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RESUME

L'asthme est une pathologie environnementale majeure touchant prés de 10% de la
population mondiale. L'étude des mécanismes contrdlant la réaction allergique humaine
conduisant aux manifestations cliniques observées est malheureusement encore limitée malgré
I'analyse de divers prélevements humains (biopsies, lavages bronchoalvéolaires, etc) et
l'utilisation de modéles animaux. Au cours de ce travail, nous avons développé un modele
d'étude de la réaction asthmatique allergique chez la souris SCID humanisée (Severe Combined

ImmunoDeficiency).

Nous avons montré que, seules des souris SCID reconstituées avec des cellules
provenant de patients sensibles & Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt), et exposées a un
aérosol de cet allergéne:

1) produisent des IgE humaines spécifiques vis-a-vis de Dpt. Cette production transitoire
semble régulée tardivement par une population de cellules CD8* suppressives.

2) développent un infiltrat pulmonaire de cellules humaines CD45+ majoritairement de
type CD4%, activées et mémoires, exprimant des ARNm codant pour des cytokines de type 2:
I'TL-4 et I'IL.-5. Malgré l'origine murine des éosinophiles recrutés, cette réaction de type
inflammatoire est similaire 2 celle observée chez les patients asthmatiques allergiques.

3) et présentent une hyperréactivité bronchique au carbachol nécessitant I'activation, par

I'aéroallergeéne, des cellules de patients asthmatiques.

Par conséquent, ces souris SCID humanisées "allergiques” présentent trois
caractéristiques majeures de l'asthme, et peuvent donc étre utilisées pour évaluer I'efficacité de
molécules a visée thérapeutique, et étudier in vivo les mécanismes impliqués dans le

développement de 1'asthme allergique.
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Introduction

L’allergie est généralement causée par une surproduction d’IgE en réponse a des
antigénes environnementaux communs, comme ceux présents dans le pollen, 1a nourriture, les
acariens de la poussiére de maison, les phane¢res d’animaux, les spores fongiques et les venins
d’insectes. La prédisposition a ’allergie apparait cependant résulter d’une combinaison de
facteurs génétiques et environnementaux. Les manifestations allergiques les plus communes
sont I’asthme, la rhinite allergique, la dermatite atopique et les allergies alimentaires, bien que la
plus dangeureuse soit le choc anaphylactique, habituellement provoqué par une piqfire d’insecte
ou consécutif a I’administration de certains médicaments. L’allergie, sous une forme ou une
autre, touche au moins 20% de la population dans les pays développés, et I’augmentation
alarmante de sa prévalence, de sa morbidité et de sa mortalité au cours des 10 dernieres années
I’ont désignée comme la maladie environnementale majeure [Barnes, 1991].

Il est maintenant bien établi que dans 1'asthme allergique I'inhalation de 1'allergene peut
induire une réponse inflammatoire pulmonaire qui est associée a une augmentation immédiate
(dans les 20 min suivant 'exposition) de la résistance des voies aériennes, parfois suivie d'une
augmentation tardive (dans les 4 & 12 heures). De plus, l'allergéne inhalé peut induire une
augmentation prolongée (de plusieurs semaines) de I'hyperréactivité bronchique non spécifique
(HRB) [Platts Mills, 1991]. La réaction asthmatique immédiate est principalement due a une
contraction des muscles lisses bronchiques et & un cedéme de la muqueuse en réponse a des
médiateurs d’origine principalement mastocytaire. La réaction tardive s’accompagne d’une
inflammation bronchique caractérisée principalement par une augmentation du nombre de

lymphocytes et d’éosinophiles.
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1- LA REPONSE IgE

Les anticorps (Ac) IgE spécifiques de I’allergéne, qui peuvent se lier a leurs récepteurs
de haute affinité (FceRI) sur les mastocytes et les basophiles, jouent un rdle important dans la
médiation de réactions allergiques immédiates, par la libération de médiateurs solubles (voir
paragraphe 2.1.1-). La génération de lymphocytes Be obéit a une séquence ordonnée
d’évenements initiée par I’activation des cellules B spécifiques de I’allergéne qui commutent
leur syntheése d’Ac de la classe IgM vers la classe IgE (commutation isotypique ou switch). Les
cellules B ainsi différentiées produisent alors des IgE en réponse a des antigénes qui se lient &
des récepteurs immunoglobuliniques de surface, et en réponse a des signaux de costimulation
fournis par les cellules T helper CD4% activées. Il a été démontré que 1”IgG4, surproduite chez
le patient allergique, est en relation avec une régulation isotypique anormale, puisque des Ac
IgG4 spécifiques des patients allergiques sont corrélés avec le taux d’IgE spécifiques
correspondant, sans que les taux d’IgG4 totales différent entre les allergiques et les contrdles

[Jeannin, 1994].

1.1- Les allergénes

Les allergenes constituent un des acteurs a 1’origine de la réponse IgE. Les principaux
allergénes incriminés dans I'asthme allergique sont soit "intérieurs" comme les acariens de la
poussiere de maison, les poils de chats et les blattes (cause importante d'asthme dans les villes),
soit "extérieurs" et saisonniers comme les pollens, ou encore 1’un et I’autre en ce qui concerne
les moisissures. De nombreuses études épidémiologiques suggerent un rdle étiologique des
allergénes d’acariens dans les manifestations allergiques respiratoires. Ainsi, on estime a 30
millions, le nombre de sujets dans le monde sensibles aux acariens. En France, 60 a 75 % des
asthmes allergiques perannuels sont en relation avec une sensibilisation aux acariens [Platts
Mills, 1991].

1.1.1- Les allergénes d'acariens

Responsables essentiels de 1’allergie a la poussiére de maison, les acariens appartenant a

la famille des Pyroglyphidae (17 genres et 47 espéces) sont universellement répandus. Le genre
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Dermatophagoides est surtout rencontré en Europe, au Japon et en Amérique du Nord. Les
espéces Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) et farinae (Df) sont les plus fréquentes en
Europe. Ces arthropodes représentent une source complexe d’antigeénes et d’allergenes [Arlian,
1987; Krilis, 1984; Le Mao, 1983; Lind, 1983]. La caractérisation des principaux allergénes
majeurs a permis de préciser les séquences liant les Ac d’isotype IgE, et d’approfondir nos
connaissances sur les mécanismes immunologiques susceptibles d’intervenir au cours de

I’allergie aux acariens [Pestel, 1995].

1.1.1.1- Les principaux allergénes de Dermatophagoides

Une trentaine de molécules allergéniques isolées de Dermatophagoides (caractérisées par
leur PM) sont reconnues par des IgE présentes dans les sérums de patients allergiques a Dpt
[Balbo, 1991]. Parmi les 9 allergeénes principaux actuellement utilisés, 4 classes d’allergénes
majeurs ont été décrites:

a) Les allergeénes de classe I incluant Der p 1 issu de Dpt (qui représente 10 4 20% des
protéines d’extrait total d’acariens) et Der f 1 purifié a partir de Df [Chapman, 1980; Dandeu,
1982]. Ces 2 glycoprotéines globulaires de PM 25 kD qui se retrouvent surtout dans les
déjections des acariens [Thompson, 1988], présentent une activité thiol-protéase [Dilworth,
1991].

b) Les allergenes de classe II incluant 2 glycoprotéines de PM 15 kD (Der p 2 issu de
Dpt et Der £ 2 issu de Df) proviennent surtout du corps des acariens [Heymann, 1989].

c) Les allergénes de classe HT incluant les molécules Der p 3 et Der f 3 (ayant un PM de
29kD) présentent 45 & 50% d’homologie avec des sérine protéases (trypsine et chymotrypsine)
[Stewart, 1989].

d) Les allergénes de classe IV incluant une molécule de 60kD ayant une activité
amylasique qui est reconnue par les IgE présentes dans 46% des sérums de patients adultes

allergiques a Dpt [Lake, 1991].
1.1.1.2- Un exemple d’allergéne recombinant: Der p 1
Deux observations permettent de définir Der p 1 comme un allergéne majeur.

Premiérement, plus de 75% des IgE sériques chez des patients atteints d’asthme, de rhinite ou

de dermatite atopique reconnaissant Dpt sont spécifiques de Der p 1 [Chapman, 1980].
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Deuxiemement, les taux d’IgE anti-Der p 1 sont corrélés aux valeurs de RAST anti-Dpt
[Didierlaurent, 1991].

La purification puis la caractérisation de Der p 1 [Chapman, 1980; Stewart, 1987] ont
permis I’obtention d’ Ac monoclonaux spécifiques utilisés pour cribler des banques d’ADNc de
Dpt construites dans différents vecteurs [Chua, 1992]. De plus, I’insertion de fragments
d’ADNc codant pour Der p 1 dans le vecteur pGEX, a permis d’appréhender les séquences
susceptibles de lier I’'IgE [Greene, 1991; Greene, 1992] ainsi que les épitopes T potentiels
[Yssel, 1992].

* Cartographie des épitopes B de Der p 1

Différentes approches ont été utilisées pour caractériser 1’allergénicité de Der p 1
recombinante, vis-a-vis des cellules B [Chapman, 1984; Greene, 1991; Greene, 1992]. L'une
d'elles a consisté en 1’analyse comparative de I’activité de peptides sythétiques de Der p 1 sur
des cellules porteuses d’un récepteur pour I’'IgE provenant de patients sensibles a Dpt. La
sélection des peptides de Der p 1 a été faite d’une part en prenant en compte des critéres
thermodynamiques et statistiques (comme 1’accessibilité, la flexibilité et ’hydrophilie) prédictifs
pour I’existence d’épitopes T et B, en faisant appel a une modélisation tridimensionnelle de Der
p 1 [Jeannin, 1992]. L’activité biologique de 4 peptides de Der p 1 a été évaluée en mesurant la
réactivité plaquettaire induite ainsi que leur capacité a induire une histaminolibération [Cardot,
1992; Jeannin, 1993a]. Les résultats indiquent que !’intensité et la fréquence de la réponse
dépendante de I’IgE est variable suivant les peptides, la dose de peptide et le patient; et qu’il
n’existe pas de peptide immunodominant [Jeannin, 1992]. Leur pouvoir immunogénique

intrinséque a également été analysé [Jeannin, 1993b].

* Cartographie des épitopes T de Der p 1

En présence de Der p 1, les lymphocytes T CD4 proliférent différemment en fonction
du statut du donneur: la réponse proliférative est plus importante d'une part chez les patients
sensibles a Dpt par rapport aux sujets sains [Rawle, 1984], et d'autre part chez les patients
asthmatiques par rapport aux patients atteints de rhinite [O'Brien, 1992]. De plus, en présence
de Der p 1 ou de peptides de Der p 1, des clones lymphocytaires T CD4+ spécifiques de Der p
1 peuvent produire de I'IL-4 et de I'IL-5, cytokines de type Th2 (caractérisation des profils de
production de cytokines de type 1 ou 2: voir paragraphe 1.3.1.1-) [Yssel, 1992].
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Des épitopes T ont donc pu étre identifi€s en analysant la prolifération lymphocytaire T
et la production de cytokines induites par différentes protéines Der p 1 mutée par délétion
[Jeannin, 1993b; Yssel, 1992].

De maniere intéressante dans une optique d’inhibition sélective de la stimulation des
lymphocytes spécifiques d’allergéne, il a été montré que des clones lymphocytaires T,
spécifiques de Dpt, incubés avec une dose optimale de peptide de Der p 1 proliferent et
produisent de I'IL-4. Cependant, aprés préincubation de ces mémes lymphocytes avec une dose
supraoptimale du peptide, une absence de prolifération est observée: un état d’anergie
lymphocytaire T a été induit [O'Hehir, 1991]. Enfin, I’inhalation de faibles concentrations d’un
peptide contenant 1’épitope T majeur de Der p 1 (résidus 111-139) induit une tolérance chez des
souris naives: elles deviennent non sensibles a un challenge ultérieur avec 1’allergéne intact

[Hoyne, 1993].
1.1.2- Autres allergénes

D'autres aéroallergénes ont pu étre analysés. La caractérisation d'allergénes majeurs et le
développement d'Ac monoclonaux spécifiques a rendu possible leur mesure dans les
échantillons de poussi¢re et d'atmosphere. Ont été par exemple identifiés:

(1) Fel d 1, allergéne majeur de chat [Ohman, 1987].

(2) Bla g 1 et Bla g 2, allergeénes majeur de blattes [Pollart, 1991].

(3) Bet v 1, seul allergéne majeur du pollen de bouleau [Ipsen, 1983]. Plus de 96% des
patients allergiques aux pollens d’arbres présentent des IgE anti-Bet v 1, et 60% réagissent
exclusivement avec cet allergéne [Jarolim, 1989].

(4) Amb a 1, allergéne majeur du pollen d’ambroisie (herbacée). Il représente 6% des
protéines totales d’un extrait de pollen [Zeiss, 1973].

(5) Lol p 1, allergeéne majeur du pollen d'ivraie (graminée) [Perez, 1990].

(6) Alt a 1, Cla h 1, allergéne majeur des moisissures Alternaria alternata et
Cladosporium herbatum [Achatz, 1995]. La sensibilisation aux moisissures touche 10% de la
population allergique. Cependant, seules 10 a 20 espéces sont allergisantes [Karlsson Borga,
19891]. |

Jusqu'a présent, les études concernant ces allergénes ont été moins développées que

celles portant sur les Acariens. Cependant, il a ét€é montré que des clones lymphocytaires T
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spécifiques de Fel d 1, provenant de patients sensibles aux allergénes de chats, sont
fréquemment de type Th2, indiquant que ces cellules jouent un rdle important dans la
pathophysiologie des réponses allergiques vis-a-vis des allergénes de chats [Joost Van
Neerven, 1994].

Tous ces allergénes sont a I’origine d’une réponse IgE chez I’allergique. La réponse Ac
est initiée dans les ganglions, ou se retrouvent 1’antigéne et les cellules dendritiques qui ont
capté I’antigeéne, pouvant alors retenir les lymphocytes T spécifiques qui autrement ne feraient
que traverser les ganglions. Dans le cortex de ces ganglions se développent les follicules
lymphoides & centre germinatif, réseau de cellules dendritiques colonisé par quelques
lymphocytes T et B spécifiques dont I’activation a été déclenchée suite a la reconnaissance de
I’antigéne avant qu’ils n’atteignent le cortex ganglionnaire. Dans le centre germinatif, les
cellules B spécifiques proliférent (centroblastes de la zone sombre du follicule) puis migrent
vers la zone claire ol a lieu la commutation isotypique, puis vers la zone basale, et enfin vers la

zone apicale ol elles se différencient (centrocytes) [Dessaint, 1994].

1.2- Induction de la synthése d’IgE

Au cours d’une réponse immune, le lymphocyte B peut exprimer différents isotypes de
chaine lourde des immunoglobulines (Ig), portant la méme région variable VDJ. Ce phénomeéne
(commutation isotypique) permet & un seul clone B de produire des Ac avec la méme spécificité,
mais différentes fonctions effectrices. Pour commuter vers un isotype particulier, une cellule B
a besoin de recevoir 2 signaux délivrés par I’intermédiaire de séries complexes d’interactions.
Les cellules B spécifiques de 1’allergéne capturent I’antigéne via leurs molécules Ig de surface,
I’internalisent et le transforment en pepﬁdes qui sont alors présentés a la surface des cellules B
en association avec les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de type II.
La reconnaissance du complexe antigéne/CMH de type II par le récepteur des cellules T (TCR)
conduit a 2 événements cruciaux: la sécrétion de lymphokines (en particulier I'IL-4 qui fournit
le premier signal pour I’induction de la synthése d’IgE), et I’expression du ligand du CD40
(CD40L) [Vercelli, 1995].
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1.2.1- Les 2 signaux nécessaires a la synthése d’IgE
1.2.1.1- Premier signal: I’'TL-4 ou PIL-13

De nombreuses observations montrent que I’IL-4 est essentielle pour la production
-d’IgE: (1) I’IL-4 est capable d’induire la synthése d’IgE in vitro [Lundgren, 1989}, (2) une
molécule recombinante soluble correspondant au domaine extracellulaire du récepteur pour I'IL-
4 (IL-4R) bloque la commutation vers I'IgE de cellules mononucléées humaines stimulées par
I’'IL-4 [Garrone, 1991]. Les mémes résultats ont pu étre obtenus en utilisant une IL-4 mutée
[Aversa, 1993]. Une autre preuve (3) provient de I’ utilisation de souris chez lesquelles le géne
de I'IL-4 est inactivé par recombinaison homologue. De telles souris sont incapables de
développer une réponse IgE; 1a réponse IgG1 est également supprimée, alors que la production
des autres isotypes n’est pas affectée [Kuhn, 1991]. Une étude épidémiologique a montré que
I’IL-4 ou un géne proche dans le chromosome 5g31.1 est responsable de la régulation de la
production d’IgE indépendamment de I’antigéne. D’éventuels polymorphismes dans la région
régulatrice de ces geénes pourrait résulter en une prédisposition a sécréter des taux anormalement
élevés de cytokines induisant une production d’IgE [Marsh, 1994].

L’IL-13 partage de nombreuses propriétés avec I’IL-4 et en particulier, chez 'homme, la
capacité a induire la synthése d’IgE [Defrance, 1994; Punnonen, 1993].

L'TL-4 et 'TL-13 stimulent également le switch vers 1'[gG4 [Punnonen, 1993].

1.2.1.2- Deuxiéme signal: ’interaction CD40-CD40L

L’engagement du CD40 des cellules B par le CD40L exprimé sur les cellules T fournit le
second signal nécessaire & la commutation isotypique vers I’IgE. Le CD40L peut étre remplacé
in vitro par des Ac monoclonaux anti-CD40. Ainsi, I’engagement du CD40 des cellules B au
moyen d’un Ac, en présence d’IL-4 recombinante induit une intense production d’IgE, mais
une modeste syntheése d’IgG, par des cellules B purifiées [Jabara, 1990].

Le CD40 est une glycoprotéine de surface exprimée par les cellules B humaines, les
monocytes activés par les cytokines, les cellules folliculo-dendritiques, les cellules épithéliales
(incluant 1’épithélium thymique), les cellules endothéliales [Hollenbaugh, 1995], certaines
cellules de carcinomes et mélanomes, mais pas par les cellules T [Banchereau, 1994]. Le

CDA0L est une glycoprotéine membranaire transitoirement exprimée a la surface des cellules
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Th2 murines activées [Armitage, 1992]. Des transcrits pour le CD40L ont été également mis en
évidence dans les cellules T af CD4% ou CD8*, les cellules T ¥3, les cellules NK, les
thymocytes feetaux [Cocks, 1993]. Le CD40L est aussi exprimé par les basophiles
[Yanagihara, 1997], les éosinophiles [Gauchat, 1995], ainsi que les cellules B activées par la
PMA (phorbol myristate acétate) et 'ionomycine [Grammer, 1995]. Le CD40L peut €tre clivé et
un facteur soluble: TRAP (TNF-Related Activation Protein) est rapidement libéré apres
activation des cellules T [Graf, 1995].

Des cellules transfectées avec le CD40L induisent la synthese d’IgE en présence d’IL-4,
alors qu’une protéine de fusion CD40-Ig soluble inhibe la syntheése d’IgE dépendante de 'IL-4
par des cellules mononucléées humaines [Fanslow, 1992]. L’importance du réle de I’interaction
CD40/CD40L est renforcée par 1’observation que la commutation isotypique, quelle qu’elle
soit, est défectueuse chez des patients présentant le syndrome d’hyper-IgM lié au X, qui est
induite par une mutation du CD40L aboutissant a une altération de I’interaction CD40/CD40L
[Fuleihan, 1993]. La stimulation par I’IL-4 et un anti-CD40 induit également la synthése
d’IgG4 [Gascan, 1991].

Le CD40L est plus fortement exprimé 2 la surface des cellules naives CD45RAY que des
cellules mémoires CD45RO. Ainsi dans des conditions physiologiques, les sous-populations
de cellules CD45 semblent jouer des roles significatifs mais distincts dans I’induction de la
production d’IgE: les cellules T CD45RO% fournissent I'IL-4, et les cellules T CD45SRA+
fournissent le second signal via le CD40L [Patel, 1996].

La complexité des interrelations entre cellules T, cellules B et cytokines impliquées dans
I’induction de I’IgE rend difficile I’établissement d’une chronologie des événements conduisant
a la synthese d’IgE. Cependant, les études moléculaires désignent clairement la hiérarchie dans

les étapes de I’induction de I'IgE, et dans les signaux qui déclenchent ces étapes.
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1.2.2- Aspects moléculaires de la commutation
vers PIgE (figure 1)

1.2.2.1- Structure du géne codant pour la partie constante des

IgE

Les génes des régions constantes des chaines lourdes des immunoglobulines (CH) sont
localisées en 3' des geénes codants pour les régions variables des chaines lourdes (VH). Le locus
CH humain s'étend sur 300kb sur le chomosome 14, et est composé de 9 génes fonctionnels et
de 2 pseudogenes, dont 1 pseudogene € [Hofker, 1989]. Le géne Ce est précédé par son
promoteur, un exon initial non codant (I€) et une séquence de commutation ou séquence switch
(Se) complémentaire des autres séquences SH homologues, localisées en amont des autres
génes CH. Le géne Ce consiste en 4 exons C (CHI a CH4) et 2 exons de membrane (M1 et M2);
ces derniers codant pour les parties transmembranaire et intracytoplasmique de I'IgE
membranaire [Ishida, 1982; Max, 1982].

11 existe un autre geéne Ce localisé sur le chromosome 9. Ce pseudogéne ne contient ni
intron, ni région switch en 5', et pourrait correspondre 2 l'intégration d'un ARN transcrit a
partir du gene fonctionnel, transformé et transféré a une nouvelle localisation chromosomale
[Battey, 1982].

La commutation de Cp et Cd vers des isotypes situés en aval implique une
recombinaison qui élimine les génes CH, et positionne le nouveau géne CH directement en 3' du

géne VH déja assemblé [Davis, 1980].

1.2.2.2- Mécanisme de la commutation isotypique vers 'IgE

L'addition d'TL-4 a une culture de cellules mononucléées (CMN) conduit a une synthése
d'IgE. Des taux significatifs d'IgE ont été détectés au bout de 7 jours de culture, et des taux
maximum ont été observés a environ 13 jours de culture. Deux types d'ARNm &
cytoplasmiques majeurs ont pu étre détectés. Le plus long, d'environ 2,2kb, est détecté apres 7
jours de culture, et 'expression maximale est observée au jour 11. Il représente le transcrit
mature ou productif (pe). Un transcrit plus court, d'environ 1,7kb, est détecté dés la deuxiéme

heure d'incubation avec I'TL-4. L'expression maximale est également observée au bout de 11
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Figure 1: La commutation isotypique ou switch sélectionne les génes CH en 3
étapes. La premiére consiste en ’activation du géne Ce qui aboutit a la transcription
d’un ARNm qui n’est pas traduit (transcrit stérile). Lors de la seconde étape, la
recombinaison a lieu par appariement SU-S€; une boucle d’ ADN se forme alors. Cette
boucle est excisée au cours de la troisieme étape; ce qui a pour conséquence la
juxtaposition du gene variable et du geéne constant. L’ARNm ainsi obtenu sera traduit
en protéine, d’olt son nom de transcrit productif. Dans le cas de I'IgE, la commutation
est dirigée par des cytokines qui provoquent une déméthylation des segments d’ADN

flanquants les séquences switch SH. L'IL-4 et I'IL-13 favorisent la transcription du
gene Ce et donc I’obtention du transcrit stérile. Ces 2 cytokines sont appelées facteurs

de switch. Le deuxieme signal nécessaire est un signal de switch délivré suite a
I’interaction CD40-CD40L. (d'apres [Dessaint, 1995])
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jours de culture. Il représente le transcrit stérile ou germline, et n'est pas présent dans les
cellules qui ont déja commuté vers I'IgE [Gauchat, 1990]. La pertinence in vivo de ce
mécanisme a été vérifiée: I’augmentation des taux d’ ARNm codant pour I’'IL-4 chez des souris
ayant subi une injection avec un Ac anti-IgD, est suivie, dans les 24 heures, par une
augmentation des ARNm gg, et 1 ou 2 jours plus tard, par I’augmentation des ARNm pe et des
taux d’IgE. Des antagonistes pour 1’IL-4 bloquent ces 3 derni¢res étapes [Thyphronitis, 1993]
(figure 1).

Les cellules B peuvent commuter séquentiellement de W vers ¥ puis vers €. Ainsi, des
régions composites de switch: Si-Sy-Se, ont été mises en évidence dans des lymphocytes B
humains traités avec I’'IL-4. Ceci suggere qu’une commutation séquentielle (de i vers ¥, puis de
v vers €) peut se produire dans les lymphocytes B humains a une fréquence non négligeable
[Mills, 1992]. Les 4 loci y humains peuvent participer, a fréquence égale, au switch séquentiel
[Mills, 1995]. Le switch peut aussi s’effectuer de maniére séquentielle en 3 étapes: de | vers €
en passant par o, et Y [Zhang, 1994a]. Il ne semble pas que la fréquence de commutation
isotypique vers I'IgE soit influencée par une précédente commutation vers d’autres classes d’Ig
[Jung, 1994].

1.2.2.3- Nécessité absolue du transcrit stérile pour la

commutation isotypique vers I’IgE

Les transcrits germline ont un rdle crucial dans les événements de recombinaison qui
aboutissent & la commutation isotypique. Ainsi, le remplacement du promoteur sensible & I'TL-4
par un promoteur homologue, peut induire la formation d’un transcrit germline artificiel lorsque
ce promoteur est spécifiquement activé. Ce transcrit est suffisant pour diriger la commutation
isotypique. Il a été avancé que le ge pourrait étre partie intégrante de la recombinase du switch,
lui fournissant alors la spécificité pour diriger le switch vers les différents isotypes [Lorenz,
1995].

1.2.2.4- Obtention de différents transcrits productifs apres

épissage alternatif

Neuf ARNm codant pour 6 isoformes différentes de la chaine lourde € ont été décrits.

Deux ARNm codent pour des formes membranaires, bien que 1’une d’elle soit extrémement
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rare. La forme membranaire commune contient une région riche en proline entre les 2 résidus
transmembranaires hydrophobes, et le domaine Ig. Les autres ARNm € codent pour 4 formes
de chaines € potentiellement sécrétées, puisque les domaines transmembranaires hydrophobes
sont absents. Deux ARNm codent pour la méme protéine € classique, sécrétée. Les 5 autres
codent pour 3 formes de chaine &; leur taille est soit de 6 a 134 aa plus grande que la protéine
classique sécrétée, soit de 10 aa plus courte [Zhang, 1994b; Zhang, 1992]. Les quantités de ces
isoformes d'ARNm € sont différentiellement régulées in vivo et in vitro. Cependant, d'autres
auteurs ont montré, qu'aprés expressibn des transcrits € dans des lignées myélomateuses, seule
la forme d'IgE membranaire classique est détectée dans les extraits cellulaires, et seule la forme
sécrétée classique est détectée dans les surnageants. Ceci suggere que certaines des isoformes
d’ ARNm € soit sont rapidement éliminées, soit sont des ARNm épissés de maniere aberrante;

leurs produits protéiques étant éliminés par des événements post-translationnels [Batista, 1995].

1.3- Régulation de la réponse IgE

La réponse IgE est étroitement contrlée; 4 mécanismes au moins sont impliqués:

(1) une élimination rapide de I’isotype (demi-vie de I'IgE: 2-3 jours) [Waldmann, 1969]

(2) une régulation par le biais du réseau anti-idiotypique. Une synthese d’IgE aprés
stimulation de cellules B purifiées par de I'TL-4 et un Ac anti-CD40 est inhibée par des Ac anti-
IgE. Les anti-IgE régulent négativement le pe, sans affecter I’expression du ge. Seules les
cellules Be sont une cible pour ces Ac. Par conséquent, les anti-IgE ne modulent pas une
induction de synthése comme des cytokines telles que le TGF-B, mais inhibe une synthese
d’IgE en cours, ce qui leur confére un potentiel thérapeutique trés important [Stampfli, 1994].

(3) une régulation par des facteurs solubles, dont les plus importants sont les cytokines,
et en particulier les cytokines de type Thl et Th2 (paragraphe 1.3.1-).

(4) une régulation par des contacts cellulaires faisant intervenir des molécules

accessoires (paragraphe 1.3.2-).

14




Introduction

1.3.1- Régulation par des facteurs solubles
1.3.1.1- Les cytokines de type 1 et 2

Le taux de transcription de ge est corrélé avec le niveau de synthese consécutive d’IgE in
vitro et in vivo, et les cytokines qui modulent la transcription du ge, modulent également la
production d’IgE. Ainsi, les cytokines de type 2 comme 1’'TL-4 et I'IL-13 induisent la synthése
du ge [Punnonen, 1995], alors qu'une cytokine de type 1 comme I'TFN-y réduit le niveau de ge
induit par I'TL-4 [Gauchat, 1990].

* Définition des cellules Thl et Th2

Les lymphocytes Thl et Th2 murins ont été définis sur la base de leur profil de
production de cytokines (tableau 1). En I’absence de signaux polarisants, des sous-populations
de cellules T CD4+ présentant un profil de sécrétion de cytokines moins différencié que les Thl
et Th2, désignés par le terme ThO, entrainent des effets intermédiaires dépendants du rapport
des cytokines produites et de la nature des cellules qui leur répondent. Les cellules ThO
représentent certainement une population hétérogeéne de cellules effectrices. Chen et al ont
proposé l'existence d'un autre type de cellules Th: les cellules Th3, caractérisées par une
production de TGF-B1 [Chen, 1994a].

