Outcomes	

↑antioxidant	
response	

Ref	

Salvianolic	

acid	B	

SalB	at	20mg/kg/d	

from	14d	to	28d	

Rats	and	

MRC-5	

human	

embryonic	

lung	

fibroblast	
line	

it	BLM	(1;	28d	

In	MRC-5	stimulated	with	TGF-β	
- ↓	markers	of	myofibroblast	differentiation	(vimentin,	α	

SMA,	fibronectin)	

- ↓oxidative	stress	(ROS	and	MDA)	

In	rat	exposed	to	BLM	

- ↓	markers	of	myofibroblast	differentiation	( α	SMA)	
- Improved	the	induced	pulmonary	fibrosis	

Nrf2	a,b,d	in	cells	

line		and	NRF2	b	
(149)

Quercetin	

30mM	
NIH3T3	;	

NHLFs	
TGF-β	

- ↓collagen	production	induced	by	TGF-b	in	human	and	

murine	fibroblasts	
- activates	SMAD	and	MAPK	pathways	

Nrf2d	,	HO-1b	 (156)

Different	

concentrations	

BEAS	2B	

cells	;	
BLM	

- ↓	ROS	production			induced	by	BLM	
- ↓IL-8	induced	by	BLM	

Nrf2a	,	HO-1	a,	

catalase	a,	y-GCS	

a	
(183)

Resveratrol	

	

10μM	

	

BEAS2B 

cells; 

RAW264.7	;	

MEF	

ig PRQ (10 µM) 
	

- ↓	oxidative	stress	in	BEAS2B	cells	
- ↓	PRQ	induced	myofibroblast	transformation	of	MEF	and	

macrophages	

- ↓	PRQ	induced	inflammatory	response	(IL-6,	TNFα;	TNF β)	

in	macrophages	

Nrf2	b;	NQO1	b;	
HO-1	b	in	

BEAS2B	treated	

cells	

(155)

Rapamycin	 0.2mg/kg/d	ig	 Rats Ig PRQ (1; 28) 

- ↓	mesenchymal	cell	marker	(Vimentin)	and	the	EMT	
associated	transcription	factor	SNAIL	

- ↓	mRNA	expression	of	collagens	1	and	3	
Nrf2	a,b	 (157)