Les cellules Thl et Th2 humaines présentent des propriétés comparables aux cellules
Thl et Th2 murines [Romagnani, 1994; Romagnani, 1995], bien que chez 1’homme,
I’expression de certaines cytokines telles que I'IL-2, I'IL-6, I'TL-10 et ’IL-13 soit moins
restreinte. Deux marqueurs d’activation, CD30 et LAG-3, semblent préférentiellement associés

avec des réponses Th2 et Th1 respectivement [Annunziato, 1996; Del Prete, 1995].

* Nature des signaux polarisant vers le type Thl ou Th2

La sélection d’un phénotype Th se produit a un stade trés précoce de la réponse immune
et est déterminé par un certains nombre de facteurs incluant (1) I’environnement en cytokines au
moment de la sensibilisation, (2) la dose d’antigéne, (3) la nature et 1’intensité des signaux
d’activation médiés par le récepteur T (TCR), (4) les signaux costimulateurs fournis par les
molécules de surface exprimés par les cellules présentatrices d’antigéne (CPA), (5) le type de
CPA présentant 1’antigéne aux cellules naives, et (6) le fond génétique du donneur des cellules

T [Delespesse, 1997; Seder, 1994]. Les données obtenues chez I’homme en utilisant des
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Tableau 1: CARACTERISTIQUES ET PROPRIETES DES SOUS-POPULATIONS Thl ET
Th2 murines (d'apres [Cavaillon, Les cytokines, 2¢éme édition])

Thl ~ Th2
Cytokines
IL-2 + -
IFN-y + -
TNF-B + -
L4 - +
IL-5 - +
IL-6 - +
IL-10 - +
IL-13 - +
IL-3 + +
GM-CSF + +
TNF-o + +
Fonctions

Hypersensibilité retardée + -
Prolifération et différentiation des - +
éosinophiles
Collaboration avec les lymphocytes B

IgM et IgG3 + +

IgG2a + -
IgG1 + ++

IgE - +




antigéne particulaire lymphocytes T CD4+,

fortes doses d'antigéne CD8+, T-(gamma delta)
voie sous-cutanée
costimulation
type de CPA /
l IL-12 [FN-g

e

4T CD45RA

antigéne soluble
faibles doses d'antigene

muqueuse bronchique lymphocytes T CD4+
costimulation mastocytes
type de CPA

Figure 2: Facteurs et cellules impliqués dans I'induction d'une réponse
Thl, ThO et Th2.

Des facteurs dérivés des cellules présentatrices (CPA), des cytokines dérivées des
lymphocytes T, le type de CPA, la dose et la voie d'administration de 'allergéne peuvent
fortement influencer la réponse T spécifique de 1'allergene.

(d'apres [Joost Van Neerven, 1996])
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modeles in vitro ont suggéré un role critique des cytokines dans le développement des cellules
Th vers un profil de sécrétion de cytokines ou un autre, au moment de la présentation de
I’antigéne (figure 2). Mingari et al ont suggéré que les thymocytes humains CD4+ possédent la
capacité de se développer en cellules produisant des cytokines de type 2 comme 1’'TL.4 et I'IL-5,
alors que la capacité a produire des cytokines de type 1 est acquise uniquement apres une

sensibilisation par I’'IL-12 [Mingari, 1996].

* Th1/Th2 et allergie

Différentes observations supportent le concept que les pathologies allergiques refletent
une réponse dominée par les Th2: (1) les allergénes provoquent 1’expansion des cellules T
CD4% présentant un profil Th2 chez les atopiques, alors que chez les non atopiques les cellules
de type Th1 prédominent; (2) les cellules de type Th2 s’accumulent dans les organes cibles des
patients allergiques; (3) la stimulation allergénique de rappel entraine une activation locale et un
recrutement des cellules de type Th2 spécifiques de 1’allergeéne; (4) les cellules Th2 CD30%
spécifiques de 1’allergéne sont présentes durant la période d’exposition a I’allergéne
[Romagnani, 1997]; (5) une immunothérapie spécifique réussie est associée a des changements
dans le profil de cytokines produites par les cellules Th spécifiques de I’allergéne. Ainsi, alors
que les lymphocytes T de sang périphérique de patients sensibles aux venins d’hyménopteres
produisent des cytokines de type 2; aprés immunothérapie spécifique, le profil d’expression des
ARNm codant pour les cytokines est altéré, pour les cellules T stimulées par I’allergéne, au
profit des cellules de type Th1 [Akoum, 1996]. Tout ceci suggere que les individus atopiques
présentent des altérations du développement de leurs cellules Th. L’ observation que des clones
T CD4t générés a partir de sang de cordon ombilical de nouveau-nés de parents atopiques
produisent de plus fortes concentrations d’IL-4 que des nouveau-nés de parents non atopiques

[Piccinni, 1996], confirme cette hypothese.

* Lymphocytes CD8% de type 1 et 2

Bien que la plus grande majorité des cellules T CD8% produisent de 1'TFN-y mais pas
d'IL-4, des clones T CD8% produisant de 1'lL-4 ont pdi étre générés aprés stimulation de
cellules CD8* murines par de I'IL-4, de I’IL-2 et un anti-CD3 fixé [Seder, 1992]. 1l est ainsi
possible de subdiviser la population de CD8% en Tcl et Tc2, lymphocytes T cytotoxiques
CD8* produisant des cytokines de type 1 ou de type 2 [Sad, 1995]. Comme pour les
lymphocytes CD4%, les cytokines présentes durant la stimulation des lymphocytes CD8 naifs
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influencent le profil de sécrétion des cytokines par les cellules effectrices. Ainsi, une
sensibilisation avec de I'IL-12 génere des cellules effectrices produisant de I’IFN-y; alors

qu'une sensibilisation avec de I'IL-4 génere des cellules effectrices produisant de I’'IL-4 et de

I'IL-5 [Croft, 1994].

1.3.1.2- Autres cytokines

L’effet promoteur de I’IL-4 sur le switch est amplifié par I’'IL-5, le TNF-o. et I'IL-6
[Gauchat, 1992b; Gauchat, 1992a; Vercelli, 1989]. Mais la production d’IgE par des cellules
mononucléées, induite par I'IL-4 est bloquée de maniére dépendante de la dose par les IFN-ot et
-y [Pene, 1988], et le TGF-B [Punnonen, 1995]. L’IL-1Ra (IL-1 receptor antagonist) ou un
anti-IL-1p inhibent la synthése d’IgE dans une culture de cellules mononucléées stimulées par
I’allergéne [Sim, 1994].

Enfin, certaines chimiokines (définition paragraphe 2.3.1.1-) régulent la synthése
d’IgE. Ainsi, le RANTES et le MIP-1o augmentent la production d’IgE et d’IgG4 induite par
I’IL-4 et un Ac anti-CD40 [Kimata, 1996]. A I’inverse, I’IL-8 inhibe sélectivement la
production d’IgE et d’IgG4 induite par I’'IL-4 [Kimata, 1992].

1.3.1.2- Autres facteurs solubles

La production d'IgE est favorisée par un grand nombre de facteurs solubles tels que (1)
le virus d'Epstein-Barr (EBV) [Jabara, 1990] capable de se lier au CD21 des cellules B
[Fingeroth, 1984], (2) des glucocorticoides comme I’hydrocortisone [Jabara, 1991; Wu,
1991], (3) I’hormone de croissance (GH) et I'IGF-1 (Insulin-like Growth Factor I) [Kimata,
1994], (4) le leucotriene B4 (LTB4) [Yamaoka, 1994] et la prostaglandine E2 [Roper, 1992].

A P’inverse, le PAF inhibe la synthése d’IgE dans un systéme de stimulation dépendant
des cellules T, en bloquant I’expression des transcrits stériles et matures [Deryckx, 1992].

1.3.2- Régulation par des contacts cellulaires: role des molécules

accessoires

Des interactions entre les molécules de surface sont nécessaires pour stabiliser la

formation de conjugués cellulaires et optimiser la communication et 1’activation consécutive. De
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nombreuses paires de molécules accessoires (CD28/B7, LFA-1/ICAM-1, CD2/CD58)
participent aux interactions entre les cellules T et B, conduisant a la synthése d’IgE. Les
interactions entre ces paires de ligands/récepteurs complémentent et/ou régulent 1’ activation des
cellules B, dépendante des cellules T, qui suit I’interaction du CD40 avec le CD40L. Ces
molécules de surface des cellules T, autres que le CD40L, peuvent étre impliquées plus
directement dans I’induction de la synthése d’IgE: certains clones T issus de patients présentant
une hypergammaglobulinémie de type IgM liée a I’expression d’un CD40L non fonctionnel

sont capables d’induire une synthése d’IgE en présence d’IL-4 in vitro [Life, 1994].
1.3.2.1- Role des familles de récepteurs CD28 et B7

Le role accessoire majeur semble étre joué par les paires CD28-CTLA4/B7-1-B7-2. La
famille des récepteurs B-7 contient au moins 4 membres: B7-1, B7-2, B70 (B7-2 et B70 sont
codées par le méme geéne), et B7-3 [June, 1994]. B7-1 (ou CD80) et B7-2 (CD86) [Lenschow,
1993] sont tous deux membres de la superfamille des immunoglobulines, et sont exprimés par
les cellules T et les monocytes activés, les cellules B et les cellules dendritiques.

La famille des récepteurs CD28 contient 2 membres, exprimés par les lymphocytes T: le
CD28, et le CTLA-4 (Cytolytic T-Lymphocyte-Associated antigen) [June, 1994]. Le CTLA-4
est exprimé uniquement 2 la surface de lymphocytes T activés (CD4* ou CD8), mais son
expression est plus faible que celle du CD28. Cependant, des Ac anti-CD28 et anti-CTLA-4
agissent en synergie pour costimuler des cellules T CD4% préactivées [Linsley, 1992].

L’interaction CD28/B7 entretient des connexions avec d'autres mécanismes de
régulation de la réponse IgE. Ainsi, I’engagement du CD40 augmente 1’expression de B7 par
les cellules B [Ranheim, 1993]; et l’engagemerit du CD28 a pour conséquence I’expression
accrue de CD40L sur les cellules T [Klaus, 1994], I’augmentation de la sécrétion d’IL-4, et le
développement de cellules produisant des cytokines de type Th2 [Webb, 1993]. L’IL-4 en
retour, et dans une moindre mesure 1’IL-2, augmentent I’expression de B-7 a la surface de
cellules B activées [Valle, 1991]. La production d’IgE par les cellules B, dépendante des
cellules T, est inhibée en bloquant I’interaction avec un Ac anti-CD28 [Life, 1995; Van der
Pouw-Kran, 1995]. L’interaction CD28/B-7 semblerait avoir un rdle amplificateur préférentiel

sur les réponses immunes secondaires [Valle, 1991].
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1.3.2.2- Role de Pinteraction CD23/CD21

L’engagement du CD21 a la surface des cellules B grice & des Ac monoclonaux anti-
CD21, ou par un traitement avec le CD23 soluble augmente la production d’IgE induite par
I'IL-4, en augmentant le niveau de transcription du ge, chez des cellules mononucléées [Aubry,
1992]. Le blocage de I’interaction CD23/CD21 par un Ac anti-CD21, inhibe sélectivement la
production d’IgE et d’IgG4 induite par I’IL-4 [Henchoz, 1994]. Comme une stimulation
allergénique augmente ’expression du CD23, I’interaction CD23/CD21 apparait contrdler la
synthése d’IgE de maniere dépendante de I’isotype [Gagro, 1995]. De plus, un Ac anti-CD21
possede un effet synergique sur ’expression du transcrit productif € induit par un anti-CD40
[Henchoz, 1994].

L’expression de ces 2 molécules est modulée par I’activation cellulaire. Ainsi, la
stimulation in vitro par l'allergéne Dpt augmente I’expression du CD21 et du CD23 a la surface
de cellules de patients allergiques [Gagro, 1994]. L’IL-13 et ’IL-4 augmentent I’expression de
CD23 sur les cellules B au repos [Defrance, 1994; Punnonen, 1993].

1.3.2.3- Réle de Dinteraction ICAM-1/LFA-1

La stimulation de cellules B purifiées par I'IL-4 et un anti-CD40 conduit a
I’augmentation de I’expression de 'ICAM-1 (CD54), et le changement d’avidité du LFA-1
(CD11a-CD18, ligand de I’'ICAM-1). L’addition, & une culture de lymphocytes B, d’un Ac
anti-ICAM-1 augmente la synthése d’IgE induite par I'TL-4 et un Ac anti-CD40; a I’inverse, un
Ac anti-CD11a I'inhibe, tandis qu'un Ac anti-CD18 n’a pas d’effet [Katada, 1996]. De méme,
si ' ICAM-1 de cellules T fixées est bloqué par un Ac, la synthese d’IgE dépendante de I'IL-4
est inhibée [Armerding, 1996]. En fait, un Ac anti-ICAM-1 augmente I’expression de ge induite
par I'IL-4 et un anti-CD40, alors qu’un anti-CD11a (chaine légere du LFA-1, ligand de
I'ICAM-1) I’'inhibe [Katada, 1996].

1.3.2.4- Role de Vinteraction CD58/CD2
L’interaction du CD58 (LFA-3) a la surface des cellules B avec le CD2 porté par les

cellules T, et la stimulation par I’'IL-4 induisent une production d’IgE par des cellules B

purifiées. Cette production est indépendante de la voie du CD40. L’addition d’ Ac anti-CD58 et
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d’Ac anti-CD40 a des cellules B en présence d’IL-4 n’a pas d’effet synergique, et la voie du
CDA40 induit toujours une réponse IgE plus élevée [Diaz Sanchez, 1994]. De plus, si le CD2 de
cellules T fixées est bloqué par un Ac, la synthése d’IgE dépendante de I’'TL-4 est inhibée
[Armerding, 1996]. L’interaction CD58/CD2 apparait jouer un rdle important dans la

production d’IgE au niveau des surfaces muqueuses [Diaz Sanchez, 1994].

1.3.3- Intervention d’autres cellules que les lymphocytes T CD4+
dans la régulation de la synthése d’IgE

1.3.3.1- Les cellules T /3 et la régulation d’IgE

Le CD40L est exprimé par les cellules T activées o/ et /8, bien que I’expression soit
plus faible sur les y/8 [Horner, 1995]. Des souris déficientes en cellules T o/ produisent des
Ig de tous les isotypes, avec des taux élevés d’IgE et d’IgG1, suggérant que les cellules T ¥/
pourraient diriger la commutation isotypique in vivo [Wen, 1994]. Les cytokines produites par
les T ¥/0 pourraient contribuer a établir un environnement de cytokines qui influencent la

différentiation des lymphocytes T CD4+ en Thl ou Th2 [Ferrick, 1995].
1.3.3.1- Les basophiles/mastocytes et la régulation d’IgE

Les basophiles et mastocytes humains sécrétent de 1'TL-4 et de I'IL-13 [Burd, 1995] et
expriment le CD40L [Gauchat, 1993]. Le stimulus physiologique optimal pour la sécrétion
d'TL-4 et d'TL-13 semble étre le cross-linking, par 1'allergéne, des IgE spécifiques liés a leurs
récepteurs [Burd, 1995]. Ces cellules amplifient donc la synthése d'IgE, plus qu'elles ne

I'induisent.

1.4- Les récepteurs de I’IgE

Les récepteurs de I'IgE jouent un réle important dans les manifestations cliniques de
I’allergie, mais également dans la régulation de la synthése d’IgE. D’un c6té, I'IgE subit un
rétrocontrdle isotypique par ses récepteurs en favorisant la présentation de I’allergeéne: la liaison

de complexes IgE-allergene a FceRI ou RII, est suivie d’'une internalisation, puis d’une
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présentation par le CMH de classe II; ce qui favorise ’activation des T CD4%+ spécifiques de
I’allergéne. D’un autre c6té, le CD23 engagé avec I'IgE bloque la boucle de rétrocontrdle

positif.
1.4.1- Le récepteur de haute affinité: FceR I
1.4.1.1- Structure et localisation du FceR I

Le FceRI consiste en 4 polypeptides transmembranaires: offy2. La chaine o lie I'IgE, et
les chaines P et 'y sont nécessaires a I’insertion de la chaine o dans la membrane et pour la
transduction du signal. La portion extracellulaire de la chaine o contient 2 domaines
caractéristiques de la superfamille des Ig [Sutton, 1993]. Seule la chaine o du récepteur lie
I’IgE (au niveau des domaines Ce2 et Ce3) par le biais du second domaine: o2 [Robertson,
1993; Zheng, 1991].

Classiquement décrite sur les mastocytes et les basophiles, 1'expression du FceRI a été
démontrée sur les cellules épidermales de Langherhans [Bieber, 1992], les éosinophiles

[Gounni, 1994], les monocytes [Maurer, 1994], et les plaquettes [Joseph, 1997].
1.4.1.2- Fonctions du FceR I

Le récepteur de haute affinité sur les mastocytes tissulaires et les basophiles sanguins,
est responsable des réactions d’hypersensibilité immédiate. Quand un allergéne multivalent
s’associe avec I'IgE lié au FceRI, il induit un crosslinking des récepteurs entrainant une
libération rapide des médiateurs stockés, notamment I’histamine, et la production de cytokines
qui attirent et activent les cellules inflammatoires [Galli, 1991].

Le FceRI semble posséder également un role dans la régulation de la synthése d’IgE,
puisque I’addition de la chaine o sous forme soluble (rsFceRI), inhibe de maniére dépendante
de la dose la production d’IgE par des lymphocytes B IgE*, activés par I'IL-4 et un Ac anti-
CD40. L’IgE de membrane, aprés interaction avec rsFceRIo, fournit un signal négatif
responsable de I’inhibition de I’accumulation du transcrit mature conduisant 2 la suppression de
la synthese d’IgE [Yanagihara, 1994].

Mais le FceRI intervient également dans la présentation de I’antigéne aux cellules T.

Ainsi, Maurer et al ont montré que le FceRI était le récepteur majeur des monocytes sanguins

23




Introduction

qui permettait une présentation de 1’antigéne dépendante de I'IgE, suggérant que I’endocytose
via le FceRI est plus efficace que la capture et que la transformation de 1’allergéne [Maurer,
1995].

1.4.1.3- FceR I et allergie

L'analyse de l'expression du FceRI a la surface des leucocytes périphériques de patients
atopiques révele que le FceRI est 500 a 5000 fois plus fortement exprimé a la surface des
basophiles que des monocytes et éosinophiles; et que son expression est plus élevée chez les
atopiques que chez les sujets contrdles [Grant, 1997]. De plus, la quantité de cellules FceRI*
est plus élevée dans les biopsies bronchiques d'asthmatiques que dans celles d'individus
normaux. Les mastocytes constituent la majorité des cellules FceRI™ tissulaires (70%), suivis
par les macrophages (25%) et les éosinophiles (3%). Enfin, I'expression du FceRI dans les

biopsies bronchiques d'asthmatiques est corrélée avec le taux d'IgE sérique [Humbert, 1996].
1.4.2- Le récepteur de faible affinité: CD23 ou FceR II
1.4.2.1- Structure du CD23

Glycoprotéine de 45kD, le CD23 est une molécule membranaire de type II composée
d’une courte queue intracytoplasmique N-terminale (23 résidus), d’un domaine
transmembranaire unique (20 résidus), et d’une large région extracytoplasmique C-terminale
(277 résidus) [Kikutani, 1986a). Son extrémité NH2 cytoplasmique est alternativement codée
chez I’homme par 2 types d’exons donnant 2 isoformes: le CD23a et le CD23b. Le CD23a est
exprimé uniquement par les cellules B, et ceci, de maniére constitutive; alors que le CD23b est
exprimé sur de nombreux types cellulaires chez I’homme et la souris, et est inductible par I'TL-4
[Yokota, 1988]. L’ extrémité COOH, exposée a |’environnement extracellulaire, est un domaine
de type lectinique agissant comme un récepteur Fc en liant les domaines Ce3 de I’'IgE [Bettler,
1989; Sutton, 1993]. Les monomeres de CD23 de 45kD s’associent pour former des
homotrimeéres a la surface cellulaire [Dierks, 1993; Sutton, 1993]. L’IL-4 et I'TL.-13 induisent
Iexpression de CD23 a la surface de cellules mononucléées de sang périphérique [Konig,

1995; McKenzie, 1993], alors que I’IFN-v, I'TFN-a., le TGF-f I'inhibent [Pene, 1988].
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Le CD23 de surface est clivé en fragments solubles par un mécanisme autocatalytique
[Letellier, 1990; Peterson, 1985]. Le taux de clivage est réduit par I'IgE et augmenté par des
agents prévenant une glycosylation de la molécule. Il existe différents points de clivage du
CD23 permettant la libération de différents fragments solubles du CD23 de poids moléculaire
37, 33, 27 et 25kD; les 2 derniers fragments étant issus des 2 premiers aprés action d’une
thiolestérase spécifique des cellules CD23+ [Letellier, 1989]. Une protéolyse ultérieure est
possible, mais seuls les fragments de taille supérieure a 25kD restent des triméres. Les
molécules solubles de CD23 (sCD23) conservent leur domaine lectinique, et donc lient I'IgE
[Saxon, 1990].

1.4.2.2- Distribution cellulaire du CD23

Le CD23 est retrouvé sur une large variété de cellules humaines incluant les cellules B
[Suemura, 1986], certains lymphocytes T [Yodoi, 1979], les monocytes [Melewicz, 1980], les
éosinophiles et les plaquettes [Capron, 1986], les macrophages alvéolaires [Melewicz, 1982],
les cellules folliculo-dendritiques [Johnson, 1986], les cellules de Langerhans stimulées par de
I’IL-4 et de I'IFN-y [Bieber, 1989], une sous-population de cellules NK (CD3- NKH-1%)
incubées avec des complexes IgE-anti-IgE [Kimata, 1988], et des cellules épithéliales de
carcinome du nasopharynx contenant de I’'EBV [Billaud, 1989]. Le CD23, exprimé a la surface
des cellules B, est observé uniquement sur les cellules matures p+, &+, mais est perdu apres

une commutation isotypique induisant des cellules v+, o+ ou e+ [Kikutani, 1986b].
1.4.2.3- Action régulatrice du CD23 sur la synthése d’IgE

Le CD23 possede de trés nombreuses fonctions dont celle de réguler la synthése d’IgE:
le CD23 exerce son influence régulatrice sur le réseau IgE, en liant I'IgE et les complexes
immuns contenant des IgE. De forts taux de complexes immuns contenant des IgE se liant au
CD23 des cellules B inhibent la prolifération cellulaire B induite par un anti-IgM et de I'[L.-4
[Luo, 1991]. De plus, des Ac monoclonaux anti-CD23 inhibe la production d’IgE dépendante
de I’IL-4 par des cellules mononucléées de sang périphérique [Bonnefoy, 1990]. Cette action
est & mettre en rapport avec le r6le activateur que joue I’interaction CD23-CD21 sur la

production d’IgE (voir paragraphe 1.3.2.2-).
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Les fragments solubles du CD23 supérieurs a 29kD, augmentent la syntheése d’IgE par
les cellules B [Saxon, 1990] a un stade de réponse indépendant de 1’IL-4, suggérant que le

sCD23 régule I’activité des cellules B aprés la commutation vers I’IgE.

Le CD23 joue également un r6le dans la présentation de 1'antigéne: des cellules B
transformées par I’EBV sont capables, en présence de complexes Der p 2 - IgE spécifiques de
Der p 2, de présenter I’antigéne 2 des clones cellulaires T CD4+ spécifiques de Der p 2. Cette
présentation d’antigéne implique le CD23 des cellules B, puisqu’elle est inhibée en préincubant
les cellules B avec un Ac anti-CD23 [van der Heijden, 1993].

1.4.2.4- CD23 et allergie

Le CD23 est surexprimé chez les patients allergiques [Melewicz, 1981; Spiegelberg,
1979], et les taux sériques de sCD23 sont significativement plus élevés que chez les contrdles
[Yanagihara, 1990]. De plus, les niveaux de sCD23 sont faiblement mais significativement
corrélés a ceux d’IgE [Yanagihara, 1990]. Ces observations ont été effectuées chez des patients
allergiques présentant des taux d’IgE supérieurs a 200 kU/l; mais lorsque des patients
présentant des taux inférieurs sont inclus dans I’étude, aucune augmentation ou corrélation n’est
mise en évidence [Wilhelm, 1994].

Les lymphocytes d’enfants asthmatiques allergiques expriment un plus fort pourcentage
de cellules CD23*, et davantage de CD23 membranaire que les sujets contrdles. Durant une
crise d’asthme, le pourcentage de lymphocytes B CD23% est accru dans la circulation
périphérique. Cette augmentation est suivie de celle des IgE totales spécifiques de I’allergene.
De plus les lymphocytes T CD4+ expriment transitoirement 2 leur surface le CD23, aprés
culture des cellules mononucléées avec I’allergéne spécifique et/ou de I'IL-4 recombinante
[Gagro, 1995]. Les cellules épithéliales bronchiques des patients présentant un asthme
allergique expriment du CD23 a leur surface, contrairement a celles de patients asthmatiques
non allergiques, ou & des sujets controles [Campbell, 1994]. |

Enfin, Der p 1, allergéhe majeur de Dermatophagoides pteronyssinus, posséde une
activité protéasique [Chua, 1988] qui lui permet de cliver sélectivement le CD23 2 la surface des
cellules B. Ce clivage prive alors les cellules B d’un important mécanisme de limite de la
synthése d’IgE, et géneére du sCD23 qui augmente directement la synthése d’IgE [Hewitt,
1995].
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1.4.3- Mac-2 ou ¢ BP (epsilon Binding Protein)

La molécule € BP poss¢de 2 domaines: 1'extrémité carboxy-terminale est constituée d'un
domaine lectinique, alors que l'extrémité amino-terminale est composée de répétitions de
séquences hautement conservées de 9 acides aminés, formant une structure hélicoidale
hypothétique [Liu, 1993]. Cette lectine soluble est capable de former des oligomeres non
stables en solution; leur stabilité semble dépendante d'une liaison a des ligands multivalents
comme I’'IgE [Hsu, 1992]. L'e BP a une distribution tissulaire large [Flotte, 1983]; en
particulier, les neutrophiles humains expriment 1'e BP, et peuvent ainsi €tre activés par des Ac
IgE [Truong, 1993].

L'e BP pourrait jouer un réle important dans l'inflammation allergique: chez le rat, il a
été montré que 1’e BP reconnaissait le FceRI des mastocytes [Frigeri, 1993]. Ainsi, I'e BP
pourrait relier le FceRI et 1'IgE li€ au récepteur, ou réaliser un pontage entre le FceRI et 1'gE; et
comme l'e BP a la capacité de se polymériser, il pourrait aussi induire 1'aggrégation des

récepteurs, et donc I'activation des mastocytes [Liu, 1993].

La production d'IgE par les cellules B spécifiques est donc le résultat (1) de la
présentation de l'allergéne aux cellules T aboutissant a une production de cytokines, et (2) de
l'interaction entre les cellules T et B stabilisée par des molécules accessoires. Bien que la
fixation de I'IgE a ses récepteurs de haute affinité présents a la surface des mastocytes soit
responsable de la réaction immédiate observée dans l'asthme (augmentation de la perméabilité
vasculaire, cedéme et bronchospasme), ses roles dans le développement de la réaction retardée

(liée a l'inflammation bronchique) et de I'HRB restent encore méconnus.

2. LA REACTION INFLAMMATOIRE

L’infiltration tissulaire par les €osinophiles, les lymphocytes et les neutrophiles est une
caractéristique des pathologies allergiques telles que 1’asthme bronchique, la rhinite allergique et
la dermatite atopique. Bien que leur rdle dans I'inflammation allergique soit encore mal connu,

ces cellules peuvent entrainer des altérations tissulaires par I’intermédiaire de la libération de
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protéines cytotoxiques dérivées des granules et de métabolites de 1’oxygene. Le recrutement de
cellules inflammatoires au niveau des sites inflammatoires allergiques implique une série
d’éveénements incluant 1’adhésion aux cellules endothéliales, le passage de la barriere
endothéliale et la migration tissulaire consécutive a un gradient chimiotactique. Ces processus
sont régulés par la libération de médiateurs et de cytokines proinflammatoires.

La compréhension de la pathophysiologie de I’asthme a été€ améliorée grace a I’analyse
du tissu bronchique des patients par le moyen de bronchoscopie permettant 1’obtention de

biopsies et de lavages bronchoalvéolaires (LBA).

2.1- Les cellules impliquées dans l'inflammation pulmonaire
allergique

2.1.1- Les mastocytes

Les mastocytes sont présents de maniere physiologique dans les bronches de sujets
normaux, mais sont plus nombreux chez les patients asthmatiques [Pesci, 1993]. Ils sont
activés chez les asthmatiques: les taux de tryptase, d’histamine et de prostaglandine D2 (PGD?2)
sont augmentés dans le liquide de LBA. Les mastocytes apparaissent jouer un rdle critique au
cours de la réponse bronchoconstrictrice précoce qui suit I’inhalation de 1’allergéne, par la
libération d’histamine et d’autres médiateurs vaso-actifs qui induisent une bronchoconstriction
aigiie, un cedeme et une sécrétion de mucus. Cependant, les mastocytes libérent également des
cytokines de type 2 (IL-4 et IL-5), et des médiateurs pro-inflammatoires (TNF-o) [Bradding,

1992] pouvant réguler I’inflammation des voies aériennes.
2.1.2- Les éosinophiles

En cas d’asthme chronique, le nombre d’éosinophiles détectés dans les biopsies
bronchiques est augmenté. Ces cellules sont généralement localisées sous la membrane basale et
sont activées; I’activation est corrélée avec la sévérité de I’asthme [Bousquet, 1995; Bradley,
1991]. De plus, les éosinophiles sont capables d’interagir avec d’autres cellules, en particulier
les lymphocytes T en augmentant I’expression d’ICAM-1, de LFA-3 et dHLA-DR [Mengelers,
1994].
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Les éosinophiles jouent un rdle destructeur important dans 1’asthme par la libération de
produits hautement toxiques capables de désquamer 1’épithélium: la MBP (major basic protein),
I’ECP (eosinophil cationic protein), I'EPO (eosinophil peroxidase) et des radicaux libres
d’oxygene. Les éosinophiles libérent également des cystéinyl-leucotri¢nes possédant des
propriétés vaso-actives, de nombreuses cytokines et des facteurs de croissance; mais leur role
dans la régulation de I’inflammation des voies aériennes et dans le remodellement tissulaire est

encore mal connu [Gleich, 1993].
2.1.3- Les lymphocytes

Les lymphocytes T représentent un autre type cellulaire majeur présent dans ’infiltrat
des voies aériennes des patients asthmatiques [Corrigan, 1992]. Ils sont majoritairement de type
CD4% par rapport aux CD8, le rapport CD4:CD8 est plus élevé chez les asthmatiques par
rapport aux sujets sains [Azzawi, 1990], et le nombre de cellules CD4* dans les LBA est
corrélé avec le nombre d'éosinophiles et la sévérité de I’asthme [Walker, 1991]. Les
lymphocytes T sont activés comme 1’atteste la présence des marqueurs CD25, HLA-DR et
VLA-1, dont l'expression est accrue chez les asthmatiques [Bradley, 1991; Walker, 1991]. A
I’inverse, peu de cellules B sont présentes dans les bronches des asthmatiques.

Les lymphocytes T des biopsies bronchiques et des LBA produisent des cytokines de
type Th2. Des lymphocytes issus du LBA d’individus allergiques et asthmatiques présentent
des niveaux d’expression accrus d’ARNm codant pour 1'TL-2, 'IL-3, I'IL-4, 'IL-5 et le GM-
CSF par rapport aux sujets contréles [Robinson, 1992]. L’ARNm codant pour I’'IL-5 a
également été identifi€ par hybridation in situ sur des biopsies bronchiques; les cellules
positives sont localisées sous la membrane basale de 1’épithélium [Hamid, 1991]. Dans un
modele de souris sensibilisée par voie aérienne, la déplétion in vivo des cellules T diminue la
production de cytokines de type Th2, et I'éosinophilie pulmonaire; suggérant un rdle des

cellules T dans 1’accumulation des éosinophiles au niveau des voies aériennes [Garlisi, 1995].
2.1.4- Les macrophages
Les macrophages sont constitutivement présents en grande quantité dans la lumiere

bronchique. Les macrophages alvéolaires du LBA d’asthmatiques sont hyperréactifs: ils sont

hypodenses et leur niveau d’activation est corrélé avec la sévérité de 1’asthme [Cluzel, 1987].
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Une stimulation allergénique (challenge) au niveau alvéolaire induit une activation rapide des
macrophages alvéolaires [Tonnel, 1983]. IlIs sont alors capables de synthétiser des médiateurs
pouvant €tre destructeurs pour la bronche (des enzymes, des €icosanoides et des radicaux
oxygénés), des cytokines pro-inflammatoires comme 1’'IL-6 et le TNF-a [Gosset, 1991], anti-
inflammatoires comme 1’'IL-10 [Borish, 1996] ou impliquées dans la différentiation des
mastocytes et des éosinophiles comme le GM-CSF [Howell, 1989; Tachimoto, 1997; Welker,
1997].

2.1.5- Les neutrophiles

En réponse a certains stimuli, les neutrophiles produisent de nombreux médiateurs
comme des protéases capables de détruire le tissu pulmonaire [Kay, 1989], ainsi que des
chimiokines comme 1'TL-8, le MIP-1a et le MIP-1f (voir paragraphe 2.3.1.1-).

Dans différents modeles animaux, parmi les nombreuses cellules retrouvées dans le
LBA apres inhalation d’allergéne se trouvent les neutrophiles [Gallin, 1993; Underwood,
1995]. Chez I’homme, le role des neutrophiles dans I’asthme allergique reste controversé, bien
qu’une augmentation de 1’afflux des neutrophiles puisse €tre observé dans la muqueuse

bronchique apreés provocation allergénique [Beasley, 1989].
2.1.6- Les plaquettes

Les plaquettes peuvent générer un grand nombre de médiateurs impliqués dans
I’asthme, comme le PAF (Platelet Activating Factor) [Benveniste, 1982] ou des facteurs
histaminolibérateurs, comme le PF4 (platelet factor 4) [Brindley, 1983]. Cependant, d’autres
types cellulaires sont capables de produire ces molécules (macrophages, €osinophiles,

plaquettes) et la contribution des plaquettes est ainsi difficile a évaluer [Djukanovic, 1990].

2.1.7- Les cellules épithéliales

Pendant longtemps, les cellules épithéliales ont été considérées comme ayant un simple
role de barriere participant a la sécrétion du mucus, et a ’élimination des agents nocifs grace
aux mouvements continus de leurs cils. Plus récemment, il a été démontré que ces cellules

avaient une activité plus étendue.
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Chez des patients décédés d’une crise d’asthme, 1’épithélium bronchique est
généralement desquamé. La perte de 1’épithélium met a nu les nerfs et les mastocytes. La
désquamation semble avoir des conséquences importantes puisque la présence de 1ésions
épithéliales caractérisées par une augmentation de I’espace intercellulaire a été corrélée avec
I’hyperréactivité bronchique [Bousquet, 1995].

Les cellules épithéliales peuvent €tre activées par des polluants comme le dioxyde
d'azote (NOy) et I’ozone [Devalia, 1993], par de I’histamine, du PAF, certaines cytokines, et
méme par les IgE puisque le CD23 ou FceRII a été détecté sur des cellules épithéliales
d’asthmatiques [Campbell, 1994]. En outre, les cellules épithéliales d’asthmatiques présentent
les marqueurs d’activation ICAM-1 et HLA-DR [Vignola, 1993], augmentent spontanément
leur libération de médiateurs proinflammatoires (15-HETE: 15-hydroxyeicosatetranoic acid,
PGE-2) [Campbell, 1993], et sont capables de produire des facteurs chimioattractants pour les
lymphocytes [Bellini, 1993].

2.2- Intervention des molécules d'adhérence dans
I'inflammation pulmonaire allergique

Les leucocytes circulants du sang doivent adhérer puis traverser la barriere endothéliale
pour entrer dans les différents tissus lymphoides impliqués dans leur recirculation. La rate
constitue une exception puisque des petites artérioles se terminent dans le parenchyme par des
extrémités ouvertes, permettant un accés continu et ininterrompu des leucocytes sanguins. Dans
tous les autres organes lymphoides secondaires, un fort pourcentage d’extravasation des
lymphocytes se produit au niveau de veinules postcapillaires histologiquement distinctes, les
HEV (High Endothelial Venules). La plupart des lymphocytes recirculants se lient sélectivement
aux HEV, mais ignorent I’endothélium vasculaire normal; ce qui est fortement en opposition
avec ce qui se passe au niveau des sites inflammatoires. Dans ces conditions, le tissu
endommagé apparait induire de nouvelles propriétés adhésives & 1’endothélium adjacent; ce qui
aboutit & une extravasation locale de leucocytes. Les molécules d’adhérence ont été identifiées et
appartiennent a différentes familles: la famille des sélectines, des intégrines, la superfamille des
immunoglobulines, et un groupe consistant en des molécules fortement glycosylées [Imhof,
1995].
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2.2.1- Les différentes molécules d’adhérence

2.2.1.1- Les sélectines

Les sélectines désignées sous les termes de L- P- et E-sélectines (tableau 2) [Bevilacqua,
1991] sont une famille de récepteurs trouvées a la surface des leucocytes (L) [Lasky, 1989;
Tedder, 1989], des plaquettes et des cellules endothéliales (P) [Johnston, 1989], et des cellules
endothéliales seules (E) [Bevilacqua, 1989]. Ces récepteurs appartiennent & une méme famille
parce qu’ils partagent une structure mosaique commune consistant en un domaine N-terminal
lectinique de type C (liant les sucres), un domaine unique de type EGF (Epidermal Growth
Factor), plusieurs répétitions concensus (SRC) et un court domaine C-terminal cytoplasmique.
Les niveaux d’homologie de séquence entre les différents groupes de sélectines, au niveau des
domaines lectiniques et des domaines de type EGF, sont de 60-70%, alors qu’elles ne sont que
de 40% au niveau des domaines SRC; la différence principale étant le nombre de SRC.

Les sélectines se lient a des ligands carbohydrates via leur domaine lectinique. En fait,
les carbohydrates anioniques sont capables de bloquer in vitro I’adhésion des leucocytes aux
HEV des ganglions lymphatiques, et les tétrasaccharides: sialyl Lewis X et sialyl Lewis A
(sLex, sLea), ou leurs formes sulfatées, se lient aux 3 types de sélectines. Le domaine de
liaison des carbohydrates aux sélectines a été cartographié aprés mutation simple d’acides
aminés, et la conformation protéique correcte semble dépendre d’une liaison de cations Ca2+
[Erbe, 1993; Graves, 1994].

2.2.1.2- Les intégrines

Les intégrines sont impliquées dans de nombreux processus biologiques incluant le
développement embryonnaire, le maintien de I’intégrité tissulaire et le homing des leucocytes
[Holzmann, 1989; Sonnenberg, 1993]. Ce sont des protéines hétérodimériques formées de
’association de 2 sous-unités: o (150 kD) et B (100 kD). Pour I’instant, 15 chaines o et 8
chaines B sont connues, et 21 hétérodimeres différents ont été trouvés. Les populations
leucocytaires peuvent exprimer 13 intégrines différentes, et 6 d’entre elles sont importantes
dans ’interaction leucocytes-endothélium: elles appartiennent aux sous-familles des intégrines
B1, B2 et B7 (tableau 3).
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Tableau 2: LES SELECTINES ET LA REACTION INFLAMMATOIRE (d’apres la revue de [Imhof, 1995]).

Type de | Localisation Régulation Ligands Fonctions
Sélectine
L-Sélectine tous les - négative: chimiokines, PMA (phorbol | - sLex, sLea Entrée des lymphocytes et
leucocytes, | myristate acétate) - GlyCAM-1 (HEV des ganglions neutrophiles dans les sites
sauf les - positive: IFN-y lymphatiques périphériques) - inflammatoires
lymphocytes - CD34 (vaisseaux sanguins et progéniteurs
activés et hémato-poiétiques)
mémoires - MadCAM-1 (HEV des plaques de Peyer,
veinules de la lamina propria intestinale)
P-Sélectine Cellules - augmentation du transport intracellulaire | - sLex, sLea Initiation de la phase
endothéliales | induite par: - L-Sélectine précoce de recrutement au
I’histamine, la thrombine, - PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1, { niveau des sites
le facteur du complément C5a, exprimé sur de nombreux leucocytes) inflammatoires
des radicaux oxygénés - une protéine de 120 kD
Plaquettes et divers neuropeptides Recrutement des leucocytes
- augmentation de la transcription au niveau des thrombi,
par le TNF-a induction de production de
fibrine durant I’hémostase
E-Sélectine Cellules - induction transcriptionnelle par I'IL-1, |- sLex, sLea Adhésion des neutrophiles,
endothéliales |le TNF-o, des neuropeptides et le LPS | - L-Sélectine des monocytes et des

(lipopolysaccharide)
- inhibition de I’expression induite par les
cytokines, par le TGF-, I'IL-4 et des

agents anti-oxydants

- antigénes de lymphocytes cutanés: le CLA
(Cutaneous Leukocyte Antigen), une protéine
de 250 kD, et le SSEA-1 (Sialyl Stage-
specific Embryonic Antigen)

lymphocytes T vers les sites
inflammatoires




Tableau 3: PRINCIPALES INTEGRINES IMPLIQUEES DANS LES INTERACTIONS LEUCOCYTE-ENDOTHELIUM

(d’apres la revue de [Imhof, 1995]).

Familles Nom du Localisation Ligands Fonctions
d’Intégrines récepteur
Intégrines B 1| 4Pl ou VLA-4 Leucocytes (sauf| VCAM-1 (cellules endothéliales) |- adhésion des leucocytes a I’endothélium au
(ou VLA: Very neutrophiles) fibronectine (composant de la| niveau des sites inflammatoires
Late Antigen) matrice extracellulaire) - différenciation des lymphocytes
o6B1 Cellules endothéliales | ND - homing des progéniteurs T vers le thymus
- homing des leucocytes dans les tissus
normaux non inflammatoires
Intégrines B 2 | al1Pp2 ou LFA-1 Leucocytes ICAM-1,-2,-3 - interaction leucocyte-endothélium
- autres interactions cellules -cellules telles que:
activation des cellules T par les CPA, ou
destruction des cellules infectées par des virus
par des lymphocytes T cytotoxiques
amf32 ou Macl granulocytes et ICAM-1, fibrinogéne, C3bi{recrutement des cellules myéloides au niveau
macrophages (composant du complément), | des sites inflammatoires
facteur X (facteur de coagulation)
Intégrines 7 |[a4f7 ou LPAM-1 |lymphocytes homing des lymphocytes aux plaques de Peyer:

colonisant I’intestin
et les tissus
lymphoides associés

MadCAM-1 (Adressine des
cellules endothéliales de la
muqueuse)

VCAM-1 et fibronectine

en situation normale

en situation inflammatoire

opmLB7

oEB7 ou oygLp7 ou

Iymphocytes de
I’intestin

E-Cadhérine (cellules epithéliales)

interaction des lymphocytes et de 1’épithélium
intestinal
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Les 2 sous-unités sont des glycoprotéines transmembranaires, et plusieurs domaines
cytoplasmiques des sous-unités [ interagissent directement avec les filaments d’actine du
cytosquelette. A I'extrémité N-terminale de la sous-unité o se trouvent 7 domaines homologues
répétés en tandem [Stanley, 1994]. Les 3 ou 4 derniers domaines répétés sont essentiels aux
fonctions de I’intégrine, puisqu’il existerait un site de liaison aux cations Ca2+, Mg2* ou Mn2*;
or la nature du cation peut affecter I’affinité et la spécificité vis-a-vis des ligands [Dransfield,
1992; Masumoto, 1993]. La spécificité des intégrines B1 et B2 vis-a-vis de leur ligand dépend
principalement de la chaine o associée (voir tableau 2). Enfin, dans beaucoup de cellules, les
chaines d’intégrines B1 immatures sont associées a des molécules chaperones, qui interviennent
dans la rétention des chaines B1 a I’intérieur de la cellule et dans 1’assemblage des intégrines.
L’expression d’hétérodimeéres matures a la surface cellulaire est alors régulée par la
biosynthése, I’assemblage et le transport de la chaine o [Lenter, 1994].

Un des mécanismes de fonctionnement des intégrines les plus importants est la
transition rapide d’un état de faible affinité, non-adhésif, a un état transitoire de haute affinité,
probablement suite & un changement conformationnel causé par une activation de la cellule
[Hynes, 1992]. Cette caractéristique permet aux intégrines d’intervenir dans I’arrét et 1’adhésion
ferme des leucocytes circulants sur I’endothélium vasculaire, rapidement suivie par 1’adhésion
intermédiaire durant la migration transendothéliale et finalement, la dé-adhésion et
Pextravasation [Mackay, 1993]. En plus de la modulation d’affinité des intégrines, régulée par
des signaux générés a I’intérieur des cellules (inside-out signalling), des études ont indiqué que
les intégrines elles-mémes peuvent transmettre des signaux aux cellules (outside-in signalling).
Ainsi, la ligation des récepteurs intégrines peut initier de nombreuses réponses cellulaires
incluant la différentiation, la prolifération, 1’expression différentielle de génes, I’assemblage du

cytosquelette, 1a migration et la contraction de gels [Sastry, 1993].

2.2.1.3- Les molécules de la superfamille des

immunoglobulines

La superfamille des immunoglobulines (Ig) englobe un large groupe de molécules
contenant plusieurs domaines de type immunoglobulinique. Chaque domaine est généralement
codé par un exon et consiste en une séquence primaire de 60-70 acides aminés avec un pont
disulfure reliant les résidus 50 et 70; d’autres résidus conservés sont impliqués dans

I’établissement de la structure tertiaire. Cinq membres de cette famille sont impliqués dans les
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interactions leucocytes-cellules endothéliales: I'InterCellular Adhesion Molecule-1 ou ICAM-1
(CD54a), 'ICAM-2 (CD54b), P'ICAM-3 (CD54c), le Vascular Cell Adhesion Molecule-1 ou
VCAM-1 (CD106), et le Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 ou PECAM-1 (CD31).

Quatre d’entre eux sont des ligands endothéliaux pour les leucocytes.

* Les molécules d’ICAM

Les ICAM-1 et -2 sont des produits de génes distincts mais homologues contenant,
respectivement, 5 et 2 domaines Ig [Staunton, 1989].

L’ICAM-1 est faiblement exprimé a la surface de I’endothélium au repos, mais son
expression s’accroit considérablement apres quelques heures de stimulation par I’'TL-1, le TNF-
o ou 'TFN-y [Rothlein, 1988]. A I’'inverse, 'ICAM-2 est exprimé constitutivement & un niveau
élevé sur les cellules endothéliales au repos, et son expression n’est pas augmentée par
I’activation des cellules [Nortamo, 1991]. Les ligands de 'TCAM-1 sont le LFA-1 (leucocyte
function-activated antigen-1, CD11a/CD18) et Mac-1 (CD11b/CD18). L’ affinité de 'ICAM-2
pour le LFA-1 semble étre plus faible que celle de 'ICAM-1 [Staunton, 1989]; ce qui tend a
impliquer ’ICAM-2 dans un trafic leucocytaire transendothélial constitutif mais faible, alors
qu’une expression de novo d’ICAM-1 régule le trafic inflammatoire principal, comme le montre
une étude réalisée sur des souris déficientes pour 'ICAM-1 [Sligh, 1993].

A la surface des leukocytes, I’expression des molécules d’ICAM est tres différente:
I’ICAM-1 est largement exprimée apres induction, I'ICAM-2 est absente, et 'ICAM-3 est
fortement exprimée a la surface des lymphocytes au repos et des monocytes. Ces 3 ICAM
contribuent 2 la stabilisation des interactions entre cellules spécifiques de 1’antigéne: des
anticorps dirigés contre ces 3 molécules sont nécessaires pour bloquer une réponse T spécifique

de I’antigéne et dépendante du LFA-1 [de Fougerolles, 1994].

* VCAM-1

Un seul géne de VCAM-1 donne naissance a différentes isoformes aprés épissage
alternatif; la forme majeure chez I’homme contient 7 domaines Ig [Hession, 1991]. L’intégrine
VLA-4 lie le VCAM-1 par I’intermédiaire du premier et du quatrieme domaine Ig [Osborn,
1992].

Le VCAM-1 est absent sur les cellules endothéliales au repos, mais les cellules
répondent & I’IL-1 et au TNF en augmentant 1’expression du VCAM-1, dont I’activité maximale

est atteinte au bout de 6-12 heures [Swerlick, 1992]. De fagon intéressante, 1'TL-4 agit sur les
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cellules endothéliales pour augmenter 1’expression du VCAM-1, mais pas de la E-sélectine ou
de 'ICAM-1 [Masinovski, 1990]. Ces observations suggérent que le VCAM-1, tout comme
I'ICAM-1, sont des régulateurs de I’extravasation au niveau des sites de I’inflammation.

Le VCAM-1 est également exprimé sur certaines populations de cellules dendritiques
[Freedman, 1990], et apres interaction avec son ligand sur la cellules B, participe a 1’induction

de la lymphopoiese [Miyake, 1991].

* PECAM-1 ou CD31

Le PECAM-1/ CD31 est exprimé sur les plaquettes et la plupart des leucocytes, et est
présent constitutivement sur la paroi endothéliale in vivo. Cette molécule intervient a la fois
dans I’adhésion des leucocytes et des plaquettes aux cellules endothéliales et la migration
transendothéliale, essentiellement par le biais d’interactions homophiliques [De Lisser, 1993;
Muller, 1993; Newman, 1990]. L’interaction du CD31 avec son ligand aboutit également &
’activation des intégrines B1 et B2, conférant au CD31 un rdle critique dans la régulation de
I’adhésion des leucocytes & I’endothélium [Piali, 1993; Tanaka, 1992]. De plus, le CD31 est
redistribué vers les bords des cellules endothéliales, lorsque celles-ci entrent en contact les unes
avec les autres. Ceci laisse supposer que le CD31 peut participer aux interactions entre les

cellules endothéliales limitant la perméabilité vasculaire [Ferrero, 1995].

2.2.1.3- Autres molécules impliquées dans P’adhérence des

leucocytes a I’endothélium

* CD44

Le protéoglycane CD44 est une protéine de surface largement exprimée, et présente sous
de nombreuses isoformes générées par €pissage alternatif, dont 5 ont été détectées sur les
leucocytes [Gunthert, 1993]. Le CD44 intervient dans 1’adhésion cellulaire principalement par
sa liaison aux acides hyaluroniques (HA), mais il peut également interagir avec des molécules
de la matrice extracellulaire: le collagéne, la laminine et la fibronectine [Jalkanen, 1992].

Le CD44 a été supposé participer a la liaison des lymphocytes aux HEV, principalement
au niveau des plaques de Peyer, et a la liaison des lymphocytes aux cellules endothéliales
activées; cependant les données sont trop controversées pour fournir une preuve définitive.
L’injection in vivo d’anticorps anti-CD44, aboutissant a la perte du CD44 i la membrane des

lymphocytes, n’a aucun effet sur I’extravasation des lymphocytes vers les organes lymphoides
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au cours d’une circulation normale chez la souris; mais inhibe la formation d’un cedéme et
I'infiltration de leucocytes au niveau cutané, 24 heures apres une stimulation antigénique
[Camp, 1993]. Ces résultats indiquent que le CD44 n’est pas nécessaire a la circulation normale
des leucocytes, mais ’est pour I’extravasation des leucocytes aux sites inflammatoires
impliquant des tissus non lymphoides.

Le CD44 est également impliqué dans la maturation de précurseurs lymphoides et
myéloides au niveau de la mecelle osseuse [Miyake, 1990], et dans la migration des
prothymocytes vers leur lieu de maturation: le thymus [Horst, 1990]. Enfin, une fonction
supposée du CD44, lorsqu’il est exprimé 2 la surface des cellules endothéliales, est la capacité a
lier et présenter des chimiokines (comme le MIP-1at) aux leucocytes en contact avec
I’endothélium [Tanaka, 1993].

* VAP-1 et L-VAP-2

VAP-1 (vascular adhesion protein-1, 90kD) est une molécule d’adhérence endothéliale
fortement exprimée au niveau des HEV de la plupart des organes lymphoides humains excepté
les tissus lymphoides associés aux muqueuses, et sur les cellules dendritiques des centres
germinatifs. Son expression est augmentée au cours d'une réaction inflammatoire [Salmi, 1992;
Salmi, 1993].

L-VAP-2 (lymphocyte-vascular adhesion protein-2, 70 kD) est exprimé par une sous-
population de veinules dans les tissus lymphoides et non-lymphoides, ainsi que dans quelques
HEV de tissus lymphoides. L-VAP-2 est également présent sur 20% des lymphocytes du sang
périphérique, préférentiellement les cellules B et les cellules CD8* [Airas, 1993].

2.2.2- Recrutement des leucocytes au cours de I’inflammation

La migration transendothéliale des leucocytes au niveau du site inflammatoire s'effectue
en 4 étapes: (1) ’adhérence faible ou rolling, (2) I’activation des leucocytes qui induit
I’expression d’autres molécules d’adhérence, qui met fin au processus de rolling et conduit &
(3) I’adhésion forte, et enfin, (4) la migration au travers de I’endothélium [Imhof, 1995].

Les leucocytes adhérent faiblement aux cellules endothéiiales au repos. Au cours de
I'inflammation, le phénotype de l'endothélium est dramatiquement modifié suite & I'activation
par des cytokines telles que I'IL-1, le TNF et 'IFN-y. L'IL-1 et le TNF sont principalement

produites par les macrophages stimulés par des produits bactériens, et 'TFN-y est libéré par les

38




Introduction

cellules NK et les cellules T qui ont rencontré leur antigéne spécifique. Ces différentes
cytokines proinflammatoires induisent I'expression de molécules d'adhérence a la surface de
I'endothélium. La premiére a apparaitre, est la P-sélectine, qui permet 1I’étape d'adhérence faible
ou rolling des leucocytes au site de 1ésion du tissu. La E-sélectine est trouvée de maniére
prédominante au niveau des sites inflammatoires cutanés, aprés induction de sa synthése par
I'IL-1 ou le TNF, mais son expression maximale ne peut étre atteinte que 4 a 6 heures aprés la
stimulation endothéliale. La E-sélectine favorise 1'attachement des neutrophiles, monocytes et
lymphocytes. Quelques minutes aprés l'activation par des cytokines, les cellules endothéliales
produisent des chimiokines, du leucotritne B4 et du PAF; tous sont des agents
proinflammatoires pouvant favoriser 1'expression des intégrines sur les leucocytes en phase de
rolling [Springer, 1994]. Les intégrines des leucocytes activés se lient alors aux molécules de la
superfamille des Ig: 'TCAM-1 et le VCAM-1, dont l'expression augmente en quelques heures
suite a la stimulation par les cytokines proinflammatoires.

L'augmentation de la perméabilité est également une composante importante de
l'inflammation. Des médiateurs tels que la thrombine et I'histamine, induisant une rétraction
cellulaire endothéliale et augmentant la perméabilité, pourraient agir au niveau de la
redistribution du CD31 [Ferrero, 1995].

2.2.3- Molécules d’adhérence et asthme

Les modifications d'expression des différentes molécules d'adhérence chez
I'asthmatique allergique par rapport au sujet sain sont encore trés controversées. Ainsi, Gosset
et al ont montré que, chez des patients asthmatiques par rapport a des sujets contréles, une
expression accrue dICAM-1 est observée au niveau de 1'épithélium et de I'endothélium, alors
que la E-sélectine et le VCAM-1 ne sont surexprimés que sur I'endothélium. L'expression des
molécules d'adhérence sur 1'endothélium est corrélée a l'infiltrat leucocytaire total, et a celui
d'éosinophiles en particulier [Gosset, 1995]. De méme, Ohkawara et al ont démontré une
surexpression de ces 3 molécules d'adhérence endothéliales [Ohkawara, 1995], la présence de
VCAM-1 étant corrélée avec les taux d’IL-4 dans le LBA [Fukuda, 1996]. A l'inverse, d'autres
auteurs n'ont pas trouvé de différence d'expression de I'ICAM-1, de la E-sélectine et du
VCAM-1 entre les asthmatiques et les contrdles [Bentley, 1993; Montefort, 1992], bien que les
molécules d’adhérence endothéliales ICAM-1 et E-sélectine, mais pas VCAM-1, soient

augmentées 6 heures aprés un challenge allergénique [Montefort, 1994]. L’expression du

39




Introduction

CD44, du LFA-1, de VLA-4 et de Mac-1 est plus élevée dans la muqueuse bronchique des
asthmatiques, le nombre de cellules LFA-17 étant corrélé a celui des éosinophiles activés EG2+
[Ohkawara, 1995; Peroni, 1996]. Par contre, I'expression de la L-sélectine est réduite aprés un
challenge allergénique chez I'asthmatique [Georas, 1992].

La contribution des différentes molécules d'adhérence dans le recrutement des
leucocytes au cours de l'inflammation pulmonaire a pu étre analysée dans des modeles
animaux. Chez le rat, un anticorps anti-ICAM-1 n'a pas d'effet sur l'afflux des cellules
inflammatoires induit par un antigéne, sauf sur celui des éosinophiles [Asakura, 1996; Sun,
1994], alors qu'un Ac anti-VLA-4 inhibe le recrutement des €osinophiles et des lymphocytes
[Richards, 1996]. De méme, chez le singe, un anticorps anti-ICAM-1 inhibe la migration des
éosinophiles induite par I'antigene [Wegner, 1990]. Chez des souris Balb/c sensibilisées a
I’ovalbumine (OVA), seul le blocage in vivo de l'interaction VCAM-1/VLA-4 prévient l'infiltrat
d'éosinophiles dans la trachée, et le blocage de l'interaction VCAM-1/VLA-4 inhibe l'afflux de
cellules T CD4* et CD8 plus puissamment que le blocage de I'interaction ICAM-1/LFA-1
[Nakajima, 1994]. Enfin, des souris double mutantes pour ICAM-1/P-sélectine ont un afflux de
neutrophiles dans le poumon identique a celui des souris de type sauvage apres infection par
Streptococcus pneumoniae [Bullard, 1995].

Des cytokines proinflammatoires comme 1I’IL-1 et le TNF-0., régulant I’expression des
molécules d’adhérence sont également détectées en quantité plus importante chez les
asthmatiques comme en témoigne 1’aumentation de 1’expression des ARNm correspondants
dans les cellules du LBA [Krishnaswamy, 1993; Ying, 1991]. De plus, des souris CBA/J
inhalant I’antigéne SEA (I’antigéne soluble de 1’ceuf de Schistosoma mansoni) développent une
inflammation pulmonaire caractérisée par un afflux précoce de neutrophiles (8-24h) et un afflux
tardif d’éosinophiles (48-72h). La neutralisation du TNF-o. diminue significativement le
recrutement des leucocytes [Lukacs, 1995]. Enfin, I'IL-4 cytokine de type 2 dont ’expression
est accrue chez I’asthmatique [Robinson, 1992], peut augmenter 1’expression de VCAM-1 et
ainsi contribuer a I’extravasation des lymphocytes, éosinophiles et monocytes [Masinovski,
1990].
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2.3- Intervention des molécules chimioattractantes dans
I'inflammation pulmonaire allergique

Des molécules solubles interviennent également dans le recrutement leucocytaire au site

de I'inflammation: elles sont principalement soit des cytokines, soit des médiateurs lipidiques.
2.3.1- Les différentes molécules chimioattractantes
2.3.1.1- Les chimiokines

Les chimiokines constituent un groupe de cytokines chimiotactiques identifi€ées comme
des polypeptides basiques liant 1’héparine, et d'un poids moléculaire de I’ordre de 8-9 kD. Les
chimiokines ont été classées en 2 sous-familles: les chimiokines CXC et les chimiokines CC,
selon leur séquence en acides aminés. Les 2 cystéines des chimiokines CXC sont séparées par
un acide aminé, alors que les 2 cystéines des chimiokines CC sont adjacentes. La découverte
d’une nouvelle molécule connue comme une lymphotactine, suggere que les chimiokines
pourraient avoir une sous-famille additionnelle: la/les chimiokine(s) C [Kelner, 1994]. Cette
molécule, isolée a partir des cellules pro-T, ne posséde pas 2 des 4 cystéines caractérisant les
chimiokines, est produite par les cellules T CD8% et les thymocytes af* CD4- CD8" et est
chimiotactique pourl les thymocytes CD8.

* Les chimiokines CXC

Les chimiokines CXC (tableau 4) ont pour caractéristique fonctionnelle majeure la
capacité a attirer les neutrophiles. Leur chef de file est 'IL-8 [Teran, 1996b]. Deux récepteurs
pour I’'IL-8 ont été caractérisés: 'IL-8-RA ou CXCR1 lie I'IL-8 avec une forte affinité et
d'autres chimiokines CXC avec une faible affinité, alors que I'IL-8-RB ou CXCR?2 lie, aussi
bien I'IL-8 que d'autres chimiokines CXC, avec une forte affinité [Lee, 1992].

* Les chimiokines CC

Les membres de la sous-famille des chimiokines CC sont chimiotactiques pour les
éosinophiles, les monocytes et les lymphocytes. Cette famille comprend au moins 16 molécules
distinctes (les principales sont résumées dans le tableau 5) [Teran, 1996b]. Trois récepteurs

pour les chimiokines CC ont été identifiés: (1) un récepteur pour le MCP-1 qui lie le MCP-1 et
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Tableau 4. PRINCIPALES CHIMIOKINES CXC humaines, ou chimiokines-o

Chimiokines

Fonctions

Sources cellulaires

IL-8

attire et active les neutrophiles, les
lymphocytes et les basophiles

monocytes/macrophages, cellules T
fibroblastes, cellules endothéliales
kératinocytes, neutrophiles

cellules épithéliales

GRO¢, ou MGSA

- attire les neutrophiles et les
basophiles

- active les neutrophiles

- stimule la prolifération des cellules
de mélanome humain

monocytes/macrophages, cellules T
fibroblastes, neutrophiles
cellules épithéliales bronchiques

GROp - attire les neutrophiles et les monocytes
basophiles
- active les neutrophiles
GROy - attire les neﬁtrophiles et les monocytes
basophiles
- active les neutrophiles
NAP-2 ou CTAP-III| attire et active les neutrophiles | plaquettes
ou B-TG
ENA 78 attire et active les neutrophiles cellules épithéliales (A549),
plaquettes, monocytes,
cellules endothéliales
GCP-2 active et attire les granulocytes
I1P-10 attire et active les neutrophiles et les | monocytes, fibroblastes,
lymphocytes T cellules endothéliales
kératinocytes
mig_ attire et active les lymphocytes T monocytes/macrophages

(GROa = Granulocyte Activating Factor, MGSA = Melanoma Growth-Stimulating Activity, NAP-2
= Neutrophil Activating Peptide-2, CTAP-III = Connective Tissue Activating peptide III, B-TG = -
ThromboGlobulin, ENA 78 = Epithelial Neutrophil Activating peptide-78, GCP-2 = granulocyte
chemotactic protein 2, IP-10 = Interferon y-Inducible protein 10)

(d’apres [Terran, 1996], [Haskill, 1990], [Proost, 1993], [Geiser, 1993] et [liao, 1995])




Tableau 5: PRINCIPALES CHIMIOKINES CC humaines, ou chimiokines-f3

‘Chimiokines Fonctions Sources cellulaires
RANTES |- attire les lymphocytes, les monocytes et les | cellules T, macrophages,
éosinophiles fibroblastes, épithélium rénal et
- attire, active et induit la libération d’histamine | bronchique, cellules mésangiales
par les basophiles
MIP-1c - attire les monocytes, les lymphocytes et les | cellules T, cellules B, monocytes,
éosinophiles fibroblastes, mastocytes murins
- inhibe la prolifération précoce des cellules
souches hématopoiétiques
- induit la libération d’histamine par les
basophiles et les mastocytes
- stimule 1’adhésion des cellules T aux cellules
endothéliales
MIP-183 - attire les monocytes et les cellules T cellules T, cellules B, monocytes,
- induit ’adhésion des cellules T aux cellules | fibroblastes, mastocytes murins
endothéliales via les intégrines 1
MCP-1 - attire les monocytes et les lymphocytes monocytes/macrophages,
- régule I’expression des molécules fibroblastes, cellules B, cellules
d’adhérence et la production de cytokines par | musculaires lisses, cellules de
les monocytes glioblastome, cellules
- active les basophiles endothéliales, cellules €pithéliales
MCP-2 attire les monocytes, les lymphocytes et les monocytes
éosinophiles cellules d’ostéosarcome
MCP-3 - attire les monocytes, les lymphocytes et les | cellules d’ostéosarcome
éosinophiles
- active les basophiles
MCP-4 - attire les monocytes, les lymphocytes T et les | cellules épithéliales et »
éosinophiles endothéliales
- stimule la libération d’histamine par les
basophiles
Eotaxine | attire les éosinophiles épithélium des polypes nasaux

Eotaxine-2

- attire les éosinophiles et les basophiles
- induit la libération d'histamine de
leucotriene C4 par les basophiles

monocytes

(RANTES = regulated on activation-normal T expressed, MIP- = monocyte inflammatory peptide-,

MCP- = monocyte chemotactic peptide-)

(d’apres [terran, 1996], [Stellato, 1995] et [Garcia-Zepeda, 1996])
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le MCP-3 et est exprimé sur les basophiles mais pas les éosinophiles ; (2) un récepteur pour le
RANTES qui lie le RANTES et le MCP-3; et (3) un récepteur pour le MIP-1a qui lie le MIP-
la, le RANTES, et avec une affinité moindre, le MCP-3. Ces récepteurs possédent 7 domaines

transmembranaires et sont couplés a une protéine G [Baggiolini, 1994].

* Role des chimiokines dans la migration leucocytaire transendothéliale

Les chimiokines jouent un role important dans le recrutement cellulaire au cours de
I’inflammation: elles régulent I’expression de certaines molécules d’adhérence et leur
redistribution, et induisent la chimiotaxie de différents leucocytes.

Les chimiokines sont capables de réguler certaines molécules d’adhérence impliquées
dans la circulation leucocytaire. Par exemple, les chimiokines CXC comme 1'IL-8, NAP-2 et
GRO-0, augmente I’expression du CD11b/CD18 a la surface des neutrophiles [Detmers, 1991;
Huber, 1991]. L’IL-8 comme d’autres chimioattractants induit la perte de la L-sélectine a la
surface des leucocytes [Huber, 1991]. Les chimiokines CC ont également été démontrées
intervenir dans la régulation de la capacité d’adhérer des monocytes, des lymphocytes et des
éosinophiles. Ainsi, le MIP-1a, le MCP-1 et le RANTES augmentent I’expression du
CD11b/CD18 et du CD11c/CD18 a la surface des monocytes, et accroit leur liaison a
I’endothélium stimulé ou non par I'IL-1 [Vaddi, 1994]. De maniére similaire, le MIP-1q, le
MIP-1p et I'TP-10 induisent I’adhésion des lymphocytes T aux cellules endothéliales [Taub,
1993b; Taub, 1993a]. Le RANTES, quant a lui, stimule la migration transendothéliale des
éosinophiles, processus inhibé par des anticorps anti-CD18 et anti-VLA-4 [Ebisawa, 1994].

Un des mécanismes impliqué dans ce processus semble &tre lié a une des
caractéristiques majeures des chimiokines: leur capacité a lier les protéoglycanes, polypeptides
sur lesquels sont attachés, de maniére covalente, des glycosaminoglycanes. Il a été proposé que
les chimiokines pourraient étre exprimées a la surface luminale des cellules endothéliales par
I’intermédiaire d’une liaison aux protéoglycanes, permettant a ces cytokines d’activer
directement les leucocytes et les intégrines, au cours de I’adhésion leucocyte-endothélium. Ce
processus est connu sous le nom‘d’haptotaxie [Rot, 1993]. Une observation étaye cette
hypothése: I’activité chimiotactique de I’'IL-8 vis-a-vis des neutrophiles est augmentée lorsque la
chimiokine est liée & des héparanes sulfates [Webb, 1993].

De plus, ’activation des leucocytes conduit a une polarisation cellulaire impliquant le
développement de projections cytoplasmiques appelées uropodes, exprimant en quantités

importantes des molécules d’adhérence comme 'ICAM-3, I'ICAM-1, le CD43, le CD44 et la
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L-sélectine, et permettant 1a mobilité et 1’adhérence [del Pozo, 1996]. Les chimiokines libérées
au cours de l’interaction leucocyte-cellule endothéliale apparaissent étre responsables de
I’induction d’uropodes: le MCP-1, le RANTES, et dans une moindre mesure I’'IL.-8, le MIP-1
et le MIP-1f induisent la formation d’uropodes et la redistribution de 'ICAM-3, de I'ICAM-1,
du CD43 et du CD44 apres ’adhésion des cellules T aux cellules endothéliales (VCAM-1 et
ICAM-1) ou aux protéines de la matrice extracellulaire comme la fibronectine [del Pozo, 1995].

Enfin, la polarisation de 1’expression des récepteurs pour les chimiokines sur les
lymphocytes migrants apparait agir comme un capteur du gradient chimiotactique, pour diriger
la migration leucocytaire. Ainsi, in vitro, les récepteurs des chimiokines CC: CCR2 et CCRS,
mais pas les récepteurs de cytokines comme I'IL-2Ra (IL-2 Récepteur av), I'TL-2Rp, le TGF-
BR ou le TNF-R1, sont redistribués a un pdle des cellules T qui migrent en réponse au
RANTES, au MCP-1 ou a I'IL-8. Des cytokines comme I’'IL-2 et I'IL-15, ainsi que des Ac
anti-ICAM-3 et anti-CD43 provoquent également une redistribution du CCR2, indiquant que la
polarisation des leucocytes est liée a 1’acquisition du phénotype migrant [Nieto, 1997].

Durant leur migration tissulaire, les leucocytes sont donc polarisés: les récepteurs des
chimiokines sont localisés au niveau du “bord d’attaque”, alors qu’a “I’arriere” se situent les
uropodes ol les récepteurs impliqués dans 1’adhésion cellulaire favorisent le recrutement

d’autres leucocytes [del Pozo, 1997].

* Chimiokines et asthme

Ces diverses molécules chimioattractantes semblent impliquées dans I’inflammation
allergique: elles ont été détectées au niveau de la muqueuse bronchique des patients
asthmatiques et leur neutralisation par des Ac inhibe le recrutement cellulaire pulmonaire dans
des modeles animaux.

L’immunoréactivité de I’IL-8 est augmentée dans les biopsies de patients asthmatiques,
en comparaison avec celles de sujets contrdles, et dans les liquides de lavages
bronchoalvéolaires (LBA) de patients asthmatiques, aprés un challenge allergénique [Teran,
1995]]. De plus, I'IL-8 est libérée dans le surnageant de culture de cellules épithéliales
bronchiques de patients asthmatiques [Marini, 1992].

Le RANTES et le MIP-1a sont produits par les cellules de LBA de patients
asthmatiques [Alam, 1996], et des patients asthmatiques exposés a un challenge allergénique
endobronchial libérent des concentrations accrues de RANTES et de MIP-1a dans les liquides
de LBA, 4 heures aprés le challenge. Le taux de RANTES est corrélé avec le nombre
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d’éosinophiles du LBA, suggérant que cette chimiokine pourrait étre directement impliquée
dans le recrutement d’éosinophiles qui caractérise la réaction tardive chez I’asthmatique [Teran,
1996a]. L’analyse de biopsies bronchiques révele que I’expression de I’ ARNm codant pour le
MCP-3 est augmentée dans les biopsies bronchiques provenant de patients présentant un
asthme modéré [Humbert, 1997], et I'immunoréactivité pour le MCP-1 est accrue au niveau de
I’épithélium bronchique de biopsies prélevées sur des sujets asthmatiques [Sousa, 1994]. Dans
un modele d'inflammation chez la souris CBA/J induit aprés sensibilisation puis inhalation de
SEA (antigéne d'ceuf de Shistosoma mansoni), la neutralisation in vivo du MIP-1a ou du
RANTES, mais pas de MCP-1, réduit significativement le recrutement des éosinophiles dans
les voies aériennes. D'un autre coté, la neutralisation du MCP-1 réduit le nombre de
lymphocytes CD4+ et CD8 [Lukacs, 1997].

L’éotaxine a été, a 1’origine, identifiée dans le liquide de LBA de cobayes sensibilisés a
I’OVA [Jose, 1994]. In vivo, un challenge des cobayes avec I’éotaxine induit un afflux
d’éosinophiles dans les voies aériennes [Griffiths Johnson, 1993]. Une expression accrue
d’ARNm codant pour 1’éotaxine a été mise en évidence dans les poumons de cobayes
sensibilisés par 1’antigéne [Rothenberg, 1995a]. L’éotaxine et I'IL-5 agissent en synergie pour
induire le recrutement des éosinophiles chez le cobaye [Collins, 1995]. L’équivalent murin de
I’éotaxine a été cloné [Rothenberg, 1995b], et plus récemment, le géne codant pour I’éotaxine
humaine a été identifié; sa séquence d’acides aminés est identique a 61,8% et 63,2%,
respectivement a celle du cobaye et de la souris [Ponath, 1996]. Ces homologies de séquences

laissent supposer une homologie de fonction qui reste néanmoins a déterminer.

2.3.1.2- Autres molécules chimioattractantes

* Les cytokines

L’IL-5, cytokine de type 2, est un chimioattactant majeur pour les éosinophiles dans les
poumons d’asthmatiques. Les liquides de LBA réalisés pendant la saison pollinique, chez des
patients asthmatiques, ont une activité chimiotactique in vitro vis-a-vis des éosinophiles, qui est
inhibée par un anticorps anti-IL-5 [Venge, 1996]. L’instillation d’IL-5 dans une zone limitée du
poumon d’asthmatique, augmente le recrutement et 1’activation des éosinophiles dans la

muqueuse bronchique et le LBA [Shi, 1997].

46




Introduction

L’IL-2 est un chimioattractant, in vitro, pour les lymphocytes T activés et les
éosinophiles [Kornfeld, 1985; Rand, 1991].

L’IL-15 est produite par un grand nombre de cellules (monocytes sanguins, lignées
fibroblastiques et épithéliales et cellules dendritiques obtenues a partir de cellules du sang
périphérique) et de tissus (placenta, muscles squelettiques, cceur, poumon, foie et rein), et agit
par le biais d’un récepteur possédant une chaine commune avec le récepteur de I'IL-2
[Grabstein, 1994, Jonuleit, 1997]. In vitro, I'IL-15 stimule la locomotion et le chimiotactisme
des lymphocytes T du sang périphérique, la locomotion semblant avoir un rdle capital pour les
interactions cellules T-cellules accessoires [Wilkinson, 1995]. Enfin, de fortes concentrations
d’IL-15 ont été détectées dans les liquides synoviaux de patients souffrant d’arthrite
rhumatoide, pathologie caractérisée par un infiltrat de cellules T. L’injection d’IL-15 a des
souris induit un infiltrat de cellules inflammatoires, majoritairement CD3* [Mclnnes, 1997].
L’intervention éventuelle de I'IL-15 dans I’établissement de I’inflammation pulmonaire dans

I’asthme reste encore a étudier.

Décrit a I'origine comme un facteur chimioattractant des lymphocytes T (LCF) [Center,
1982], I'IL-16 est produite par les cellules T CD8*+ [Laberge, 1996a], les cellules T CD4+
[Center, 1996], les éosinophiles [Lim, 1996], les mastocytes [Rumsaeng, 1997] et les cellules
épithéliales de voies aériennes [Bellini, 1993]. Sa synthese est augmentée en réponse a des
antigénes, des mitogénes, l'histamine [Bellini, 1993] ou la sérotonine [Laberge, 1996a]. Le
récepteur de 1'IL-16 est la molécule CD4 [Cruikshank, 1994]. Au niveau de biopsies
bronchiques, I'IL-16 est présente principalement dans les cellules épithéliales chez les
asthmatiques et les sujets contrdles; cependant, I'expression d'TL-16 est significativement plus
élevée chez les asthmatiques [Laberge, 1994]. Enfin, 1'TL-16 a été détectée dans les LBA de
patients asthmatiques 6 heures apres une stimulation allergénique [Cruikshank, 1995].

* Autres peptides chimioattractants

Le produit du complément CSa, peptide de 74 aa, est chimiotactique pour les
neutrophiles, les €osinophiles et les macrophages, mais pas les lymphocytes [Gallin, 1993].
Sur les neutrophiles, les récepteurs du C5a sont les plus abondants avec 1 & 2x105 sites par
cellule. En comparaison, les récepteurs pour les chimiokines sont exprimés a une densité de 2 &

4x104 [Gerard, 1993].
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Isolé, a I’origine, a partir du tractus gastrointestinal de porc, le VIP (Vasolntestinal
Peptide), peptide de 28 aa, est un puissant relaxant des muscles lisses. Il a été localisé au niveau
des systémes nerveux central et périphérique [Sirinek, 1991]. Le VIP exerce un puissant effet
chimioattractant sur les lymphocytes T, et I’activation par du VIP, de cellules T non stimulées,

augmente leur adhérence a 'ICAM, au VCAM et 2 la fibronectine [Johnston, 1994].

* Les médiateurs lipidiques

Le PAF (platelet-activating factor) entraine 1’agrégation plaquettaire, la libération
d'enzymes lysosomales et de dérivés oxygénés par les neutrophiles, les éosinophiles et les
macrophages, et est un puissant chimioattractant pour les cellules phagocytaires. 1l est produit
par les plaquettes, les mastocytes, les basophiles et les cellules endothéliales; son récepteur
posseéde une structure & 7 domaines transmembranaires, tout comme ceux des chimiokines,

mais il est monospécifique [Gallin, 1993].

Le leucotriéne B4 est un lipide chimiotactique pour les neutrophiles et n’a pas d’effet
sur les lymphocytes. Le LTB4 est produit par les macrophages alvéolaires et les mastocytes

activés, son récepteur ressemble a celui du PAF [Gallin, 1993; Martin, 1984}.

L'inflammation pulmonaire, une des trois caractéristiques majeures observées dans
l'asthme allergique, est donc le résultat de 'intervention complexe de nombreux facteurs: des
molécules d'adhérence, des cytokines proinflammatoires et/ou chimioattractantes et des facteurs

de croissance.

3. HYPERREACTIVITE BRONCHIQUE

L'asthme est, en outre, caractérisé par des symptdmes tels qu’une sensation périodique
d’ oppression thoracique et des sifflements; qui s'accompagnent d'une obstruction variable des
voies aériennes, mesurée par l'analyse du pic expiratoire maximal et par spirométrie. La
variabilité de 1'obstruction des voies aériennes peut étre reproduite au laboratoire par

I'administration d'un bronchodilatateur, qui met en évidence la réversibilité de I’ obstruction, ou
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en utilisant un stimulus bronchoconstricteur, permettant ainsi la mesure de 'hyperréactivité
bronchique (HRB). L’HRB est évaluée chez I’homme en mesurant la PC20: concentration de
stimuli causant 20% de diminution du FEV1 (Volume Expiratoire Forcé en 1seconde) [NIH,
1992].

3.1- Caractéristiques de 1'HRB

La pathophysiologie de 'HRB n'est pas complétement comprise. Normalement, 'HRB
est définie comme une augmentation de la sensibilité des voies aériennes a des stimuli
bronchoconstricteurs. L’HRB est évaluée au moyen de courbes dose-réponse obtenues avec
des agents pharmacologiques ou des stimuli physiques. Une stimulation a 1’histamine ou a la
métacholine est le plus couramment utilisée pour mesurer I'HRB, bien que certains aient avancé
qu’une stimulation non pharmacologique, comme 1’exercice, puisse €tre cliniquement plus
pertinente et plus spécifique pour distinguer 1’asthme d’autres maladies chroniques des voies
aériennes, en particulier chez I’enfant [Godfrey, 1991]. Cependant, une augmentation de
I’HRB a I’exercice indique I’existence d’une variabilit€¢ anormale des voies aériennes
indépendamment de la présence ou de 1’absence de symptdmes respiratoires [Backer, 1992]. La
mesure de 'HRB ne semble donc pas constituer une valeur prédictive de la présence d’un
asthme. Outre 'HRB, I'asthme se caractérise par une augmentation du rétrécissement maximal
des voies aériennes [Sterk, 1989]. De plus en plus de preuves montrent que ces 2 défauts sont
déterminés par des mécanismes partiellement indépendants, indiquant que la réponse des
asthmatiques a des stimuli bronchoconstricteurs correspond a une physiopathologie complexe.

Plusieurs étapes séparent la rencontre du stimulus de I'augmentation de la résistance au
flux d'air dans les voies aériennes. D’abord, les muscles lisses sont activés suite & I'interaction
d'un agoniste avec son récepteur. Cette activation aboutit un racourcissement du muscle qui est
déterminé par des facteurs mécaniques, tels que la contractilité, et par la pression du tissu
environnant: le parenchyme. Puis la contraction des muscles lisses induit un rétrécissement de
la lumiere bronchique, lui-méme dépendant d'un gonflement de la sous-muqﬁeuse et de
I'adventice, et de sécrétions intra-luminales. Finalement, 'augmentation de la résistance dans
les voies aériennes est déterminée par le débit du flux d’air dans la lumi¢re bronchique
[Moreno, 1986]. Chaque étape peut jouer un role indépendant dans le développement de I’HRB
dans I’asthme [James, 1989].
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La présence et la sévérité de 'HRB varient selon les patients quel que soit le stimulus
utilisé [O'Byme, 1988], et surtout, bien que la méthode de mesure soit reproductible, ’HRB
varie au fil du temps chez un méme patient [Josephs, 1989]. L’'HRB est non seulement variable
spontanément, mais aussi consécutivement 4 une infection virale ou une intervention
thérapeutique [Cockcroft, 1988]. Par exemple I'utilisation réguli¢re de stéroides inhalés
améliore I’HRB chez les asthmatiques, mais la normalisation est peu observée [van Essen
Zandvliet, 1994]. En particulier, I’asthme d’enfants ne répondant pas favorablement aux
corticoides, apparait étre associé a une infection virale persistante ou latente au niveau des voies
aériennes [Macek, 1994]. Il pourrait donc exister une composante réversible et une composante
non réversible de I’HRB, et il n’est pas exclu que ces composantes puissent Etre liées a des
mécanismes distincts, comme 1’inflammation aigiie et chronique, respectivement.

Ces observations indiquent que des mesures simples de I’HRB n’ont qu’une valeur
limitée pour conforter le diagnostic de 1’asthme, et sous-entendent que cette mesure

physiologique est liée a de nombreux phénomenes.

3.2- Mécanismes impliqués dans ’HRB
3.2.1- Role de I'inflammation pulmonaire

La mesure de ’'HRB n’est que modérément corrélée avec les signes pathologiques
observés au niveau des voies aériennes [Djukanovic, 1990]. L’HRB 2 la métacholine apparait
étre plus en relation avec I'infiltrat éosinophilique, qu’avec des indices cliniques tels les
symptdmes, ’usage des -agonistes, la mesure du pic expiratoire maximal ou la spirométrie
[Sont, 1995].

Ainsi, aprés une exposition allergénique chez le patient asthmatique, un afflux
d’éosinophiles persite pendant plusieurs jours et est associé avec une obstruction bronchique
progressive caractéristique clinique de la réaction tardive chez I’asthmatique [De Monchy,
1985]. Selon les études, il existe ou non, une corrélation entre 1’éosinophilie pulmonaire et
I’HRB, et une corrélation entre le degré de 1ésions épithéliales et I’'HRB [Djukanovic, 1990;
Ohashi, 1992]. Le role des €osinophiles dans 1’établissement de I'HRB est suggéré par le fait
que certains de ses médiateurs sont toxiques pour les tissus, dont I’épithélium bronchique. Par

exemple, in vitro, la MBP (major basic protein) est responsable du détachement et de la
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destruction des cellules ciliées de la lamina propria [Frigas, 1986]. Ces 1ésions épithéliales
pourraient contribuer a I’augmentation de ’HRB a cause de I’absence de I’EDREF (epithelial-
derived relaxant factor) ou de I’activation des tefminaisons nerveuses intraépithéliales mises a
nu [Barnes, 1986a].

Les lymphocytes T CD4¥ participent indirectement au développement de I’'HRB, et ceci
probablement en induisant un infiltrat d’éosinophiles: le transfert de lymphocytes CD4%,
provenant de rats sensibilisés par injection i.p et inhalation d’OVA, a des rats naifs, induit une
éosinophilie pulmonaire et une HRB aprés exposition & un aérosol d'OVA, les 2 parameétres
étant corrélés. Par contre, un transfert de cellules CD8% sensibilisées, ou de cellules CD4+
naives ne provoque ni inflammation, ni HRB [Haczku, 1997b]. De plus, I’injection de cellules
CD8T provenant d’un animal sensibilisé, normalise la réactivité des voies aériennes chez un
autre animal sensibilisé par ’OVA; et ceci, probablement par 1’ intermédiaire de I’IFN-y [Lack,
1994; Renz, 1994a]. Cependant, la déplétion in vivo en cellules CD8* augmente 1’ inflammation
pulmonaire, mais ne modifie pas I'’HRB de rats sensibilisés a ’OVA [Laberge, 1996b]. De
plus, des souris déplétées in vivo en cellules CD8, puis sensibilisées a 'OVA, ne développent
pas d'HRB, ni d'infiltrat éosinophilique pulmonaire, ni de production locale d'IL-5. Ces
fonctions sont restaurées par le transfert de cellules CD8% naives, au cours de la sensibilisation,
suggérant un role des cellules CD8* dans la production d'IL-5 et le développement d'une HRB
[Hamelmann, 1996].

Les mastocytes ne semblent pas jouer un role dans I’établissement d’une HRB. En effet,
des souris déficientes en mastocytes, sensibilisées par voie intrapéritonéale (i.p) puis par
aérosol, par 'OV A, développent une réponse IgE spécifique, une augmentation du nombre
d’éosinophiles dans le LBA et le tissu pulmonaire, et une augmentation de ’HRB a la

métacholine, tout comme les souris de type sauvage [Nagai, 1996; Takeda, 1997].
3.2.2- Les médiateurs impliqués dans ’HRB

De nombreux médiateurs ont été impliqués dans I’asthme; ils ont des effets variés sur les

voies aériennes.
* Les médiateurs lipidiques

Des médiateurs tels que I’histamine, les prostaglandines et les leucotriénes contractent

directement les muscles lisses des voies aériennes, augmentent les fuites microvasculaires,
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attirent et activent les cellules inflammatoires, elles-mémes produisant des médiateurs.
L’histamine n’ augmente pas I’HRB; contrairement a la prostaglandine D2, aux leucotriénes C4,
D4 et E4, et au PAF [Barnes, 1989]. Cependant, seul le PAF induit une augmentation
prolongée de I’HRB.

Le PAF semble étre un médiateur important pour initier les événements suivant
I’inhalation de I’allergéne: il est un puissant bronchoconstricteur et peut induire une HRB chez
des sujets normaux [Cuss, 1986]. Méme si des patients asthmatiques répondent au PAF de la
méme fagcon que des sujets normaux, plusieurs de ces patients maintiennent une réactivité
bronchique accrue 3 jours apres I’inhalation de PAF [Wardlaw, 1990]. De plus, 6 heures apres
un challenge allergénique, des patients présentant une réaction tardive possédent des taux
plasmatiques accrus de lyso-PAF, métabolite du PAF [Nakamura, 1987]. Cependant, une autre
étude a échoué a démontrer que le PAF puisse &tre libéré dans les 4 heures suivant un challenge
spécifique aux acariens [Menz, 1987]. Ces observations sont & mettre en relation avec une
augmentation du nombre de plaquettes (produisant du PAF) dans le LBA immédiatement et
durant 96 heures aprés un challenge antigénique localisé [metzer, agents actions, 1987, 21:
151]. Différents mécanismes d’action du PAF ont été analysés chez ’homme et chez I’animal
[Townley, 1989] et permettent d’avancer ’hypothése que le PAF pourrait diminuer les
réponses bronchodilatatrices B-adrénergiques, conduisant alors 3 I’HRB non spécifique

[Bergren, 1987].

* Les cytokines

Les cytokines chimioattractantes semblent également jouer un rdle dans I'établissement
d'une HRB. Dans un modele d'inflammation chez la souris CBA/J induit aprés sensibilisation
puis inhalation de SEA (antigéne d'ceuf de Schistosoma mansoni), 1a neutralisation in vivo du
MCP-1 réduit le nombre de lymphocytes CD4* et CD8, et diminue 'HRB qui atteint un
niveau semblable a ceux des témoins, mais ne modifie pas le recrutement des éosinophiles dans
les voies aériennes [Lukacs, 1997]. D'autre part, chez des souris sensibilisée par '’OVA, un Ac
anti-IL-16 inhibe ’HRB et 1’augmentation de la production d’IgE spécifiques, mais n’affecte
pas l'infiltrat d’éosinophiles [Hessel, 1997b]. Par conséquent, certains médiateurs peuvent
moduler 'HRB sans changer !'infiltrat éosinophilique, ce qui n'est pas en faveur d'un réle des

éosinophiles dans I'établissement de I'HRB.
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Les cytokines de type 1 ou 2 peuvent également moduler ’HRB. Ainsi, I’injection d’IL-
12 recombinante a des souris sensibilisées puis exposées a des aérosols d’OVA, abolit
l’éosinophilie pulmonaire et ’HRB sans influencer la production d’IgE spécifiques [Kips,
1996]. La neutralisation in vivo de 'IFN-y abolit complétement le développement d’une HRB,
sans agir sur I’éosinophilie [Hessel, 1997a). A I’inverse, le traitement avec de I’'IFN-y
recombinant sous forme d’aérosol, au cours de la sensibilisation a 'OV A, normalise la fonction
respiratoire [Lack, 1994] et inhibe I’induction de la production d’IgE . Ainsi, I’absence d’HRB
pourrait étre le résultat de 1’absence d’IgE plus que d’un effet direct sur le développement de
I’HRB. Ces résultats aménent a considérer I'IFN-y comme directement activateur ou
indirectement inhibiteur de ’HRB.

L’intervention des cytokines de type 2 dans I’établissement de I’HRB est également treés
complexe. Des souris déficientes pour I'TL-4, sensibilisées a8 'OV A, ne présentent aucune des
caractéristiques décrites pour la souche sauvage, i.e la synthese d’IgE spécifique, 1I’€éosinophilie
pulmonaire et ’'HRB [Kips, 1995a]. De plus, I’'injection d’un anticorps anti-IL-4 récepteur
avant le challenge intratrachéal de souris A/J sensibilisées par des globules rouges de mouton,
réduit significativement I'HRB et prévient I’augmentation du nombre d’éosinophiles dans le
LBA [Gavett, 1997]. La neutralisation in vivo de 1'IL-4 et I'IL-5 apporte des résultats
contradictoires. Ainsi, I’injection d’Ac anti-IL-4, au moment du challenge allergénique,
n’inhibe pas I’HRB de souris sensibilisées a ’OVA [Hessel, 1997a], alors que l'injection de
I'Ac anti-IL-4 pendant la période d'immunisation systémique, inhibe I'HRB mais n'a que trés
peu d'effet sur 'afflux d'éosinophiles [Corry, 1996]. Par conséquent, I’IL-4 semble jouer un
role indirect dans 1’établissement de I'HRB, puisqu’il faut injecter I’ Ac anti-IL-4 au moment de
I’immunisation, i.e avant le développement de la réponse IgE, pour inhiber ’'HRB. D’autre
part, l'injection d'Ac anti-IL-5, pendant la période de challenge allergénique, inhibe ou n'inhibe
pas I'HRB, selon le protocole de sensibilisation utilisé (nombre d'injections et d'aérosols
d'OVA, et durée de I'expérience) [Eum, 1995; Hessel, 1997a]. D’un autre c6té, en absence de
challenge antigénique, des souris transgéniques exprimant 1'IL-5 au niveau de 1'épithélium
bronchique présentent une accumulation péribronchique d'éosinophiles, une expansion des
tissus lymphoides associés aux bronches (BALT), une hyperplasie des cellules caliciformes,
une hypertrophie épithéliale, un dépot de collagéne, et une HRB & la métacholine [Lee, 1997].
L’IL-5 apparait donc intervenir dans le développement d’une HRB en favorisant le recrutement

et I’activation des €osinophiles, bien qu’une action directe ne puisse tre totalement exclue.
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Enfin, l'intervention du TNF-o dans 1'HRB est soulignée par la mise en évidence d'une
augmentation de la réactivité bronchique induite apres l'inhalation de cette cytokine par des
sujets normaux [Thomas, 1995]. De plus, des analyses immunohistochimiques de biopsies
bronchiques d’asthmatiques allergiques modérés révele que 1’augmentation du nombre de
cellules produisant du TNF-a est corrélée avec I’HRB [Hosselet, 1994]. Chez le rat,
I’exposition au TNF-o augmente I’HRB, et induit une faible inflammation pulmonaire [Kips,
1992a]; alors que I'injection d’Ac anti-TNF-o a des souris sensibilisées par I’OVA, inhibe
partiellement I’HRB [Hessel, 1997a]. Bien que le mécanisme d’HRB induit par le TNF-o ne
soit pas connu actuellement, il a été€ suggéré qu’il pourrait agir directement sur les muscles
lisses bronchiques, comme cela a été montré in vitro avec des muscles lisses vasculaires
[Warner, 1989], et/ou qu’il pourrait agir indirectement en libérant des médiateurs

inflammatoires comme le PAF [Sun, 1988].

Des agents pharmacogiques sont également susceptibles de moduler I'HRB consécutive
a I’inhalation d’allergene: le cromoglycate et les glucocorticoides oraux ou inhalés inhibent
HRB, alors que les B2-agonistes inhibent la réponse précoce, mais pas la réponse tardive ni
I'HRB [O'Byrne, 1988].

3.2.3- Les contacts cellulaires impliquées dans PHRB

* les molécules d’adhérence

Différents modeles animaux ol I'ICAM-1 était neutralisé, présentaient une HRB
diminuée. Ainsi, le traitement avec un Ac anti-ICAM-1 de rats sensibilisés a 'OV A par voie i.p
puis par aérosol, inhibe I’HRB sans modification de I’afflux de cellules inflammatoires [Sun,
1994]. Chez le singe, un Ac anti-ICAM-1 inhibe la migration des éosinophiles induite par
I’antigene, ainsi que 'HRB [Wegner, 1990].

La neutralisation du LFA-1 et du VLA-4 chez des rats sensibilisés 2 I’OVA prévient
également I’augmentation de I’HRB, mais seule I'injection d’ Ac anti-LFA-1 réduit le nombre
d’éosinophiles dans le LBA [Laberge, 1995]. Chez des cobayes, I'injection d'Ac anti-VLA-4
une heure avant et 4 heures aprés le challenge allergénique, inhibe I'HRB et le recrutement

pulmonaire d'éosinophiles [Pretolani, 1994].
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Par conséquent, les molécules d’adhérence semblent jouer un rble dans le

développement de I’HRB principalement en modulant Iinfiltrat cellulaire pulmonaire.

* les molécules de costimulation

L’importance de la voie de costimulation CD28-CTLA4:CD80 a été évaluée dans un
modele d’inflammation induite par I’OV A chez les souris Balb/c. Le blocage de I'interaction par
une protéine de fusion CTLA4-Ig inhibe la réponse IgE spécifique de ’OVA, linfiltrat
inflammatoire et I’HRB [Krinzman, 1996]. L’analyse du liquide de LBA met en évidence une
diminution du niveau d’IL-4, suggérant que la costimulation CD28:CD80, nécessaire a une
réponse de type Th2, pourrait intervenir dans le développement de I’HRB [Keane Myers,
1997].

3.2.4- Intervention de la réponse IgE dans 'HRB

Une corrélation entre le taux d’IgE totales et ’HRB chez 1’enfant a été démontrée
[Burrows, 1992; Postma, 1995]. De plus, il existe une liaison entre I’HRB a I’histamine et le
chromosome 5q dans 1’asthme. Or, le chromosome 5q, région codant pour de nombreuses
cytokines intervenant dans 1’allergie comme I'IL-3, 'TL-4, 'IL-5, 'IL-12, I'IL-13 et le GM-
CSF, est également lié au taux d’IgE totales [Bleecker, 1995; Postma, 1995].

Différents modéles animaux ont permis d'explorer la nécessité de 1'IgE dans
I'établissement d'une HRB. (1) Des rats Brown-Norway sensibilisés par voie i.p puis exposés
de facon répétée a ’OVA, produisent des IgE spécifiques, développent une réaction
inflammatoire pulmonaire caractérisée par une augmentation de I’expression de CD25 a la
surface des cellules T CD4, et présentent une HRB aprés provocation 2 Vl’acétylcholine. 1
existe une forte corrélation entre I’expression du CD25 et le nombre d’éosinophiles dans le
LBA, et entre I’HRB et les taux d’IgE spécifiques [Haczku, 1995]. (2) Les IgE sont
nécessaires a 1’établissement d’'une HRB dans un modele de souris sensibilisées par aérosols
d’OVA. En effet, des souris normales et déficientes en cellules B ainsi traitées présentent des
réactions différentes: les 2 souches de souris produisent des cytokines de type 2 en quantité
accrue et développent une accumulation d’éosinophiles dans le tissu bronchique, mais seules les
souris de type sauvage produisent des IgE spécifiques et développent une HRB. L’HRB est
rétablie dans la souche déficientes en cellules B lorsqu’une sensibilisation passive avec des IgE

murines anti-OVA est réalisée lors du challenge antigénique [Hamelmann, 1997]. (3)
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L’injection d’ Ac anti-IgE a des souris sensibilisées 2 I'OVA inhibe 1’infiltrat d’éosinophiles et
I’HRB [Heusser, 1997]. Tous ces résultats sont en faveur d’une action des IgE pour établir
I’HRB.

Le CD23 joue un réle complexe dans I’établissement de I’HRB. Le traitement avec un
Ac anti-CD23, de souris sensibilis€ées avec I’OVA par voie i.p puis par aérosol, diminue
significativement la réponse IgE spécifique, le nombre d’éosinophiles dans le LBA et le tissu
pulmonaire, et ’HRB a la métacholine. A I’inverse, des souris déficientes pour le CD23,
soumises a une méme sensibilisation, ont une réponse IgE spécifique, un recrutement
d’éosinophiles, et une HRB augmentés [Haczku, 1997a]. Ces résultats en apparence
contradictoires sont 2 mettre en relation avec les fonctions opposées du CD23 sur la réponse
IgE (voir paragraphe 1.4.2.3-). En effet, la liaison de complexes immuns au CD23 inhibe la

prolifération cellulaire B, alors que le sCD23 stimule la production d’IgE.

3.2.5- Mécanismes nerveux impliqués dans ’HRB

Il est depuis longtemps considéré qu’il pourrait exister un contrdle nerveux autonome
anormal dans I’asthme, avec déséquilibre entre les voies inhibitrices et excitatrices, aboutissant
a une contractilité excessive des voies aériennes. En plus des systémes classiques cholinergique
et adrénergique, il existe un systéme non adrénergique et non cholinergique (NANC) incluant
plusieurs types de nerfs et neurotransmetteurs. Il est difficile de déterminer si les phénomenes
nerveux anormaux observés dans I’asthme sont la cause ou la conséquence de la maladie et de
ses traitements. Néanmoins, il est fortement probable que les mécanismes nerveux contribuent
au développement des symptomes dans 1’asthme [Barnes, 1989].

Comme !’inflammation joue un role clé dans I’asthme, il a été suggéré qu’il pourrait y
avoir des interactions entre les mécanismes nerveux et inflammatoires. Plusieurs médiateurs
inflammatoires sont capables d’agir sur la libération de neurotransmetteurs des nerfs des voies
aériennes, ou d’agir en tant que récepteur du systéme autonome; et de mani¢re similaire, les
mécanismes nerveux peuvent contribuer a la réaction inflammatoire. En effet, des neuropeptides
comme le VIP ou la substance P régulent certains aspects de la différentiation dans le thymus,
stimulent 1’adhérence et la migration des lymphocytes, et modulent les réponses prolifératives
de divers antigenes [Goetzl, 1995]. La mise en évidence de telles interactions a donné naissance

au concept “d’inflammation neurogénique” [Barnes, 1989].
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* Mécanismes cholinergiques

Le systeme nerveux cholinergique est la voie nerveuse bronchoconstrictrice dominante
dans les voies aériennes humaines. L’ exagération de ces mécanismes est donc suspectée dans
I’asthme. Cette hypothése est supportée par I’observation que de nombreux stimuli produisant
des bronchospasmes (tels que le SO, les prostaglandines, I’histamine et la bradykinine)
stimulent également les récepteurs afférents et pourraient conduire a une bronchoconstriction
réflexe cholinergique [Barnes, 1986b].

Plusieurs mécanismes pourraient expliquer I’augmentation de I’activité cholinergique
dans I’asthme. (1) Une augmentation du nombre de récepteurs muscariniques a été envisagée
mais est peu probable [Robertson, 1988]. (2) Des récepteurs muscariniques inhibiteurs
(autorécepteurs) ont été mis en évidence au niveau des voies aériennes [Minette, 1988], ils
inhibent la libération d’acétylcholine et ainsi limitent la bronchoconstriction vagale. Leurs

fonctions pourraient étre altérées dans 1’asthme [Minette, 1989].

* Meécanismes adrénergiques

Comme les agonistes adrénergiques suppriment la bronchoconstriction dans 1’asthme, il
a été suggéré que les mécanismes adrénergiques pourraient €tre défectueux dans cette
pathologie. Les mécanismes adrénergiques impliquent les nerfs sympathiques, les
cathécholamines circulantes et les adrénorécepteurs o et  [Barnes, 1989].

Plusieurs mécanismes anormaux pourraient contribuer 2 ’'HRB. (1) Des catécholamines
circulantes comme 1’épinéphrine pourraient jouer un réle important dans la régulation du tonus
bronchomoteur: un exercice suffisant pour déclancher une bronchoconstriction n’arrive pas a
augmenter I’épinéphrine plasmatique chez les asthmatiques contrairement aux sujets controles,
suggérant une mobilisation défectueuse de 1’épinéphrine dans 1’asthme [Barnes, 1986c¢]. (2)
Les voies aériennes des patients asthmatiques n’arrivent pas & se relacher normalement a
I’isoprotérénol, suggérant un mauvais fonctionnement des récepteurs B [Cerrina, 1986]. I1 est

possible que I’inflammation puisse conduire a de telles anormalités.

* Mécanismes NANC et neuropeptides

De plus en plus de preuves sont en faveur d’une action des neuropeptides en tant que
neurotransmetteurs des nerfs NANC; de plus, de nombreux neuropeptides possédant de
puissants effets sur la fonction respiratoire ont été identifiés dans les voies aériennes humaines

[Barnes, 1987].
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Un défaut dans le syst¢tme nerveux NANC inhibiteur, seule voie nerveuse
bronchodilatatrice des voies aériennes humaines, pourrait étre causé par un effondrement du
taux de neurotransmetteur, comme le VIP. Le VIP induit un relachement des bronches
humaines in vitro [Palmer, 1986]. Cependant, du VIP nébulisé chez des patients asthmatiques
n’a aucun effet bronchodilatateur; mais ceci peut étre expliqué par le fait que le peptide n’atteint
probablement pas les récepteurs des muscles lisses des voies aériennes [Barnes, 1984]. Le NO
(monoxyde d’azote) est également un médiateur du systtme NANC inhibiteur des voies
aériennes humaines [Bai, 1993], et peut contribuer 2 une inflammation pulmonaire
neurogénique [Kuo, 1992]. L’exposition de rats F344 a de l’endotoxine (LPS:
lipopolysaccharide) induit une augmentation transitoire de I'’HRB suivie d’une hyporéactivité;
celle-ci est inhibée par un inhibiteur de la NO synthase. Par conséquent, I’induction d’une
synthése de NO (médiateur bronchodilatateur), suite & une inhalation de LPS, peut entrainer une
hyporéactivité chez le rat [Kips, 1995b]. Cependant, la bronchodilatation dépendante du
syst¢tme NANC n’apparait pas défectueuse dans I’asthme modéré [LLammers, 1988].

Il est plus probable que I’anormalité soit liée & une augmentation de I’activité du systtme
nerveux NANC excitateur, due a la libération a 1’extrémité des nerfs sensitifs de neuropeptides
comme la substance P ou la neurokinine A. Dans le poumon, les nerfs dont le neuromédiateur
est la substance P sont en contact étroit avec 1’épithélium bronchique et les muscles lisses. De
plus, la substance P et la neurokinine A ont de puissant effets contractiles sur les muscles lisses

des voies aériennes de plusieurs espéces, dont I’homme [Black, 1988].

L’HRB semble donc étre déterminée par au moins 2 composantes: une composante
inflammatoire et une composante nerveuse. La difficulté d'en aborder les mécanismes
régulateurs chez I'homme a favorisé le développement de modeles animaux, nombreux mais

pouvant fournir des résultats contradictoires.
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En conclusion, l'asthme allergique est la conséquence de différents
phénomeénes complexes (réponse IgE, réaction inflammatoire et HRB) présentant
entre eux des interconnexions. Il est possible de les étudier d'une part in vitro ou ex
vivo, a partir de cellules humaines, ce qui limite les acteurs intervenant dans le
processus étudié, et d'autre part in vivo, a l'aide de modéles animaux. Cependant,
les modeéles animaux ne reproduisent pas toutes les manifestations de la
pathologie humaine. Par exemple, chez les patients, la pathologie de |’asthme
implique en général seulement les bronches, alors que dans les modéles animaux,
la pathologie s’étend souvent au parenchyme pulmonaire. Le degré
d’hyperréactivité bronchique est aussi moins marqué chez l'animal que chez
I'homme. Néanmoins, il n’est pas possible de pratiquer des analyses complétes chez
les patients, en raison du danger de la procédure. Dans cette optique, il apparait
intéressant de disposer d'un modéle alliant des cellules humaines a un

environnement physiologique facilement manipulable, comme celui de la souris
SCID.
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Les souris SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency) ont été découvertes et
identifiées par Bosma et al. [Bosma, 1983] au sein d’un élevage de souris. Cette mutation
spontanée, autosomale et récessive altére la lymphopoiese ce qui conduit & une absence de
lymphocytes T et B matures et fonctionnels.

En dehors de 1’approche fondamentale consistant a caractériser la mutation scid, les
souris SCID ont largement été utilisées comme un outil de dissection de la régulation in vivo du
systéme immunitaire. Le role des cellules NK et des macrophages peut étre facilement abordé
en absence de lymphocytes T et B. La comparaison des conséquences d’une infection chez des
souris normales et des souris SCID peut donner des informations intéressantes sur les
processus infectieux. De plus, les souris SCID peuvent étre sélectivement reconstituées avec
différentes sous-populations de lymphocytes provenant de souris normales, et ainsi peuvent
permettre I’étude in vivo de la fonction des lymphocytes transférés. De maniere plus
importante, les souris SCID reconstituées avec des cellules lymphoides humaines fournissent
un excellent modele animal pour étudier des pathologies humaines comme celles relatives aux
tumeurs malignes, au SIDA (Syndrome d'ImmunoDéficience Acquise), aux maladies auto-
immunes, aux maladies parasitaires et & 1’allergie [McCune, 1988; Mosier, 1988; Spiegelberg,
1994; Stanley, 1993].
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1- CARACTERISTIQUES DE LA SOURIS SCID

Les anomalies histologiques sont constantes chez la souris SCID. Elles sont
caractérisées par une lymphopénie, une médulla thymique rudimentaire, des follicules
spléniques et des ganglions lymphatiques relativement vides ainsi que des foyers
lymphocytaires bronchiques et gastrointestinaux non développés. Les cellules lymphoides
largement disséminées dans ces sites varient en taille et apparaissent souvent immatures. A
I’inverse, excepté pour une absence apparente d’une ou plusieurs petites populations cellulaires,
la meelle osseuse ne peut étre morphologiquement distinguée de celle d’une souris normale.
Enfin, I’apparition de lymphomes, essentiellement intrathymiques, a lieu chez la souris SCID
dans 15% des cas [Custer, 1985]. Ces anomalies histologiques sont liées & des anomalies

immunologiques, elles-mémes consécutives a des anomalies génétiques.

1.1- Anomalies immunologiques

Les anomalies immunologiques observées chez la souris SCID affectent la
différentiation aussi bien des cellules T que des cellules B, a I’étape de recombinaison des
récepteurs a antigéne [bosma, 1983]. De ce fait, les souris SCID ne possédent pas de
lymphocytes T et B matures. La méthode de cytométrie en flux n’a permis de détecter ni cellules
B Ig+ B220+, ni cellules T TCR+ CD3+. Des cellules pré-B contenant une chaine [t
cytoplasmique sont également absentes. Le développement des thymocytes est arrété au stade
double négatif (CD4~ CD8"). Cependant des cellules pro-B et des cellules T immatures Thy-1+
sont présentes. Les immunoglobulines sériques sont de plus généralement indétectables. Enfin,
les réponses 2 un mitogéne de cellules T (comme la Concanavaline A) et 2 un mitogéne de
cellules B (comme le Lipopolysaccharide ou LPS) sont largement diminuées, et les réponses
prolifératives aux lymphocytes allogéniques (par une réaction lymphocytaire mixte) sont
absentes [Bosma, 1983].

Le défaut de différenciation lymphocytaire chez la souris SCID est causé par un systeme
de recombinaison (VDJ) défectueux. La région variable des immunoglobulines et des récepteurs
T, c’est & dire le site liant 1’antigéne, est codée par les genes V(D)J (Variable, Divérsité,
Jonction) qui sont séparés dans 1’ADN génomique. Leurs ARN transcrits sont assemblés apres

le réarrangement qui s’opére pendant la différenciation des lymphocytes précurseurs (ﬁgufe 3).
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Figure 3: Modé¢le de recombinaison V(D)J, d’aprés [Oettinger, 1996]. (a)
Dans la premicre étape de la réaction de clivage, les protéines RAG1 et RAG2
introduisent une coupure (nick) a I’extrémité 5’ de I’heptamere signal. (b) Dans une
seconde étape, I’extrémité 3’ OH de la séquence codante a 1’endroit de la coupure,
attaque le phosphate du brin opposé par une trans-estérification. RAG1, RAG2 et la
séquence signal de recombinaison sont nécessaires aux 2 étapes. (c) Ceci aboutit 2 la
formation d’une extrémité codante avec une structure en épingle a cheveux, et d’une
extrémité signal phosphorylée en 5°. La figure présente le clivage d’une seule séquence
signal; une recombinaison compléte nécessite 2 cassures semblables: une au niveau du
signal-12, I’autre au niveau du signal-23. (d) Ensuite, les 2 extrémités codantes en
épingle a cheveux sont ouvertes, une addition ou une perte de nucléotides peut avoir
lieu, et les extrémités sont réparées et jointes. Les 2 signaux de recombinaison sont
¢galement joints par la fusion précise heptamére-heptamere. Différents facteurs
apparaissent étre impliqués dans ces dernieres étapes, en particulier, la protéine kinase
dépendante de I’ADN (DNA-PK) et les protéines Ku80 et XRCC4. Les lignes
pointillées et les triangles blancs représentent les séquences signal de recombinaison, et

les lignes pleines et triangles gris représentent les produits de réaction du second
clivage.
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Les segments V(D)J présentent a leurs extrémités des séquences palindromiques conservées
(sous forme d’heptaméres ou de nonameres) et sont séparés par des régions non conservées de
12 (signal-12) ou 23 (signal-23) paires de bases. Ces séquences de reconnaissance sont la cible
d’un systtme enzymatique: la “recombinase (VDI)” codée par les génes RAG1 et RAG2
(Recombination Activating Gene). L’assemblage des segments des génes de la région variable
s’effectue en 2 étapes. La premiere consiste en une coupure endonucléasique entre les 2
fragments codants. La seconde permet la jonction des brins codants. Celle-ci est souvent
imprécise a cause de la perte de nucléotides aux points de jonction, ce qui permet une grande

diversité dans les spécificités des récepteurs (figure 3) [Oettinger, 1996].

L’analyse de cellules pré-B transformées par I’AMuLV (Abelson Murine Leukemia
Virus) et de cellules de lymphomes T spontanés, révéle que presque tous les événements de
réarrangement des génes (VDJ) sont aberrants chez la souris SCID, et s’accompagnent de
délétions de tailles variées [Bosma, 1988; Kim, 1988; Schuler, 1986]. Le systéme recombinase
défectueux coupe et recolle de maniere aberrante les segments des génes codant pour les
récepteurs, réduisant considérablement 1’efficacité de production de récepteurs fonctionnels.
Plus précisément, il a été montré que les lymphocytes SCID peuvent initier le réarrangement
(VDJ) en formant une cassure du double brin et une jonction RSS (Recombination Signal
Sequence) précises et relativement normales, mais sont profondément incapables de former une
jonction codante [Lieber, 1988; Malynn, 1988]. Cette incapacité & former des jonctions
codantes pourrait expliquer la recombinaison défectueuse qui se traduit par 1’absence de
production d’immunoglobulines ou d’expression de recepteur T.

Cependant, chez la souris SCID, le nombre et les fonctions des cellules NK
[Dorshkind, 1985], des cellules présentatrices d’antigéne [Czitrom, 1985], des neutrophiles et
des cellules de Langherhans des épithéliums muqueux et épidermaux [Watanabe, 1996] sont

normaux.

1.2- Réparation défectueuse de ’ADN

En plus de la lymphopoiése défectueuse, les souris SCID possedent une radio-
sensibilité accrue et un défaut dans la réparation de I’ADN [Fulop, 1990]. En effet une large
proportion de souris SCID meurt apres irradiation avec une dose qui est subléthale pour une

souris normale. Pour les souris SCID, la dose de rayons X induisant 50% de mortalité (LD50)
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est seulement de 3 Gray, soit moins de la moitié de la LD50 observée pour les souris normales.
Cette sensibilité accrue a 1’irradiation a été observée non seulement dans les cellules
lymphoides, mais aussi dans toutes les cellules de la souris SCID, incluant les cellules
myéloides et les fibroblastes.

Les souris SCID sont également sensibles a la bléomycine, qui produit, tout comme les
rayons X, des cassures doubles brin dans ’ADN [Biedermann, 1991]. A I’inverse, la
sensibilité a la mitomycine C et a I’irradiation par les UV, qui sont des agents induisant un
crosslinking de I’ADN, n’est pas augmenté. Ceci suggére que 1’augmentation de la radio-

sensibilité est causée par une réparation inefficace des cassures double brin de I’ADN.

Ces observations suggerent qu’un simple défaut affectant a la fois la recombinaison
(VD)) et la réparation des cassures dans I’ADN double brin est impliqué dans la mutation scid
[Fulop, 1990]. Cette mutation est réversible dans une certaine mesure, puisqu'elle autorise

l'existence de souris "leaky".

1.3- Réversion de la mutation ou phénomeéne leaky

Des analyses plus détaillées de la souche murine originale C.B-17, exprimant la
mutation scid, ont montré que quelques souris SCID (2 a 23%) produisaient des niveaux
détectables d’immunoglobuline sérique [Bosma, 1988]. Ces souris SCID “leaky” possedent un
nombre détectable de cellules T et B matures et fonctionnelles [Carroll, 1989], mais
oligoclonales [Bosma, 1988]. D’un point de vue histologique, les organes lymphoides des
souris SCID leaky présentent les mémes caractéristiques que les souris SCID ayant une
déficience lymphocytique sévere, hormis le fait que des foyers disséminés et irréguliers de
lymphocytes se différenciant en plasmocytes produisent des concentrations anormalement
élevées d’immunoglobulines de différents isotypes. Les cellules T fonctionnelles conférent aux
souris SCID leaky la capacité a rejeter des greffes de peau allogénique, réaction dépendante des
cellules T. Enfin, environ 40% des souris SCID leaky peuvent développer des lymphomes
thymiques [Bosma, 1988].

L’apparition de souris leaky suggere que la mutation scid n’induit pas un bloquage
complet, mais permet, de fagon limitée, le développement de lymphocytes T et B matures.
Plusieurs facteurs, tels que 1’age, les mauvaises conditions d’élevage, le transfert néonatal de

cellules T et I’irradiation de souris SCID nouveaux-nés, augmentent la fréquence d’apparition
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de souris SCID leaky [Bosma, 1988], suggérant que I’effet de la mutation scid est variable et

peut étre contrdlé par des signaux exogenes.
1.4- Géne candidat pour P’anomalie scid

Des études de la génétique murine ont initialement localisé le géne SCID dans la région
centromérique du chromosome 16 [Bosma, 1989]. Récemment, plusieurs laboratoires ont
suggéré I’importance de la p350, une composante d’une protéine kinase dépendante de I’ADN
(DNA-PK) [Blunt, 1995; Kirchgessner, 1995].

La DNA-PK posséde 2 composantes protéiques: I’autoantigéne Ku et la p350.
L’ autoantigéne Ku est un dimere formé de 2 sous-unités de 70 et 80 kD, considéré comme la
composante de la DNA-PK qui se lie 2 1’ ADN. La p350 est un long polypeptide d’environ 350
Kd, et est considérée comme la composante catalytique de la DNA-PK. La DNA-PK est une
sérine-thréonine protéine kinase qui est activée suite a sa liaison avec les extrémités double brin
de I’ADN. Elle phosphoryle in vivo de nombreux substrats comme des facteurs de transcription
(Spl, Octl, Oct2, SRF, Fos et Jun), des protéines impliquées dans la réponse des cellules aux
altérations de I’ ADN (p53, Ku et la protéine A de réplication), la protéine heat-shock de 90 kD
(hsp90) et I’ ARN polymérase. Ceci suggere un role important de la DNA-PK dans la régulation
de la transcription et de I’initiation de la cascade de signaux enclenchée en réponse a une
altération de 1’ADN. La perte de la p350, composante catalytique de la DNA-PK, pourrait donc
aboutir & un défaut d’induction d’une réponse cellulaire appropriée suite a une altération de
I’ ADN chez la souris SCID. La p350 est également importante pour la recombinaison (VDJ).
Chez la souris SCID, la jonction de 2 segments codants (jonction codante) est fortement altérée,
alors que la génération de jonctions RSS est affectée dans une moindre mesure. A 1’inverse,
une lignée défectueuse pour I’autoantigéne Ku présente des jonctions codantes et RSS
séverement altérées. Ces résultats suggerent que la p350 est essentielle uniquement pour les
jonctions codantes, alors que Ku est indispensable a la fois pour les jonctions codantes et RSS.
Cependant, le rdle précis de la p350 dans le syst¢tme de recombinaison n’est pas encore trés
clair. I1 a été suggéré que la perte d’activité de la DNA-PK pourrait résulter en une accessibilité
réduite du systéme recombinase aux molécules en épingle a cheveux [Roth, 1992](voir figure
3). |

Le géne de la DNA-PK a été plus récemment localisé sur le chromosome 16 murin, ce

qui conforte le fait qu’il pourrait s’agir du géne défecteux dans les cellules SCID murines.
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Plusieurs mutations ont été identifiées; la plus intéressante semble €tre localisée a la position
correspondant a I’acide aminé 4045. 1l s’agit d’une mutation T—A aboutissant a la création
d’un codon stop ocre. De ce fait, I’extrémité carboxyl terminale de la DNA-PK est tronquée: les
cellules SCID ne possédent pas les 83 acides aminés terminaux hautement conservés de la
protéine DNA-PK. L’ absence absolue du fragment “wild-type” dans les cellules SCID confirme
que ces cellules sont homozygotes pour la mutation. Le fait que les souris SCID peuvent
devenir leaky (voir paragraphe II.1.2-) pourrait s’expliquer par la suppression du codon stop
ocre [Blunt, 1996].

La mutation SCID est donc responsable d'un défaut sévére qui rend la souris SCID
tolérante aux greffes de cellules allo- et xénogéniques. De telles reconstitutions permettent

d'étudier in vivo de nombreux mécanismes cellulaires.

2- RECONSTITUTION IMMUNOLOGIQUE DE LA SOURIS SCID
PAR TRANSFERT DE CELLULES ALLO- ET XENOGENIQUES

L'utilisation des souris SCID humanisées s'est plus largement répandue que celles des
souris SCID reconstituées avec des cellules murines. En effet, I’expérimentation in vivo du
syst¢me immunitaire humain est difficile tant d’un point de vue technique qu’éthique. Par
conséquent, des souris présentant des caractéristiques du systtme immunitaire humain seraient

d’une grande utilité pour la recherche biomédicale.

2.1- Tranfert de lymphocytes murins dans la souris SCID

Les souris SCID sont capables de supporter le transfert adoptif de lymphocytes obtenus
chez des souris congéniques (C.B-17, Balb/c). Aprés injection intraveineuse de cellules
spléniques de souris congéniques, les souris SCID parviennent & développer un systéme
immunitaire presque normal. Les souris SCID ainsi reconstituées produisent des
immunoglobulines sériques & un niveau comparable a ceux des animaux donneurs [Reimann,
1991]. L’injection de cellules obtenues, cette fois a partir de ganglions lymphatiques de souris

permet la survie des cellules T et B du donneur pendant au moins 10 mois. De telles souris
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SCID sont capables de répondre & de nombreux antigenes différents an moins au cours des 6
premiers mois [Sprent, 1991].
Ce systeme expérimental fournit une excellente opportunité pour étudier la fonction in

vivo des différentes sous-populations lymphocytaires dans un systéme autologue.

2.2- Tranfert de cellules humaines dans la souris SCID

Deux modeles animaux ont été développés: des chimeéres SCID-hu, dont le systéme
immunitaire humain dérive de greffes de tissus feetaux [McCune, 1988], et des chimeres hu-
PBL-SCID, des souris SCID greffées de maniére stable avec des lymphocytes de sang
périphérique humain [Mosier, 1988].

2.2.1- Greffe d’organes humains

Les souris SCID peuvent étre reconstituées avec différents organes hématolymphoides
humains comprenant: le foie feetal et la meelle osseuse (dans lesquels résident des cellules
souches hématopoiétiques pluripotentes), le thymus (12 ot se différentient les cellules T), et les
organes lymphoides périphériques tels les ganglions lymphatiques, la rate et la peau (dans

lesquels sont présentes des cellules T et B, et des cellules présentatrices d’antigeéne).

2.2.1.1- Greffe d’organes hématolymphoides

Les diverses combinaisons d’organes hématolymphoides humains qui sont implantés
chez la souris SCID donnent naissance a une hématopoi¢se humaine & long terme, auto-
alimentée et a lignées multiples. Une réaction de greffon contre hdte ne peut pas se produire
chez ces animaux et des transformants d’EBV n’ont pas été observés [Namikawa, 1990].

La greffe conjointe d’un fragment d’os et de cellules de mcelle osseuse et le traitement
pendant 4 mois avec du SCF (Stem Cell Factor), de I'IL-3, du GM-CSF
(Granulocyte/Macrophage Colony Stimulating Factor) et du G-CSF (Granulocyte Colony
Stimulating Factor), permet le maintien d’une hématopoiése humaine jusqu’a 1 an apres la
transplantation [Heike, 1995].

Dans le cas particulier d’une greffe sous-cutanée de thymus et meelle osseuse feetaux,

des cellules T doublement positives CD4% CD8%, des cellules T CD4% ou T CD8, ainsi que
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leurs précurseurs thymocytaires CD3~ CD4* ont été identifiés au niveau de la greffe indiquant
une lymphopoiese cellulaire T en cours. Les cellules B de 1a greffe présentent le phénotype
immature typique de la meelle osseuse. En fait, la greffe thymus - mcelle osseuse fournit un
environnement favorable a une leucopoi¢se efficace. Aprés maturation de la structure thymus -
meelle osseuse, des lymphocytes humains T et B sont détectés dans le sang périphérique de
telles SCID-hu. Les cellules T CD4* et CD8 peuvent étre clonées et répondent aussi bien aux
allo-antigénes, aux mitogénes et a I’anticorps anti-CD3. Les cellules B sont HLA-DRY,
CD20%, CD40 et environ 20% sont CD23%; elles sont donc plus matures que les populations
B introduites au moment de la greffe, mais cependant moins que les cellules B du sang
périphérique d’individus humains adultes. Des cellules humaines sont également détectées dans
les rates de ces souris. Enfin, dans les 3 premiers mois apres la transplantation, des IgM et IgG
sont détectées dans les séra de toutes les souris étudi€es. Les pourcentages des différentes sous-
classes d’IgG sont comparables a ceux trouvés dans un sérum humain normal. La production
d’IgA est également détectée dans 80% des cas, alors que celle d’IgE ne I’est que dans 37% des
cas [Carballido, 1995a].

Un autre systéme est couramment utilisé: la greffe conjointe de thymus et de foie
feetaux. L’idée est, comme précédemment, d’introduire dans la souris des cellules souches
hématopoiétiques humaines et du thymus feetal; de fagon a permettre la différentiation des
cellules T humaines de maniére physiologique. Le foie feetal est, entre la huitieéme et la vingt-
quatritme semaine de gestation, le site majeur hématopoiétique humain contenant des
progéniteurs pour toutes les lignées. Le thymus feetal humain croit considérablement lorsqu’il
est implanté sous la capsule surrénale. Histologiquement, I’implant ressemble a un thymus
humain normal présentant une architecture thymique et une zone appropriée de sous-
populations thymocytaires. Fonctionnellement, cet organe assure une thymopoiese active
pendant plus d’un an [Namikawa, 1990]. De telles souris produisent des taux significatifs
d’IgM et d’IgG, qui sont maximum 4 mois aprés la greffe. Le répertoire IgG est au minimum
oligoclonal, et peut méme é&tre polyclonal. Une transplantation additionnelle de rate feetale
n’augmente pas significativement les taux d’IgG [Vandekerckhove, 1993]. Les cellules
humaines sont parfois détectables dans la circulation périphérique [Namikawa, 1988], mais
toujours indétectables dans la rate et la meelle osseuse de ces souris SCID-hu. Cependant, des
cellules humaines CD19% (0,1 4 0,7% des cellules totales) ont pu étre iSolées du thymus

humain implanté. Ces cellules B sont issues des cellules souches du foie feetal. Elles produisent
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spontanément des IgM et des IgG in vitro, et peuvent switcher vers des cellules productrices
d’IgE en présence de cellules T CD4% et d’TL4 [Vandekerckhove, 1993].

Ces caractéristiques font de la souris SCID un excellent modele pour aborder la question
de la différentiation cellulaire, dans le cas particulier de 'hématopoiése (voir paragraphe II.3-).
Elle permet également 1'étude de pathologies humaines. Notamment, différentes études ont
montré que ce modele SCID-hu se révélait étre permissif, pertinent et reproductible pour une

infection par le VIH [Namikawa, 1988] (voir paragraphe 4.2- pour le détail).

2.2.2.2- Greffe d'organes lymphoides périphériques: cas
particulier de la peau

La greffe de peau humaine a des souris SCID est un succes dans plus de 90% des cas,
comme le montre 1’absence de signes histologiques visibles d’inflammation, de rupture ou de
contraction de la peau, jusqu’a plus de 8 semaines apres la greffe. Les structures du derme et de
I’épiderme sont préservées, et les mastocytes, les cellules de Langerhans et les mélanocytes
persistent. De plus, la peau transplantée maintient sa vasculature humaine comme le démontre
un marquage immunohistochimique spécifique des cellules endothéliales humaines. Elle est
également capable de répondre a I’injection intradermale de TNF-o en augmentant de fagon
réversible I’expression des molécules d’adhérence suivantes: la E-sélectine, le VCAM-1 et
I’ICAM-1. Des leucocytes murins migrent alors vers les zones ou la cytokine a été injectée
[Yan, 1993]. Cette réaction inflammatoire active est dépendante de la E-sélectine humaine [Yan,
1994], ainsi que du PECAM-1 humain [Vaporciyan, 1993]. Par conséquent, le modele de
souris SCID greffées avec des peaux humaines peut fournir un systéme in vivo trés utile pour
étudier I’endothélium humain durant les processus d’inflammation.

Ce modele peut étre perfectionné pour étudier les interactions des cellules T humaines
avec l'endothélium humain. Pour cela, les modeles SCID-hu et hu-SCID sont utilisés
conjointement. Quinze jours aprés une greffe de peau, 100x106 cellules T sont injectées aux
souris SCID par voie intrapéritonéale (modalités développées au paragraphe 2.2.2-). L’injection
intradermique de toxine tétanique induit un afflux cellulaire au point d’injection dans les 48
heures, uniquement si les cellules étaient issues de donneurs sensibles & cet antigéne
[Petzelbauer, 1996].

Ce modele a donc une importance considérable pour appréhender les interactions entre

cellules T et endothélium et les phénomeénes d’inflammation.
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2.2.2- Greffe de cellules lymphoides humaines

Le modele hu-SCID est, techniquement et pratiquement, plus facile a réaliser puisqu'il
s'agit de greffer aux souris des cellules du sang périphérique humain, ou plus exactement, les
cellules mononucléées (CMN). Deux voies d’injection ont été envisagées: en intraveineux ou en

intrapéritonéal.
2.2.2.1- Par injection intraveineuse

L’injection intraveineuse de 10-90x106 CMN n’induit aucune production
d’immunoglobulines durant au moins 6 mois, sans stimulation [Mosier, 1988]. De plus,
lorsque les souris subissent une injection par voie intraveineuse de 3x107 CMN humaines, les
cellules humaines quittent le sang périphérique en 1 heure. Des sections tissulaires de ces
animaux mettent en évidence de nombreuses cellules humaines au niveau du parenchyme
pulmonaire 30 minutes aprés I’injection. A 1’inverse, aucune cellule humaine n’a pu étre
détectée dans le sang périphérique, les poumons et la rate, 4 a 5 semaines apres le transfert.
L’hypothése la plus probable est que les cellules humaines injectées par voie intraveineuse
quittent rapidement la circulation pour se retrouver dans les poumons, ou elles seraient

éliminées [Martino, 1993].
2.2.2.2- Par injection intrapéritonéale

* Etendue de la reconstitution

A l'inverse du transfert de cellules lymphoides humaines par voie intraveineuse, de
nombreuses études ont montré que des CMN humaines injectées par voie intrapéritonéale (i.p)
pouvaient survivre chez la souris SCID pendant plusieurs mois. Ainsi, I'injection de 15-40x106
CMN induit une production d’IgM et IgG humaines jusqu’au moins 13 semaines apres le
transfert [Martino, 1993]. Peu d’auteurs ont démontré la présence d’IgE humaines, cependant
I’injection de 30-100x106 CMN est suivie, 2 semaines plus tard, d’une production d’IgE de 3-
1000 ng/ml pour 80 a 90% des animaux. Cette production, retrouvée quel que soit le donneur,
n’est possible qu’aprés injection d’au moins 30x106 CMN, et est partiellement dépendante de
I’'IL-4 {Kilchherr, 1993].

De plus, il est possible de retrouver des cellules humaines au niveau du péritoine et du

sang (jusqu’a 57%) alors que de trés rares cellules ont pu &étre détectées dans la rate, les
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poumons et le foie, et aucune dans la meelle osseuse et les plaques de Peyer. Il semble donc que
les immunoglobulines soient produites dans la cavité péritonéale [Martino, 1993]. D'autres
auteurs ont montré que I’injection de CMN humains par voie i.p induisait une persistance des
lymphocytes T et B chez la souris pendant des mois dans le péritoine et les organes lymphoides
périphériques [Mosier, 1988]. Le péritoine semble donc étre la localisation privilégi€e des
cellules humaines. 100x106 CMN injectées par voie i.p se retrouvent en majorité dans la cavité
péritonéale: des cellules T humaines CD3*, majoritairement CD8% et d’apparence
lymphoblastoide, prédominent, alors que les cellules B humaines Ig+ sont rares. La majorité
des cellules lymphoides sont activées (HLA-DRY) et en prolifération (Ki67t). A partir de 4
semaines apres le tranfert, de larges foyers a I’apparence de granulome apparaissent. La couche
de cellules les enveloppant est constituée de cellules histiocytiques et épithélioides HLA-DRY,
CDl1l1ct et ICAM™. Dans la zone centrale, les lymphocytes humains CD8% sont majoritaires.
Dans ces foyers se trouvent également des cellules histio-monocytiques IL-1+ et IL-6F. Chez
les souris SCID présentant un chimérisme sanguin de cellules T humaines supérieur a 10%,
plus de 90% des cellules du lavage péritonéal sont des cellules humaines CD3* et HLA-DR*
[Hoffmannfezer, 1992]. Pendant les 20 premiers jours suivant I’injection intrapéritonéale de
10x106 CMN humains, les cellules humaines sont détectées exclusivement dans la cavité
péritonéale. Initialement, le nombre de cellules humaines décroit considérablement: il passe de
10x106 cellules injectées a moins de 0,01x106 isolées du péritoine. Puis les cellules humaines
proliférent dans les chimeres: 18% des cellules CD3+ issues des souris SCID sont en processus
de réplication de leur ADN. Dans certaines études, des cellules humaines peuvent étre détectées
dans d’autres organes 30 jours aprés l’injection: en particulier, plus de 96% des cellules
humaines isolées des chiméres sont retrouvées dans les poumons, le foie et la rate. Les cellules
ainsi détectées sont majoritairement des cellules TCR o+, mémoires (CD45RO*, CD45RA")
et récemment activées (HLA-DR*, Leu 8-) [Tary Lehmann, 1992].

* Fonctions des cellules T injectées

Les fonctions cellulaires T ont ét€ analysées dans le modele hu-PBL-SCID. Certains ont
démontré que les lymphocytes T humains isolées & partir des souris SCID étaient anergiques
[Tary Lehmann, 1994; Tary Lehmann, 1992]. En effet, des cellules T humaines isolées a partir
des chimeres ne proliférent pas [Tary Lehmann, 1992], ne produisent pas de cytokines (IL-2,
IFN-y et GM-CSF) et ne mobilisent pas le calcium [Tary Lehmann, 1994] en réponse a une

stimulation par un anticorps anti-CD3, en présence ou en absence de cellules présentatrices
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d’antigéne syngéniques humaines. Elles proliférent néanmoins en présence d’IL-2 exogene.
Des lignées T générées a partir des chimeres proliférent au bout de 2 mois de culture, via leur
CD3; cet état fonctionnel reste stable durant les 6 mois suivants. L'anergie observée pourrait
étre la conséquence de la spécificité des cellules T humaines isolées a des antigenes
xénoréactifs. En effet, la majorité des lignées T établies a partir des chimeres et rendues
sensibles & une stimulation via leur CD3, présentent une xénoréactivité vis-a-vis des antigéne
murins, c’est a dire qu’elles prolifeérent spécifiquement lorsqu’elles sont en présence de cellules
stimulatrices de rate de souris SCID [Tary Lehmann, 1992]. Cependant, les lignées T dérivées
des chiméres ne présentent pas de réactivité vis-a-vis d’un antigéne de rappel [Tary Lehmann,
1994]. Les auteurs en ont donc conclu que la force conductrice de la recolonisation des souris
SCID par les cellules humaines non stimulées était la réactivité du greffon contre 1’hdte (voir
paragraphe: limites du systéme).

Cependant, des cellules T humaines au repos ou activées par I’anticorps anti-CD3
peuvent médier des effets anti-tumoraux lorsqu’elles sont administrées a des souris SCID
développant un carcinome humain du colon [Murphy, 1993a; Murphy, 1993b]. De plus des
allogreffes de peau humaines a des souris hu-PBL-SCID sont rejetées, indiquant que des
cellules T humaines sont capables de médier une réponse primaire a des allo-antigeénes de la
peau [Shiroki, 1994].

Ainsi, I’anergie observée par Tary-Lehman et al est probablement transitoire et

incompléte dans ces souris, ou dépend du moment ou les cellules T humaines sont récupérées.

* Fonction des cellules B injectées

Les études initiales de la fonction immune dans le modele hu-SCID se sont focalisées
sur I’analyse de la fonction des cellules B. En effet, des immunoglobulines (Ig) humaines
peuvent étre détectées dans les souris, suggérant la présence de cellules B humaines
fonctionnelles.

La production d’Ig humaines a été, a I’origine, décrite comme étant pauci-clonale; les
cellules B humaines présentant un répertoire limité (rapport k/A anormal, trés différents du
rapport normal = 0,5), et principalement xénoréactif [Saxon, 1991; Williams, 1992d].
Cependant, de récents articles ont suggéré que la production d’Ig humaines était initialement
polyclonale pendant au moins 3 semaines apres le transfert de cellules humaines [Tissot, 1996].
La production d’IgG humaines est augmentée lorsque les cellules humaines sont déplétées en

cellules NK et en monocytes avant leur injection dans les souris SCID. Le role des cellules NK
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semble prépondérant sur la production d’immunoglobulines, et apparait également important
dans I’établissement de rapports X/A anormaux chez les souris hu-PBL-SCID; puisque la
déplétion en cellules NK humaines induit des taux de chaines légéres x et A similaires a ceux
observés chez le donneur [Carlsson, 1992].

Ces souris chimériques sont également capables de développer des réponses a des
antigénes de rappel comme la toxine tétanique [Carlsson, 1992; Duchosal, 1992a; Martensson,
1994; Mosier, 1988]. Mais la génération d’une réponse primaire est variable et difficile a
obtenir. Le premier cas d’immunisation primaire fonctionnelle a été mis en évidence chez des
souris SCID, greffées par injection intrapéritonéale de 5-10x106 CMN de donneurs sains, et
immunisées 3 semaines plus tard avec un antigéne parasitaire recombinant, la Sm-28-GST.
Neuf jours apres, 40% des souris développent une réponse IgG anti-Sm-28-GST [Mazingue,
1991]. Des souris SCID injectées avec 25-40x106 CMN de donneurs vaccinés contre la toxine
tétanique (TT), produisent des anticorps spécifiques anti-DNP aprés immunisation avec du
DNP couplé a la TT. Un résultat semblable a pu €tre obtenu avec de 1’albumine canine (Calb)
couplé a la TT. Aucun anticorps anti-Calb n’est produit si les souris sont immunisées avec la
Calb seule, la TT seule ou avec le PBS, ou si les CMN proviennent de donneurs naifs vis-a-vis
de TT. Ceci suggere que I’absence d’interaction entre des cellules T mémoires (anti-TT) et de
cellules B naives (anti-Calb) réduit la probabilité d’une réponse immune primaire effective
[Bombil, 1996]. Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait qu’une plus grande proportion
des cellules T est de phénotype mémoire, i.e CD45RO, ce qui favoriserait la réponse a un
antigéne primaire couplé a un antigéne de rappel. En effet, des souris SCID ayant subi une
injection de 6,5x106 cellules B et 15x106 cellules T CD4+ CD45RO, et immunisées avec la
TT développent une forte réponse anticorps IgG spécifiques; alors qu’aucune production d’IgG
ou d’IgM spécifique n’est détectée si les souris regoivent des lymphocytes CD4+ CD45SRA.
Cependant, lorsque les cellules CD45RA™ se sont différentiées in vivo dans la souris SCID, et
qu'une seconde greffe de cellules B autologues est effectuée, une production d’IgG
spécifiques, similaire a celle obtenue chez des souris SCID injectées avec des cellules
CD45RO™, est détectée [Martensson, 1994]. Un autre systéme hu-PBL-SCID a permis de
développer une réponse primaire: des souris prétraitées par irradiation et injection d’anticorps
anti-asialo GM1 afin d’abolir totalement les défenses de 1’'hdte (voir paragraphe développé
ultérieurement), puis injectées avec 30-50x106 CMN humains développent des anticorps anti-
KLH (Keyhole Limpet Hemocyanine) aprés immunisation avec 1’antigéne en présence

d’adjuvant complet ou incomplet de Freund. D’autres antigénes, parasitaires ou synthétiques,
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ont été testés: ils induisent également une réponse IgM et IgG spécifique 14 a 16 jours apres la
vaccination [Sandhu, 1994]. Ces productions d’anticorps soul¢vent la question de la
présentation antigénique aux cellules B. Or une différentiation des cellules T CD45RA a lieu
chez les souris hu-SCID uniquement si les cellules B autologues sont présentes. Comme cette
différentiation nécessite la présence de cellules présentatrices d’antigéne humaines, ceci suggere
que les cellules présentatrices murines ne peuvent pas présenter d’antigéne aux cellules

humaines T CD45RA* de maniére fonctionnelle [Martensson, 1994].

* QOptimisation de la reconstitution

L’un des problémes du modele hu-SCID est la trés grande variabilité dans 1’étendue de
la reconstitution de la souris avec des cellules humaines, qui peut varier d’un donneur a 1’autre,
et méme d’une souris a une autre en ayant utilisé le méme donneur. Ces variabilités limitent
couramment les tentatives de standardisation entre les différents utilisateurs; de ce fait les
laboratoires ont employé différentes méthodes pour optimiser et s’assurer de I’étendue de la
reconstitution. Elles consistent soit & diminuer la résistance de ’hdte, soit a augmenter la

capacité des cellules humaines a coloniser 1’ animal.

La variabilité de I’étendue de la reconstitution implique I’existence d’une certaine
résistance innée de la souris SCID 2 une greffe de CMN humaines. Certaines études ont montré
que les souris SCID pouvaient résister aux cellules humaines via leur cellules Natural Killer
(NK) [Murphy, 1992a]. I est possible de supprimer ces cellules NK par I’administration
d’anticorps dirigés contre I’asialo GM1 (ASGM1), une glycoprotéine présente éssentiellement
sur les cellules NK. Ce traitement augmente nettement 1’étendue de la reconstitution et diminue
la variabilité d’une souris a I’autre. L’étendue de la reconstitution a été appréhendée gréce au
pourcentage de cellules humaines CD3% au niveau de la rate. Une injection unique d’anticorps
ASGM1 la veille de I’'injection des cellules humaines, augmente la prise de la greffe de 1,9 a
9% [Murphy, 1992a]. Une autre technique consiste a irradier les souris SCID pour réduire les
résistances de 1’hote vis-a-vis de la greffe. Ainsi, une irradiation de 2 Gray, 1 jour avant
I’injection intrapéritonéale de 20x106 CMN, permet d’observer, chez les souris SCID, une
corrélation entre la production d’IgE et les taux d’IgE du donneur {[Nonoyama, 1993]. 1l est
également possible d’utiliser conjointement les 2 techniques [Sandhu, 1994; Shpitz, 1994].
Ainsi, le prétraitement des souris SCID avec une irradiation de 3 Gray, en combinaison avec

I’injection d’anticorps ASGM1, induit une prise de greffe, au niveau de la rate, de 25% de
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cellules CD3* dans 80% des cas, 12-14 jours apres I'injection de 35-50x106 CMN. Les
cellules CD3+ sont également présentes au niveau du péritoine, du foie, du poumon et du sang
périphérique [Shpitz, 1994]. Malheureusement, les souris SCID sont trés sensibles aux
irradiations (voir paragraphe I1.1.2-) et développent des lymphomes T murins aprés plusieurs
mois, ce qui pourrait sérielisement compliquer I’interprétation de résultats d’études a long terme
[Murphy, 1994]. De plus, le traitement par irradiation plus injection avec I’anticorps ASGM1,
induit une réaction xénogénique de greffon contre hdte (voir paragraphe développé
ultérieurement) dans 75% des souris dans les 3-5 semaines [Shpitz, 1994]. Enfin, une étude
particuliere a montré que la déplétion en cellules phagocytaires par injection intraveineuse de
liposomes contenant du dicholorométhyléne diphosphonate, résulte en la capacité accrue des
cellules humaines (injectée par voie intraveineuse, 4 raison de 5,6x106 CMN par souris) &
circuler et a survivre pendant des temps plus longs au niveau du sang périphérique, de la rate et
de la mcelle osseuse [Fraser, 1995a].

Mais la variabilité de 1’étendue de la reconstitution peut aussi €tre liée a la présence de
neutrophiles murins. Il a en effet ét€é démontré qu’ils infiltraient le péritoine des souris SCID en
réponse a I’injection de CMN humains. II est donc possible que ces cellules contribuent

également a la résistance innée de la souris SCID 2 une greffe de hu-PBL [Santini, 1995].

D’un autre c6té, certaines études ont montré que 1’activation de cellules humaines avant
leur injection favorisait la reconstitution et la circulation dans 1’h6te murin. L’activation des
lymphocytes entrainerait I’induction et I’activation de molécules d’adhérence a leur surface
permettant leur circulation dans les organes lymphoides murins. Des lymphocytes humains
activés par le biais d’anticorps anti-CD3 ou de I’hormone de croissance sont capables de se lier
a de nombreux ligands murins in vitro [Taub, 1994]. Cependant, peu de choses sont
actuellement connues sur le réle des “homing” récepteurs dans cette recirculation. L’activation
cellulaire pourrait également augmenter la capacité de réponse des cellules transférées et ainsi
promouvoir leur prolifération et la reconstitution. Différents moyens d’activation, comme le
traitement avec des anticorps anti-CD3 [Murphy, 1993b], de I’IL-4 recombinante humaine
[Bombil, 1996], des chimiokines comme le RANTES ou le MIP-18 [Murphy, 1996], des
superantigénes [Martensson, 1994], et des hormones neuroendocrines comme 1’hormone de
croissance (rhGH) [Murphy, 1992b; Taub, 1994] ont été employés pour augmenter la
reconstitution, 1’activation et la circulation des cellules humaines vers les organes lymphoides

périphériques des souris SCID.
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*Les limites du systeme

Parmi les limites du systeme hu-SCID, M. Tary-Lehman citait: I’incapacité des cellules
souches humaines a s’établir dans la souris, le déclin des cellules T naives et mémoires qui ne
rencontrent pas d’antigéne dans les premieres semaines du chimérisme, 1’absence de cellules
humaines accessoires dans les organes lymphoides de la chimére et I’induction d’une réponse
anti-hote [Tarylehmann, 1995]. A cela, il faut ajouter le développement de lymphomes B
humains induits par 'EBV, lorsque les CMN injectés sont issus de patients séropositifs pour
EBV [Mosier, 1988; Mosier, 1991; Torbett, 1991]. C’est l'induction d'une réponse anti-hdte
qui rend le systéme plus délicat & manipuler.

Les premiers articles publiés sur les chiméres hu-SCID indiquaient qu’aucune réaction
de greffon contre hote ne se produisait [Mosier, 19881. Cependant, une splénomégalie
significative, ainsi que des lésions du foie, étaient observés dans certaines souris greffés avec
des quantités importantes de cellules humaines (100 2 1000 x106). L’analyse de la composition
de la rate indiquait que la majorité des cellules étaient des cellules hématopoiétiques murines. Le
mécanisme de cette dramatique augmentation de I’hémopoiese murine aprés exposition a des
cellules T humaines n’est pas clair actuellement. Il est possible que les cellules humaines
reconnaissent les xénoantigénes murins et produisent alors en réponse des cytokines qui
stimuleraient les cellules hématopoiétiques dérivées de I’hdte. Cette hypothese est en partie
supportée par le fait que des lymphocytes périphériques de sujets normaux sont capables de
proliférer in vitro en réponse a des xénoantigénes murins, en présence d’IL-1, d’IL-2 ou de
facteurs de croissance pour les cellules T humaines [Alter, 1990]. Il apparait donc que les
cellules T humaines sont responsables d’une réaction xénogénique de greffon contre hdte
(XGVHD) différente d’autres formes de réaction de greffon contre hote, qui se produisent
lorsque des cellules allogéniques sont transférées dans une méme espeéce [Huppes, 1992;
Murphy, 1992a). Hoffmann et al ont montré qu’environ 15-20 % des souris hu-SCID
(reconstituées avec 100x106 CMN) présentaient un chimérisme de plus de 10% de cellules
humaines dans le sang périphérique dans les 8 semaines suivant le transfert, c’est a dire que
10% des cellules provenant du sang d’une telle chimére étaient humaines. Ces souris montrent
des signes immunohistologiques de XGVHD. Au stade précoce de cette XGVHD (c’est a dire 3
semaines apres le transfert des cellules humaines), les différentes sous-populations T humaines
sont préférentiellement localisées dans la rate murine. Au niveau de la pulpe rouge, les cellules

CD8+ prédominent; alors que dans la pulpe blanche, 1a majorité des cellules humaines sont des
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cellules faiblement positives pour le marqueur CD4. En phase tardive (c’est & dire 8 semaines
aprés la reconstitution), des cellules humaines, en majorité CD8%, sont présentes dans le
thymus et les ganglions lymphatiques. Ces changements sont associés avec une condition
moribonde des souris, démarrant 5 semaines apres 1’injection des cellules humaines [Hoffmann
Fezer, 1993]. D'un c6té, la XGVHD apparait liée aux lymphocytes CD8* puisque leur nombre
augmente parallelement 2 une diminution de la courbe de survie des souris greffées avec 109
CMN [Huppes, 1994]. D'un autre coté, le développement d’'une XGVHD apparait lié aux
lymphocytes CD4+ et aux cellules B. En effet, si I’injection de 30-50x106 CMN & des souris
traitées par irradiation et injection de I’anticorps ASGM1, et immunisées avec un antigéne en
présence d’adjuvant (adjuvant complet ou incomplet de Freund) induit une XGVHD et une mort
des souris dans les 28 jours; la déplétion en cellules CD4% prolonge leur survie jusqu’a 80-90

jours, et la déplétion en cellules B la prolonge jusqu’a 70 jours [Sandhu, 1994].

En dépit de ces obstacles, le modeéle hu-PBL-SCID posséde toutes les qualités pour
servir de modéle d’analyse in vivo des cellules lymphoides humaines et a été utilement appliqué

a l’étude de diverses pathologies humaines.

3- SOURIS SCID ET ETUDE DE LA DIFFERENTIATION DES
CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES

Le modele SCID-hu permet d’analyser la différenciation et la fonction des cellules
hématopoiétiques humaines dans un contexte hématolymphoide humain. De nombreux travaux
se sont ainsi attachés a définir phénotypiquement les cellules souches hématopoiétiques
humaines et d’évaluer I’effet de perturbations endogenes et exogenes sur leurs fonctions.

Ainsi, différentes études ont permis I’identification et la caractérisation des cellules
progéniteurs hématopoiétiques humaines. Par exemple, les cellules CD34% Lin- Thy-1t,
isolées a partir de la mcelle osseuse humaine aprés déplétion en cellules exprimant des
marqueurs de cellules matures, ont été idenfifiées comme ayant une activité de cellules
progéniteur de lignées multiples dans des souris SCID transplantées avec du thymus feetal
humain [Baum, 1992]. Ces cellules donnent naissance aux cellules T, B, myéloides,
érythroides et mégacaryocytaires, in vitro et in vivo dans le cadre de la souris SCID-hu. Elles

sont a durée de vie longue et ont la capacité de repeupler les fragments d'os feetal d'autres
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groupes de souris SCID-hu, avec le maintien d’un potentiel de lignées multiples [Chen,
1994b]. La population CD34% Lin- Thy-1*% apparait donc contenir des cellules souches
hématopoiétiques, a vie longue et probablement a autorenouvellement. La souris SCID-hu a
permis de montrer que les population Thy-17 et Thy-1- peuvent recoloniser le thymus. Les 2
populations donnent naissance a des thymocytes CD4+ CD8% et CD3+ CD1%, comme dans un
thymus humain normal. cependant, le potentiel de génération des cellules T est égal entre les
Thy-1- et les Thy-1+1° (i.e a faible expression en Thy-1), mais est quasiment inexistant chez les
cellules Thy-1+hi [Murray, 1995]. Enfin, des cellules CD34+ Lin- CD45RA+ CD10% ont été
montrées donnant naissance a des populations T, B, NK et a des cellules dendritiques in vitro et
dans les thymus des souris SCID-hu [Galy, 1995].

Le modéle SCID-hu présente en outre une grande utilité dans I’évaluation de facteurs
ayant un rle dans I’hématopoi¢se humaine in vivo [Fraser, 1995a].

Un phénomeéne important peut également étre analysé grice a la chimére SCID-hu: les
sélections positives et négatives qui se produisent au niveau du thymus. Pour étudier le role de
I’éducation thymique dans le développement du répertoire T humain, Vandekerkhove et al ont
greffé des souris SCID avec du thymus et du foie feetaux issus du méme donneur, ou de 2
donneurs différents. Dans ces animaux, la génération de la diversité du récepteur T (TCR) au
stade CD4+ CD8% est déterminé par le génotype des cellules souches du foie feetal;
simultanément, les déterminants polymorphiques exprimés par 1’é€pithélium thymique
influencent le répertoire VP des cellules T matures CD4% ou CD8* [Vandekerckhove, 1992].
De plus, les cellules hématopoiétiques humaines et les cellules de I’épithélium thymique ont été
démontrées induisant la tolérance par 2 mécanismes différents: les cellules hématopoiétiques
dans le thymus (les cellules dendritiques, les macrophages, et les cellules B ayant pour origine
le donneur du foie feetal) induisent la tolérance au “soi” par délétion clonale; alors que les
cellules épithéliales thymiques I’induisent par anergie clonale [Vandekerckhove, 1992]. Cette
anergie est liée a I’incapacité des cellules a produire des taux suffisants d’IL-2, et peut étre
supprimée par apport exogéne d’IL-2 [Schols, 1994]. Ces éveénements récapitulent ceux
précédemment démontrés dans le thymus murin, et indique que 1’organe thymus-foie des souris
SCID-hu est un modéle convenable pour évaluer le développement et la maturation

intrathymique, ainsi que I’effets de différents agents sur la sélection intrathymique des cellules
T.
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La souris SCID fournit donc un modéle d'étude du développement et de la maturation
des cellules immunocompétentes. Outre cet aspect fondamental, la souris SCID est aussi un

modéle d’étude de nombreuses pathologies.

4- SOURIS SCID ET ETUDE DE PATHOLOGIES HUMAINES
4.1- Etude des maladies autoimmunes

L’utilisation de la souris SCID dans 1’étude des maladies autoimmunes s’est largement
répandue puisque le modele hu-SCID mice a fourni la premiére opportunité pour étudier la
production d’auto-anticorps humain hors du patient.

En effet, suite 4 I’injection de cellules mononucléées du sang périphérique ou de tissu
cible contenant des lymphocytes autoréactifs, des auto-anticorps sont produits pendant des
semaines, voire des mois. Par exemple, I’injection de 15x106 CMN de patients présentant un
lupus erythémateux disséminé, a des souris SCID résulte en une production continue
d’anticorps anti-nucléaires, accompagnée dans certains cas, d’un dépot de C3 murin dans les
glomérules [Duchosal, 1992b]. Cependant, en dépit de cette production d’auto-anticorps, les
souris SCID sont incapables de développer des manifestations cliniques de la maladie.
Différentes hypothéses expliquant 1’absence de pathologie dans la souris ont été soulevées: (1)
les lymphocytes T humains sont restreints par le complexe majeur d’histocompatibilité humain,
(2) la quantité d’auto-anticorps produit est faible (environ 10% des taux trouvés chez le
donneur), (3) il peut exister des différences entre les épitopes humains et les épitopes murins,
(4) les auto-anticorps humains doivent posséder une capacité variable d’activation du
complément murin et d’autres voies effectrices, enfin (5) les cellules humaines étant injectées
seules, il est probable qu’il existe peu d’antigéne susceptible de stimuler la réponse anticorps
[Elkon, 1994]. Il faudrait de plus pouvoir appréhender la durée de survie des lymphocytes T et
B humains. Ce modele ne fait pas I'unanimité a cause de 1’incapacité a développer la maladie.
Pourtant, la production continue d’auto-anticorps permet une investigation détaillée des facteurs
cellulaires et environnementaux nécessaires a leur synthese.

Un autre modele SCID a permis le développement d'un processus inflammatoire
similaire a celui observé chez 1'homme dans le cas de la polyarthrite rhumatoide. Ainsi, des

cellules mononucléées issues de liquide synovial de patients atteint de polyarthrite rhumatoide,
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injectées de fagon intra-articulaire, induisent, au bout de 4-8 semaines, chez certaines souris
SCID, une hyperplasie synoviale qui reproduit les changements histopathologiques observés
chez les patients, a des stades précoces de la maladie [Mima, 1995]. De plus, des cellules T
issues du fluide synovial, et activées par un anticorps anti-CD3, induisent, 6 semaines apres le
transfert, une arthrite sévérement destructrice lorsqu'elles sont injectées simultanément dans
l'articulation du genou et dans la cavité péritonéale. Cette arthrite implique une prolifération des
cellules synoviales agressives, une €rosion du cartilage et de 'os par infiltration de fibroblastes
fortement prolifératifs, et une sérieuse altération de l'articulation. La seule différence avec la
pathologie humaine, réside dans le fait que le transfert de lymphocytes synoviaux n'arrive pas a
induire la formation de follicules lymphoides, probablement & cause de l'absence de
lymphocytes B, et donc de complexes immuns, séquestrés par les cellules dendritiques et
nécessaires a la formation de follicules lymphoides [Sakata, 1996]. Dans un syste¢me plus
autologue, du cartilage humain normal a été co-implanté avec des fibroblates synoviaux de
patients atteints de polyarthrite rhumatoide. A bout de 60 jours, tous les implants présentaient
une croissance intensive et invasive dans le cartilage. De plus, des enzymes dégradant le
cartilage (cathepsines B, D et L) ont été détectées dans les implants, dans une zone environnant
le site d'invasion [Muller Ladner, 1996]. Un tel modéle de souris SCID développant certaines
caractéristiques de la polyarthrite rhumatoide, peut alors permettre d'analyser I'importance de
certaines molécules comme cible thérapeutique. Par exemple, il a été montré que I1TCAM-1 était
impliquée dans la rétention des cellules mononucléées au niveau de la synovie thumatoide, dans
un modele de souris SCID greffées en sous-cutané avec du tissu synovial de patients atteints
d'une polyarthrite rhumatoide, puis injectées par voie intrapéritonéale avec des cellules

mononucléées de donneurs sains [Jorgensen, 1996].
4.2- Etude des cancers humains

La souris SCID humanisée par injection de cellules ou greffe de tissus humains est un
modéle largement utilisé pour étudier le développement de cancers, et envisager de nouvelles
thérapeutiques. Seuls quelques exemples seront développés dans le paragraphe ci-dessous.

La souris SCID permet par exemple d’étudier la biologie des leﬁcémies humaines et
d’explorer la faisabilité et I’efficacité de nouvelles thérapies. Ainsi, plusieurs études ont montré
que des cellules provenant de patients atteints de leucémie lymphoblastique aigiie (ALL),

peuvent, apres leur transfert chez les souris SCID, proliférer dans les tissus hématopoiétiques,
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envahir de nombreux organes et provoquer la mort de la souris [Kamel Reid, 1991; Kamel
Reid, 1989]. Plus précisément, des cellules provenant de patients ALL récemment
diagnostiqués sont détectées en faible nombre, ou sont indétectables chez les souris SCID. A
I’inverse, des cellules provenant de patients ayant rechuté dans les 13 mois apres le diagnostic,
proliférent rapidement dans la mcelle osseuse murine, la rate et le thymus, envahissent les
organes péritonéaux, et causent la mort de la souris dans les 4-16 semaines [Kamel Reid,
1991]. 11 est donc possible de prédire la réponse a un traitement pour des ALL de lignée B a
haut risque, ce qui permet une ségrégation des patients en fonction de sous-groupes distincts de
pronostic [Uckun, 1995a]. Les informations tirées de 1’utilisation du modele de ALL chez la
souris SCID, peuvent aussi €tre trés utiles pour planifier I’intensification et la maintenance
d’une chimiothérapie. Le modele permet également d’évaluer et de comparer les caractéristiques
pharmacodynamiques, la toxicité et I’efficacité de nouvelles drogues, ainsi que la toxicité et
’efficacité de nouveaux progammes thérapeutiques combinés utilisant plusieurs drogues. Par
exemple, Uckun et al ont récemment comparé I’ activité antileucémique de 15 substances dans
un modele SCID de ALL humaine [Uckun, 1995b]. Les résultats de cette étude ont fourni des
preuves expérimentales sans précédent du potentiel thérapeutique d’inhibiteurs spécifiques des
tyrosine kinases associées aux récepteurs CD19, agissant donc au niveau des cellules
leucémiques précurseurs des cellules B.

La souris SCID permet également d'envisager des protocoles thérapeutiques utilisant
des anticorps monoclonaux humains puisqu'il est possible de produire des anticorps humains
réactifs vis-a-vis de certaines lignées cancéreuses. Ainsi, la greffe de tumeurs pulmonaires
humaines, associée a une injection intrapéritonéale de cellules mononucléées provenant des
ganglions proximaux des mémes patients permet la production d’IgG par les souris SCID. Les
sera de ces souris SCID sont réactifs vis-a-vis d’une lignée d’adénocarcinome pulmonaire. La
production et la sélection de lignées provenant de cellules de rate et de thymus des souris SCID-
hu a permis d’obtenir, aprés formation d’hybridomes, 4 anticorps monoclonaux humains

réactifs vis-a-vis de nombreuses lignées [Satoh, 1995].
4.3- Etude de la pathologie induite par le VIH
Des études utilisant le modele hu-SCID ont démontré que les cellules T humaines

peuvent étre infectées avec le VIH (Virus de 'Tmmunodéficience Humaine) in vivo dans I’hote

murin. Le site le plus fréquent de localisation du virus est le péritoine, suivi de la rate, du sang
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périphérique et des ganglions lymphatiques périphériques. L’infection par le VIH affecte la
concentration d’immunoglobulines humaines et le nombre de lymphocytes T CD4 dans la
souris [Mosier, 1991]. De plus, lorsque les souris SCID sont injectées avec des cellules
provenant de patients infectés par le VIH, une déplétion des lymphocytes CD4* est observée 18
a 25 jours apres, alors que la pathologie restait stable chez les patients. Le virus est quant a lui
détectable dans la rate, le lavage péritonéal et le sang. Des traitements anti-rétroviraux (comme
I’analogue de nucléoside: le FddA) bloquent la production du virus et la perte de cellules T
CD4 dans les souris [Boyle, 1995]. Cependant, I’incapacité a greffer des monocytes humains
dans la souris SCID limite I’utilisation de ce mod¢le dans I’analyse des effets du VIH sur les
cellules humaines.

Le modele SCID-hu est plus largement répandu pour étudier la pathologie du SIDA. Du
thymus et du foie feetaux sont greffés sous la capsule surrénale et fusionnent, formant un
organe unique appelé implant thymus/foie (thy/liv). L’implant thy/liv peut &tre infecté avec le
VIH par injection directe du virus dans I’implant [Aldrovandi, 1993]. Des résultats similaires
‘ont pu étre obtenus en greffant les souris SCID avec du thymus feetal et des ganglions
lymphatiques [Namikawa, 1988]. La déplétion en cellules CD4% est observée 3 a 9 semaines
apres I’infection, et est visible histologiquement par 1I’hypocellularité, la perte des jonctions
corticomédullaires, et I’involution thymique. Phénotypiquement, les thymocytes immatures
CD4t CD8* disparaissent les premiers, suivis par les cellules matures CD4+ CDS8". La
déplétion en cellules CD4% correle avec la charge virale [Aldrovandi, 1993]. Une pathologie
similaire a été observée dans le thymus de patients infectés. La variation de séquence du VIH-1
est faible dans le modele SCID tout comme dans I’infection aigiie chez ’homme. Les souris
SCID-hu thy/liv apparaissent donc étre un modele d’étude de la phase aigiie de I’infection par le
VIH-1, plut6t que de la phase chronique ou la variation de séquence du virus est considérable
[Jamieson, 1995]. La souris SCID-hu semble donc utile pour modéliser les événements
précoces de la pathogénése induite par le VIH et évaluer des stratégies thérapeutiques pour

intervenir précocément.
4.4- Etude des maladies parasitaires
L’utilisation de la souris SCID dans I’étude des maladies parasitaires est basée sur trois

caractéristiques importantes: (1) la souris SCID peut étre vulnérable vis-a-vis de parasites qui

n’infecteraient pas des souris immunocompétentes, fournissant ainsi un modéle murin de
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I’infection; (2) la souris chimérique SCID-hu offre un systéme permettant I’étude de parasites
spécifiques de I’homme chez la souris; et (3) la reconstitution sélective de souris SCID
stimulées par le parasite avec des anticorps et/ou des lymphocytes compétents est un outil
puissant pour isoler et identifier le r6le de différentes composantes du systéme immunitaire dans
la réponse de I’hote au parasite.

Ainsi, par exemple, des souris SCID infectées par Schistosome ne forment pas de
granulome autour des ceufs et présentent une réduction de la ponte des ceufs par les vers
adultes. Comme les macrophages sont normaux chez la souris SCID, ces observations
suggerent que les lymphocytes doivent étre nécessaires pour la formation de granulome,
probablement par I’intermédiaire d’une sécrétion de cytokines [Amiri, 1992].

De plus, lorsque des hépatocytes (hep) humains sont greffés sous les capsules rénales
de souris SCID et que ces souris SCID-hu-hep ainsi créées sont stimulées par injection
intraveineuse de Plasmodium falciparum, des parasites sont retrouvés dans les hépatocytes
humains. L’infection d’hépatocytes humains transplantés et la poursuite du cycle du parasite
dans I’hote peut ainsi permettre d’évaluer I'efficacité de vaccins potentiels [Sacci, 1992].

Enfin, une infection par Plasmodium chabaudi de souris SCID non reconstituées est
léthale au bout de 20-30 jours. L’injection de lymphocytes T CD4% normaux et compétents
provoque la survie de 70% des animaux. L’injection conjointe de lymphocytes T CD4% et B
induit une production d’IgG spécifiques anti-malaria, et une clairance de la parasitémie dans les
20 jours. Ces souris ont alors un comportement clinique similaire a celui de souris contrbles
Balb/c [Meding, 1991].

Tous ces facteurs réunis fournissent donc un systeme des plus valables pour étudier les

parasites humains dans un modéle de petit animal.
4.5- Etude des maladies allergiques

L’utilisation de la souris SCID comme modele d’étude des réactions allergiques a
essentiellement concerné la régulation de la réponse humorale, c’est-a-dire, de la réponse IgE.
Le mode de reconstitution le plus courant est I’injection de cellules du sang périphérique, mais il
est également possible d’utiliser dans certains cas des souris SCID greffées avec des organes
feetaux.

Ainsi, une étude a montré que des souris SCID greffées, en sous-cutané, conjointement

avec du thymus feetal et de la meelle osseuse produisaient spontanément des niveaux

83




Introduction

considérables d’IgM, d’IgG et dans certains cas des IgE et des IgA. L’injection d’IL-4
potentialise la maturation des précurseurs B humains in vivo et augmente spécifiquement la
production d’IgE, alors que I’injection sous-cutanée continuelle d’un antagoniste des récepteurs
de I'IL-4 et de I'IL-13 inhibe spécifiquement la production d’IgE [Carballido, 1995b;
Carballido, 1995a].

De maniére plus générale, des souris SCID reconstituées par injection intrapéritonéale
avec 40-50x106 CMN de patients atteints de dermatite atopique (et présentant des taux d’IgE
variant de 3700 4 20300 UI/ml) développent au bout de 2 semaines une production significative
d’IgE humaine. Cette production atteint un maximum entre la troisi€éme et la cinqui¢me semaine
aprés le transfert, alors que la concentration d’IgG humaine (pour les 4 classes
d’immunoglobulines) augmente progressivement jusqu’a former un plateau au bout de 2 mois,
et persiste au moins 3 mois aprés le tranfert [Ito, 1992; Spiegelberg, 1994]. Aucune production
d’IgE humaine n’est détectée si seulement 10x106 CMN de patients atopiques ou 50x106 CMN
de patients non atopiques sont injectées. La production d’anticorps humains est totalement
supprimée lorsque les cellules sont déplétées en CD2% ou en CD4+ [Ito, 1992], ou
partiellement, lorsque les cellules sont déplétées en CD14% [Herz, 1997]. A Pinverse la
déplétion en cellules CD8¥ induit une réponse IgE persistente [Ito, 1992]. L’injection de CMN
préincubées avec de 1’IL-4 humaine, accompagnée ou non d’une injection d’IL-4 a des souris
hu-SCID augmente d’une centaine de fois la production d’IgE qui atteint son maximum 6
semaines apres la reconstitution. La production d’IgG est également amplifiée. Le méme
protocole utilisé cette fois avec de I’'IFN-y ne modifie pas les productions d’immunoglobulines.
A Y’inverse, I’injection simultanée des cellules et d’un anticorps anti-récepteur de 1'IL-4, inhibe
la production d’IgE [Spiegelberg, 1994]. Enfin, en dépit d’une bonne production d’IgE
humaine chez les souris SCID reconstituées avec les cellules de donneurs atopiques, et d’une
détection d’anticorps IgG spécifiques (anti-poussiére de maison), aucun IgE spécifique n’a été
mis en évidence. De plus, aucune réponse anticorps secondaire n’a été observée apres injection
sous-cutanée de I’allergéne en présence d’adjuvant [Ito, 1992].

Un autre modele a cependant permis de mettre en évidence des IgE spécifiques vis-a-vis
de I’acarien Dpt, et fonctionnels, dans toutes les souris SCID reconstituées avec 10x106 CMN
et immunisées par voie intrapéritonéale avec I’allergene en présence d’adjuvant. A I'inverse,
aucune production n’est détectée si les souris sont reconstituées avec les CMN de donneurs non
allergiques, ou si les souris reconstituées avec les CMN de sujets allergiques ne sont pas

stimulées par I’allergéne correspondant [Pestel, 1994]. Des souris SCID reconstituées avec 25-
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60x106 CMN de patients sensibles au pollen de bouleau produisent des IgE totales, dont les
taux sont corfélés avec ceux des donneurs. Ces IgE ont une demi-vie plus courte que chez
I’homme: 24 heures chez la souris hu-PBL-SCID contre 2-3 jours chez 1’homme. Chez
certaines souris, des IgE spécifiques ont pu étre détectées, mais la stimulation par 1’antigéne
n’induit aucune augmentation de ces taux [Steinsvik, 1997]. Les différences observées dans ces
2 systémes peuvent étre expliquées premiérement, en ce qui concerne la production spontanée,
par I’augmentation du nombre de cellules injectées dans le second cas, et deuxiemement, en ce
qui concerne I’'immunisation, par le fait que les CMN ont été prélevés chez les patients
allergiques au pollen de bouleau pendant la saison pollinique, c’est-a-dire que les cellules ont

été préalablement stimulées in vivo.

Les utilisations de la souris SCID sont donc multiples. En particulier, sa
capacité a tolérer des cellules humaines, fait d'elle un modéle intéressant pour
étudier la régulation de la réaction immunitaire humaine, ainsi que divers

désordres immunologiques.
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Cadre et Objectifs

Connue depuis I'antiquité, 1'asthme est la maladie chronique actuelle la plus commune
dans les pays industrialisés. Des études épidémiologiques suggérent que sa prévalence, sa
sévérité et mortalité sont en augmentation constante. Deux éléments majeurs interviennent dans
son développement: une prédisposition génétique et des facteurs environnementaux comme
I'exposition aux allergénes (comme les acariens de la poussiére de maison) ou a des polluants
atmosphériques. D'un point de vue clinique, I'asthme se définit comme une maladie caractérisée
par une dyspnée paroxystique secondaire & une hypersensibilité des voies aériennes a des
stimuli divers et se manifestant par un trouble ventilatoire obstructif variable (American
Thoracic Society, 1975). L'asthme allergique est caractérisé par trois composantes majeures:
(1) une production anormale d'immunoglobulines de type E, (2) une inflammation chronique
des voies aériennes avec infiltration de lymphocytes, d'‘éosinophiles et de mastocytes, liée a une
desquamation de 1'épithélium, un épaississement et une désorganisation des tissus de la barriére
bronchique, et (3) une hyperréactivité des voies aériennes se définissant comme une anormalité
des voies aériennes conduisant & un rétrécissement excessif en réponse a un agent
bronchoconstricteur [Barnes, 1997].

L'étude des mécanismes impliqués dans le développement d'un asthme chez I'homme
est limitée, pour des raisons éthiques évidentes, a des analyses ex vivo de prélevements. De
plus, les études réalisées in vitro avec des cellules d'origine humaine n'autorisent qu'une vision
des mécanismes, réduite aux cellules en présence. Enfin, l'utilisation de modeles animaux ne
permet pas toujours une extrapolation des résultats a 'homme. Par conséquent, disposer d'un
modele plagant des cellules humaines dans un environnement plus physiologique et manipulable
aussi aisément qu'un modele animal classique, peut s'avérer déterminant pour une meilleure
compréhension des mécanismes de la réaction allergique conduisant aux manifestations
cliniques observées dans l'asthme et une meilleure évaluation de molécules a visée

thérapeutique.

La souris SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency) ne posséde pas de lymphocytes
T et B matures fonctionnels [Bosma, 1983] et autorise donc la greffe de cellules allo- et
xénogéniques. Dans notre laboratoire J. Pestel et al ont développé un modele d'étude de la
régulation de la synthése d'IgE humaines chez cette souris. IIs ont montré que l'injection
intrapéritonéale de cellules provenant du sang périphérique de patients sensibles a l'acarien

Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt), suivie d'une immunisation par voie intrapéritonéale
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avec du Dpt en présence d'adjuvant (alun), induisait une production d'IgE humaines
fonctionnelles et spécifiques vis-a-vis de 1'allergéne. Aucune production d'IgE n'était détectée
lorsque les souris SCID étaient reconstituées avec les cellules de donneurs non sensibles a Dpt

[Pestel, 1994].

Néanmoins, cette voie d'administration de l'allergéne ne correspond pas au mode de
sensibilisation naturelle des patients. Nous avons donc voulu appréhender I'effet que pouvait
entrainer l'inhalation de I'allergéne Dpt chez des souris SCID reconstituées avec des cellules de
patients asthmatiques allergiques a Dpt.

La premiere partie de ce travail concerne donc I'analyse de la production d'IgE humaines
chez les souris SCID humanisées. Dans un deuxiéme temps, nous avons analysé la migration
des cellules humaines, en particulier au niveau des poumons murins. Enfin, nous avons évalué

I'hyperréactivité bronchique au carbachol, de souris SCID ainsi traitées.
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RESULTATS 1

LA REPONSE IgE CHEZ LES SOURIS SCID



Résultats

Nous avons dans un premier temps analysé la réponse IgE humaine chez les souris
SCID reconstituées avec les cellules de patients allergiques a Dpt, comparativement a celle des
souris SCID reconstituées avec les cellules de patients allergiques a un autre aéroallergéne ou
non allergiques, et sensibilisées ou non par un aérosol de Dpt. L'étude a ét€ menée de maniére

cinétique jusqu'a une date maximale de 60 jours apres 1'inhalation.
1- Obtention d'une réponse IgE humaine chez des souris SCID humanisées

Les souris SCID ont été reconstituées avec 15x106 CMN de patients sensibles (souris
SCID "allergiques") ou non sensibles (souris SCID non "allergiques") a Dpt, puis ont inhalé
'allergéne 15 jours plus tard, a raison d'une inhalation de 100 IR de Dpt (IR: Index de
Réactivité, 100 IR correspondent a environ 200 g de protéines), une fois par jour pendant 4
jours (protocole 1).

Dans un premier temps, nous avons montré sur un nombre restreint de lots de souris,
que seules les souris SCID "allergiques” exposées a un aérosol de Dpt produisaient des IgE
humaines (jusqu'a 118 Ul/ml) (figure 1A). En effet, en absence d'exposition a I'allergéne, de
tres faibles taux d'IgE (0 a 2,2 U/ml) étaient détectés dans le sérum des souris SCID
reconstituées avec les CMN des mémes patients, quel que soit le moment de I'analyse (ﬁgur¢
1B). Chez des souris SCID non "allergiques"”, le taux d'IgE reste inférieur 2 6 Ul/ml, que les
souris aient ou non inhalé l'allergéne (figure 1C). L'analyse de quelques sérums de souris
SCID "allergiques" exposées a un aérosol de Dpt a permis de mettre en évidence des IgE
spécifiques vis-a-vis de l'allergéne (figure 2).

En poursuivant les expériences, nous avons remarqué que beaucoup de lots de souris
SCID "allergiques" ne répondaient pas a la stimulation par l'allergéne (taux d'IgE inférieurs 2 5
UI/ml quel que soit le jour aprés l'inhalation), soit 11 lots sur 21, plus 4 lots ol plus de la
moitié des souris n'avaient pas répondu. En se basant sur I'absence de production d'IgE, nous
avons émis 1'hypothese d'une absence de prise de greffe chez de telles souris SCID. Certains
auteurs avaient déja décrit la variation du taux de réussite de la reconstitution selon le donneur
[Hoffmann Fezer, 1993]. Nous n'avons pas trouvé de relation entre ces échecs de
reconstitution et le statut allergique du patient, comme par exemple le taux d'IgE sériques
totales, le RAST (Radio-Allergo Sorbent Test qui mesure les IgE spécifiques) vis-a-vis de Dpt
ou la polysensibilisation, et l'analyse des quantités respectives de cellules injectées

(lymphocytes T CD4+: 34 3 50%, CD8%: 16 2 22%, lymphocytes B CD19%: 5 4 10% et
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monocytes CD14%: 19 2 22%) n'a rien révélé non plus. Néanmoins, d'une maniére générale, la
réussite de la reconstitution est favorisée lorsque les taux d'IgE du patient asthmatique sont
supérieurs a 1000 Ul/ml et qu'il présente des taux d'IgE spécifiques supérieurs a 50 unités
RAST. Les lots de souris a reconstitution non effective ont été éliminés+des analyses
ultérieures.

Dans un souci d'amélioration de cette reconstitution, 1'effet de différentes quantités de
Dpt nébulisé a été évalué, soit 4, 9 ou 20 inhalations de 100 IR de Dpt chacune, sur 4 lots de
souris SCID reconstituées avec les CMN de patients sensibles a Dpt. Aucune différence
significative n'a été mise en évidence par le test statistique de Kruskal-Wallis entre les taux
d'IgE humaines obtenus apreés exposition a ces quantités variables d'allergéne, quel que soit le
moment d'analyse. Toutes les souris SCID ont donc été réunies au sein d'un méme groupe
appelé: " souris SCID "allergiques" exposées a un aérosol de Dpt ".

Nous avons alors pu appréhender I'effet des aérosols de Dpt sur la production d'IgE en
comparant la réponse IgE chez les souris SCID "allergiques” ayant ou non inhalé l'allergéne
(figure 3). Ainsi, seule l'exposition des voies aériennes des souris SCID "allergiques” au Dpt
induit une production d'IgE humaines sériques: les médianes sont respectivement pour les
souris exposées ou non au Dpt & J15: 18,6 contre 1,85; & J21: 18,8 contre 3,01; & J30: 15,5
contre 1,26; a J60: 25,05 contre 0,35 Ul/ml. Les taux d'IgE sont significativement différents a
J15 et J30 (p<0,005).

2- Amélioration de la reconstitution

Compte tenu du nombre important de souris dites "allergiques” ne produisant pas d'IgE
suite a une reconstitution défectueuse, une amélioration du systeme a été envisagée. L'idée était
d'augmenter la stimulation des cellules humaines et/ou de diminuer la résistance de I'hote.

Premiérement, il a ét€ montré que le nombre de cellules humaines décroit dans les 15
premiers jours apres la reconstitution, pour augmenter par la suite. Les cellules humaines
mémoires et/ou réactives vis-a-vis de 'hdte sont alors sélectionnées [Tary Lehmann, 1992].
Deuxi¢mement, certaines études ont montré que les souris SCID pouvaient résister aux cellules
humaines via leur cellules Natural Killer (NK) [Murphy, 1992b]. 11 est possible de supprimer
ces cellules NK par I’administration d’anticorps dirigés contre I’asialo GM1 (ASGM1), une
glycoprotéine présente sur les cellules NK et quelques autres typesv cellulaires. Ce traitement

augmente nettement I’étendue de la reconstitution et diminue la variabilité de réponse d’une
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souris a ]’autre. L’étendue de la reconstitution avait été appréhendée grace au pourcentage de
cellules humaines CD3+ au niveau de la rate. Une injection unique d’anticorps ASGM1 la veille
de I’injection des cellules humaines, augmentait la prise de la greffe de 1,9 & 9% [Murphy,
1992a].

Nous avons donc d'une part injecté du Dpt par voie i.p au moment de la reconstitution
(protocole 2), d'autre part combiné ce protocole avec l'injection d'un Ac ASGM1 avant la
reconstitution (protocole 3) .

La comparaison qualitative des protocoles 1, 2 et 3 met en avant I'efficacité de l'injection
de I'Ac anti-ASGM1. En effet, avec le protocole 1, seuls 6 lots sur 25 avait présenté une
production significative d'IgE (soit 24%). Le protocole 2 permet d'augmenter ce rendement a 4
lots sur 12 (soit 34%), alors qu'avec le protocole 3 aucun échec n'a été observé (7 lots sur 7
étaient efficacement reconstitués). Ces observations ont pu €tre confirmées avec différents lots
de souris SCID reconstitués avec les cellules d'un méme patient asthmatique allergique a Dpt, et
soumis aux 3 protocoles.

En revanche, la comparaison quantitative des 3 protocoles, i.e la comparaison des taux
d'IgE, entre des lots effectivement reconstitués n'est pas en faveur d'un des 3 traitements. En
effet, des différences significatives ne sont observées qu'a J15 et J30, mais elles ne vont pas
dans le méme sens (figure 4). Par conséquent, le traitement avec I'Ac ASGM1 améliore
I'efficacité de la reconstitution (évaluée par des taux sériques d'IgE humaines supérieurs a 5
Ul/ml), mais ne permet pas d'homogénéiser les résultats d'IgE obtenus avec le méme donneur
(les déviations standard restent €levées).

Cependant, les différences de production d'IgE humaines restent significatives (p<0,02)
entre les souris SCID "allergiques” et non "allergiques” exposées au Dpt et prétraitées avec I'Ac
ASGM1 (figure 5).

3- Cinétique de production des IgE humaines chez les souris SCID
"allergiques"

La production d'IgE a été analysée de maniere cinétique chez des souris SCID
"allergiques” sensibilisées selon le protocole 3 (figure 6).

L'étude a été réalisée sur 22 souris reconstituées avec les CMN de 3 donneurs différents
(taux d'IgE des patients de 400 a 3000 UI/ml). La production d'IgE croit d&s le septiéme jour

apres l'inhalation (J7), soit le 12€me jour aprés la reconstitution ol une injection i.p. de Dpt est
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réalisée (médiane (M) = 14,95; écart interquartile (EQ) = 24,32 Ul/ml). Elle est maximale entre
J15 et J21, avec des valeurs respectivement égales a M = 28,5 (EQ = 49,9) et 22,45 (EQ =
28,4) Ul/ml, et diminue a J30 (M = 19,55; EQ = 14,9 Ul/ml). Les différences sont
significatives entre les différents temps (p<0,05), sauf entre J15 et J21.

4- Etude de la modulation de la production d'IgE: Réle des cellules CD8*

La production d'IgE humaines chez les souris SCID "allergiques” exposées au Dpt était
donc transitoire, tout comme la production d'IgE chez souris Balb/c sensibilisées a 'OVA.
Dans ces modeles, la diminution tardive de la production d'IgE était dépendante d'une
population de cellules CD8+ suppressives [MacAry, 1997]. Afin d'évaluer l'incidence de la
population lymphocytaire T CD87¥ sur la production d'IgE chez les souris SCID "allergiques"”
exposées 2 des aérosols de Dpt, les lymphocytes T CD8% ont été éliminés des CMN totales
avant I'injection aux souris (déplétion en cellules T CD8).

La déplétion en cellules T CD8* augmente significativement la production d'IgE a J45
(figure 7). Les souris SCID reconstituées avec les CMN totales ou avec les CMN déplétées en
cellules T CD8* développent une réponse IgE respectivement de M = 8,06 (EQ = 15,59) et
51,6 (EQ = 46,4) Ul/ml (p = 0,05). Ces résultats suggerent donc que les cellules T CD8%
pourraient intervenir dans la régulation tardive de la production d'IgE induite par 'allergéne

Dpt.
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Figure 1: Production d'IgE humaines chez les souris
SCID humanisées.

Les taux d'IgE humaines ont été évalués chez des souris SCID
reconstituées avec les cellules de patients allergiques et exposées
(A, n=17), ou non (B, n = 6) a un aérosol de Dpt, et chez des
souris reconstituées avec les cellules de donneurs non allergiques
et exposées a un aérosol de Dpt (C, n = 5). Les cellules de patients
allergiques a Dpt provenaient de 3 donneurs différents, dont les
taux d'IgE sériques étaient de 400, 1064 et 1614 Ul/ml.
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Figure 2: Présence d'IgE humaines spécifiques vis-a-vis de Dpt chez les
souris SCID "allergiques' exposées a un aérosol de Dpt.

La présence d'IgE humaines spécifiques vis-a-vis de Dpt a été vérifiée dans
les sérums de souris SCID reconstituées avec les cellules d'un méme patient
sensible a Dpt, et exposées (hachures noires) ou non (pointillés) a un aérosol
de Dpt. Les résultats sont exprimés en coups par minute (cpm), déduction
faite du bruit de fond égal au nombre de cpm obtenu dans les puits
recouverts de BSA (albumine sérique bovine).
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Figure 3: Production d'IgE humaines chez des souris SCID
"allergiques'’ exposées ou non a un aérosol de Dpt.

Les taux d'TgE humaines ont été évalués dans 2 groupes de souris SCID
reconstituées avec les CMN de patients asthmatiques sensibles a Dpt: avec
(rectangles gris, n = 30), ou sans (rectangles blancs, n = 15) inhalation de
I'allergeéne. Les résultats sont exprimés en médiane (taux d'IgE pour lequel
50% des valeurs sont inférieures) et écart interquartile (médiane + 25% des
valeurs). Les taux d'IgE sont significativement différents selon le test de
Mann-Whitney, a J15 (*) et J30 (#) (p<0,005) .
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Figure 4: Effet de différents traitements visant 4 améliorer la production d'IgE humaines chez les
souris SCID "allergiques'' exposées a un aérosol de Dpt. |

Les taux d'IgE humaines ont été évalués dans 3 groupes de souris SCID reconstituées avec les CMN de patients
sensibles a Dpt et exposées au Dpt: en absence de traitement (rectangles blancs, n = 25), avec injection de Dpt en
i.p au moment de la reconstitution (rectangles hachurés, n = 24), ou avec prétraitement des souris avec I'Ac
ASGM-1 et injection de Dpt en i.p au moment de la reconstituton (rectangles gris, n = 22). Les résultats sont
exprimés en médiane (taux d'IgE pour lequel 50 % des valeurs sont inférieures) et écart interquartile (médiane + 25
% des valeurs). Les taux d'IgE sont significativement différents selon le test de Kruskal-Wallis, a J15 (*) et J30
# (p < 0,003).
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Figure 5: Production d'IgE humaines chez des souris SCID
"allergiques'' ou non "allergiques' exposées a un aérosol de Dpt.

Les taux d'IgE humaines ont été évalués dans 2 groupes de souris SCID
reconstituées avec les CMN de patients asthmatiques sensibles a Dpt
(rectangles gris, n = 29), ou de patients non sensibles a Dpt (rectangles
blancs, n = 21) apres inhalation de l'allergeéne. Les résultats sont exprimés
en médiane (taux d'IgE pour lequel 50% des valeurs sont inférieures) et
écart interquartile (médiane + 25% des valeurs). Les taux d'IgE sont
significativement différents a J7, J15 et J21 selon le test de Mann-Whitney
(p<0,02) .
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Figure 6: Cinétique de production d'IgE humaines chez des souris
SCID "allergiques'' exposées a un aérosol de Dpt.

A: Les taux d'IgE humaines ont été évalués, aprés inhalation de
l'allergeéne, chez des souris SCID prétraitées avec I'Ac ASGM1, puis
reconstituées avec les CMN de patients asthmatiques sensibles a Dpt
administrées en méme temps qu'une injection i.p de Dpt (rectangles gris,
n = 29). Les résultats sont exprimés en médiane (taux d'IgE pour lequel
50% des valeurs sont inférieures) et écart interquartile (médiane + 25%
des valeurs). Les taux d'IgE sont significativement différents entre les
différents temps d'analyse (p<0,05), excepté entre J15 et J21, selon le test
de Wilcoxon.

B: Exemple de cinétique de production d'IgE humaines dans un lot de
souris SCID reconstituées avec les CMN d'un méme patient allergique, et
exposées a un aérosol de Dpt (chaque symbole représente une souris).
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Figure 7: Régulation tardive, par des cellules CD8+, de la
production d'IgE humaines chez des souris SCID "allergiques"
exposées a un aérosol de Dpt.

Les taux d'IgE humaines ont été évalués dans 2 groupes de souris SCID
reconstituées soit avec des CMN totales (rectangles gris, n = 7), soit avec des
CMN déplétées en cellules CD8+ (rectangle blancs, n = 8) provenant de
patients sensibles a Dpt, et exposées a un aérosol d'allergeéne. Une injection
de Dpt était réalisée au moment de la reconstitution. Les résultats sont
exprimés en médianes (taux d'IgE pour lequel 50 % des valeurs sont
inférieures) et écart interquartile (médiane + 25 % des valeurs). Les taux
d'IgE sont significativement différents & J45 entre les 2 groupes (p = 0,005),
selon le test de Mann-Whitney.
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Résultats

Outre une production d'IgE spécifiques de 1'aéroallergene vis-a-vis duquel ils sont
sensibles, les patients asthmatiques présentent une réaction inflammatoire au niveau des voies
aériennes, principalement caractérisée par un infiltrat d'‘éosinophiles et de lymphocytes T CD4+
activés, de type Th2 (production d'IL-4 et IL-5). Nous avons donc voulu savoir si suite a
l'inhalation de Dpt, les souris SCID "allergiques" présentaient une réaction similaire.

Ainsi, dans un deuxi¢me temps, I'étude a porté sur 1'analyse des poumons de souris

SCID humanisées et sensibilisées par des aérosols de Dpt.

1- Mise en évidence d'une réaction pulmonaire de type inflammatoire chez

les souris SCID "allergiques'’ aprés inhalation de 1'aéroallergene

Ce travail a fait I'objet d'une publication parue dans Eur. J. Immunol. (1996, 26: 1088)

et insérée ci-apres.

Bien que quelques cellules humaines CD45% puissent étre détectées dans les poumons
de souris SCID "allergiques" 30 jours aprés l'inhalation de Dpt (J30), selon le protocole 1, un
infiltrat significatif a ét€é mis en évidence a J60. Les cellules humaines ont une localisation
périvasculaire, péribronchique et parenchymateuse (Article Eur. J. Immunol., figure 2C et D).
Ces résultats immunohistochimiques ont été confirmés grace a une méthode d'hybridation in
situ fluorescente détectant tous les centromeres humains (Article Eur. J. Immunol., figure 2A et
B). Trés peu de cellules humaines CD45% ont été détectées dans les poumons des souris SCID
"allergiques" n'ayant pas inhalé le Dpt, et des souris SCID reconstituées avec les CMN de
sujets non sensibles a Dpt.

De plus, des cellules inflammatoires de type €osinophilique ont ét€ mises en évidence
dans l'infiltrat cellulaire localisé au niveau des zones péribronchiques des souris SCID
"allergiques”, 60 jours aprés l'inhalation (Article Eur. J. Immunol., figure 2E). Aucun
éosinophile n'a été détecté dans les poumons des souris SCID "allergiques"” n'ayant pas inhalé
le Dpt, et dans les poumons des souris SCID contrdles. La présence d'éosinophiles est
fortement dépendante de la présence d'un infiltrat de cellules humaines CD45% (Article Eur. J.
Immunol., tableau 1). Finalement, I'expression d'ARNm codant pour I'IL-5 humaine a été

observée dans de tels poumons (Article Eur. J. Immunol., figure 2F et tableau 1).
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Résultats

La poursuite de 1'analyse de 'expression des cytokines de type Th2 a permis de mettre
en évidence l'expression d ARNm codant pour 1'L.-4 humaine, parmi les ARN extraits de

poumons de souris SCID "allergiques” exposées a un aérosol de Dpt (figure 8).
Ces résultats suggerent que des cellules humaines produisant des cytokines de type Th2:

I'TL+4 et I'IL-5 pourraient participer au développement de l'infiltrat pulmonaire observé chez les

souris SCID "allergiques"” apres inhalation de Dpt.
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An in vivo model of allergic inflammation:
pulmonary human cell infiltrate in allergen-
challenged allergic Hu-SCID mice

CB.17 severe combined immunodeficient (SCID) mice were used to establish a
model of allergic pulmonary inflammation. SCID mice were intraperitoneally
reconstituted with 107 peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from pa-
tients sensitive to Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) and 2 weeks later were
exposed to Dpt aerosols. After Dpt nebulization, SCID mice engrafted with
PBMC from Dpt-sensitive patients developed a specific human IgE response as
well as an intense pulmonary infiltrate of human cells. In contrast, SCID mice
reconstituted with PBMC from patients allergic to grass pollen or from non-
allergic donors failed to produce IgE or to exhibit a similar inflammatory
response. The level of the IgE production was dependent on the IgE level of the
allergic donor. In the lungs of the same allergic SCID mice, 2 months after Dpt
inhalation, the cell infiltrate contained CD45*, CD45RO*, CD20* and HLA-
DR* human cells. They were located in perivascular and peribronchial areas and
disseminated in the mouse lung parenchyma. Moreover, nRNA IL-5* cells and
eosinophils were found in peribronchial infiltrates. The observations indicate
that humanized allergic SCID mice may develop, after nebulization with the rel-
evant allergen, immune reactions similar to those observed in man and suggest
that SCID mice may represent a useful model to analyze the regulatory mecha-
nisms of IgE-associated allergic diseases.

1 Introduction

Many studies have been devoted to investigating the
mechanisms of the human allergic reaction. Upon expo-
sure to allergens, a fraction of the population develops a
specific immune response characterized by IgE production
and a local inflammatory reaction. In humans, the major-
ity of data are derived from studies in vitro or ex vivo or
are extrapolated from experimental animal models
(reviewed by Holt [1]).

In humans, T cells obtained from the site of an allergic
reaction preferentially express mRNA encoding Th2 cyto-
kines (i.e. IL-4 and IL-5) {2, 3] and spontaneously produce
these cytokines. The development of the inflammatory cel-
lular infiltrate in asthma has been studied by bronchoalve-
olar lavage and bronchial biopsies [4, 5]. The results of
many studies suggest that the Th2 cell population plays a
pivotal role in asthma pathogenesis. However, for practical
and ethical reasons, studies in humans in vive are limited
and some questions related to the behavior of immune
cells in lungs are difficult to address.

CB.17 SCID mice were demonstrated to be a useful model
to analyze human pathogenic mechanisms. Due to an
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immune defect, SCID mice are unable to reject allogeneic
or xenogeneic transplants [6, 7]. Mature human lympho-
cytes isolated from peripheral blood survive for extended
periods of time in SCID mice and spontaneously produce
human Ig, mainly of the IgG isotype [8], although some
IgM, IgA and IgD can be detected [9, 10]. When periph-
eral blood cells from vaccinated donors are used, the
immunized Hu-SCID mice develop an Ag-specific IgG
antibody response [11, 12].

Recently, SCID mice reconstituted i.p. with 5 x 10’
PBMC from atopic patients were shown spontaneously to
produce human IgE [13, 14]. In our laboratory, Ag-specific
IgE production has been demonstrated in SCID mice
reconstituted i.p. with 10’ PBMC from Dermatophagoides
preronyssinus (Dpt)-sensitive patients and immunized i.p.
with a low dose of allergen in the presence of aluminium
hydroxide. SCID mice reconstituted with PBMC from
non-allergic donors failed to produce human IgE [15].

Since for allergic asthmatic patients, inhalation represents
the main route for airway sensitization, the aim of this
study was to analyze, in the absence of adjuvant, the effect
of allergen aerosols on humanized SCID mice reconsti-
tuted with PBMC from Dpt-sensitive patients. The results
indicate that after inhalation of the relevant allergen,
allergic SCID mice develop a specific IgE Ab response as
well as an inflammatory reaction.

2 Materials and methods
2.1 Mice

CB.17 SCID mice (6-8 weeks old) were maintained in
sterilized isolators (La Calheéne, France) with sterilized
bedding at the Pasteur Institute of Lille. The SCID colony
was regularly checked for the absence of serum Ig.

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1996
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2.2 Isolation of human PBMC

PBMC were prepared by density gradient centrifugation
on Ficoll-Paque (Pharmacia, France) from blood of donors
sensitive (n = 6) or not sensitive (n = 3) to house dust
mite. Mononuclear cells harvested at the interface were
washed three times in sterile RPMI 1640 before transfer.
Allergic patients had positive skin-prick tests towards Dpt
allergen, positive RAST and serum IgE levels ranging
from 400-2173 IU/ml. Healthy donors not sensitive to Dpt
(absence of allergic diseases, negative cutaneous tests,
negative Dpt-specific IgE) were used as negative controls.

2.3 Cell transfer and inhalation protocol

Human cells (10’/mouse) were injected i.p. in 200-300 ul
medium into 6-8-week-old SCID mice with a 23-gauge
needle. After 2 weeks, SCID mice were exposed to Dpt
aerosols each day during 4 days (day O to day 4). SCID
mice (n = 54) reconstituted with PBMC from patients sen-
sitive or not to Dpt were placed in a sterilized air flow-
controlled chamber connected to a nebulizer (VarioSonic
Peters, Aubervilliers, France) generating 4-6-um droplets
and were exposed to a solution containing 80 IR Dpt
[100 IR (index of reactivity) is equivalent to about 200 g
protein].

2.4 Human IgE measurements

After reconstitution, mice were periodically bled from the
retro-orbital sinus under ether anesthesia. Total human
serum IgE was detected by a fluorometric method (CAP
system, Pharmacia, Sweden) using two different mouse
mADb specific for the € chain. The sensitivity of the method
was 0.1 IU/ml (0.24 ng/ml). Specific IgE Ab against Dpt
allergen were quantified as described [15].

2.5 Immunohistochemistry and cell identification in the
lungs of SCID mice

At various periods after allergen nebulization, lungs were
excised, fixed in 4 % buffered paraformaldehyde and pro-
cessed for paraffin embedding. After deparaffinization,
rehydration and treatment in a microwave oven for Ag
retrieval [16], the 6-um-thick paraffin tissue sections were
saturated with 20 % normal mouse serum diluted in Tris-
buffered saline (TBS) and incubated at 4 °C overnight with
mAb to human CD45 (Becton Dickinson, Mountain View,
CA) CD45RO0, CD20, HLA-DR or control Ig (Dako SA,
Trappes, France). mAb staining was demonstrated by an
APAAP (alkaline phosphatase-anti-alkaline phosphatase)
technique [17], repeated once to increase the sensitivity of
the reaction. For eosinophil identification, a following
paraffin section of each lung was stained with May-
Griinwald-Giemsa. Cells were counted on three different
fields at a magnification of x400.

2.6 Fluorescence in situ hybridization (FISH)

Human cells in tissues of reconstituted SCID mice were
ascertained using in situ hybridization with a biotiny-

Immunological effects of allergen inhalation in allergic Hu-SCID mice

1089

lated DNA probe directed to all human centromeres
according to the manufacturer’s protocol (Oncor, Gai-
thersburg, MD) [18). In tissue sections, positive human
cells were observed by fluorescence microscopy (excitation
wavelength 450-490 nm).

2.7 Detection of mRNA encoding human IL-5 in the
lungs of SCID mice

In situ hybridization was performed as described [19, 20].
Briefly, paraformaldehyde-fixed cryostat tissue sections
were incubated overnight at 50°C with ¥S-labeled ribo-
probes (2 X 10° cpm/section) in hybridization buffer con-
taining 50 mM DTT and washed under high stringency
conditions (45°C, 0.1 x SSC). As positive control for IL-5
mRNA, we used the KU 812 cell line stimulated by PMA
and calcium ionophore [21]. For the negative control, sec-
tions were incubated with the sense probe for human IL-5.
Cells were identified as dense, discrete, well-circumscribed
areas of silver grains. Results are expressed as the number
of cells expressing mRNA for IL-5 per field at a magnifica-
tion of x400.

2.8 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Statview F4.11
software (Apple Computer, Cupertino, CA). The Wil-
coxon and the Mann-Whitney tests were applied to the
quantitative IgE data.
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Figure 1. Human IgE in the serum of allergic Hu-SCID mice
exposed to Dpt aerosol. IgE production was evaluated in three
groups of SCID mice: 1) reconstituted with PBMC from non-Dpt¢-
sensitive patients (n = 6) before (O) and after (M) inhalation, 2)
reconstituted with PBMC from Dpt-sensitive patients (n = 11)
whose serum IgE levels were below 700 IU/ml, before (©) and
after (#) inhalation, and 3) reconstituted with PBMC from Dpt-
sensitive patients whose serum IgE levels were above 1000 1U/ml,
before (n = 14) (O) and after (n = 21) (@) inhalation. The differ-
ence between IgE levels in the groups of highly allergic (patients
IgE levels >1000 IU/ml) and non-allergic Hu-SCID mice after
inhalation is significant according to the Mann-Whitney test
(p < 0.01), and the difference between IgE levels detected in the
group of highly allergic Hu-SCID mice before and after sensitiza-
tion with nebulized Dpr is significant according to the Wilcoxon
test (p = 0.0002).
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3 Results

3.1 Effect of allergen inhalation on the human IgE
production in SCID mice engrafted with PBMC from
allergic patients

SCID mice reconstituted with 10’ enriched PBMC from
patients sensitive to Dpt and exposed to Dpt aeroallergen
produced significant amounts of human IgE (Fig. 1). This
human IgE response appeared dependent on the IgE level
of the donors. A group of highly allergic SCID mice (pa-
tients with IgE levels > 1000 IU/ml) exhibited a significant
human IgE response (from 12 to 210 IU/ml) only after Dpt
inhalations. In contrast, a group of low allergic SCID mice
(patients with IgE levels <700 IU/ml) produced low levels
of IgE (0 to 5 IU/ml). No human IgE was detected in the
control group (i.e. SCID mice reconstituted with PBMC
from non-allergic donors or pollen-sensitive patients).
Statistical analysis indicated that differences in human IgE
levels were significant between the groups of highly
allergic, low allergic and control SCID mice after allergen
exposure. By radioimmunoassay, Dpt-specific human IgE
Ab were only detected in allergic Hu-SCID sera after Dpt
inhalation.

These results suggest that Dpt administered to allergic
SCID mice as an aerosol was effective in the restimulation
of immunocompetent human cells leading to Dpt-specific
IgE Ab production, which was the result of an active pro-
cess of synthesis and not solely a passive release of pre-
formed IgE.

3.2 Detection of human cells in the lungs of aerosolized
allergic SCID mice

Using immunohistochemistry with mAb directed against
human CD45, some human cells were initially detected at
day 30 in the lungs of allergic SCID mice challenged with
Dpt aerosols. However, when lungs of highly allergic
SCID mice (reconstituted with PBMC from four different
patients) were studied by the FISH method (Fig. 2A) and
immunostained with anti-human CD45 (Fig. 2C, D), a
significant human cell infiltrate was observed at day 60
after Dpt inhalation. Human cells were confined around
blood vessels, located under the epithelial membrane of
some bronchi and scattered in lung parenchyma. Further
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immunostaining analyses demonstrated the presence of
CD45RO T cells, CD20* B cells and activated HLA-DR*
cells (data not shown) within the pulmonary human cell
infiltrate. Very few human cells were found in mouse lungs
if allergic SCID mice had not inhaled the allergen. No
human cells could be detected in lungs of control Hu-
SCID mice.

3.3 Presence of eosinophils and IL-5S mRNA-expressing
cells in the pulmonary cellular infiltrate of allergic
SCID mice

As this pulmonary cellular infiltrate appeared to be similar
to the airway inflammation associated with asthma in
humans, the presence of inflammatory cells was investi-
gated. After May-Griinwald-Giemsa staining, several eo-
sinophils were observed in the cellular infiltrate localized
in peribronchial areas of highly allergic Hu-SCID mouse
lungs at day 60 after Dpt inhalation (Fig. 2E). In contrast,
no eosinophils were detected in lungs of allergic Hu-SCID
mice not exposed to Dpt aerosol or in control SCID mice.
Indeed, the presence of eosinophils is highly dependent on
the development of the human cell infiltrate and particu-
larly on the presence of CD45* cells (Table 1).

As IL-5 promotes the growth, differentiation, survival and
activation of eosinophils, human IL-5 mRNA expression
was investigated by in situ hybridization using a specific
antisense probe (Fig. 2F). Human IL-5 mRNA expression
was observed only in lungs of allergic Hu-SCID mice
exposed to Dpt aerosols (Table 1). No signal was observed
using a sense probe for human IL-5 mRNA.

These results suggest that IL-5-producing cells may partic-
ipate in the development of the pulmonary human cellular
infiltrate and that allergic SCID mice, only after exposi-
tion to Dpt aerosols, express a Th2 response similar to that
observed in allergic humans.

4 Discussion

Various animal models have been developed to examine
the mechanisms of the allergic reaction leading to the clin-
ical manifestations observed in asthma. We demonstrate
here for the first time that after Dpt allergen inhalation,

Table 1. Analysis of the cell populations in the lung infiltrate of allergic humanized SCID mice?

Mice Sensitivity Dpt aerosol Number of Number of Number of
of donors sensitization CD45* cells? eosinophils* IL-5 mRNA* cells*
1 Dpt + 311 16 ND*
2 Dpt + 376 1 ND
3 Dpt + 304 11 12
4 Dpt + 118 1 2
5 Dpt + 148 4 3
6 Dpt + 86 6 2
7 Non-allergic + 0 0 ND
8 Non-allergic + 0 0 ND
9 Dpt - 0 0 0
10 Dpt - 0 0 0

a) Human CD45" cells, hu-IL-5 mRNA" cells and cosinophils were demonstrated in the peribronchial infiltrates of allergic SCID mice

sensitized with Dpt aerosol.

b) Mean of the number of cells detected in three different fields at magnification X 400.

c) ND = not done.



Fig.2. Detection of a pulmonary infiltrate containing human cells, eosinophils and IL-5 mRNA expressing cells in
allergic Hu-SCID mice. Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) on a lung section of an allergic Hu-SCID-mouse at

D60 after inhalation (A) and on a lung section of non reconstituted SCID mouse (B). Human cells are cvidenced by

fluorescent green points in nucleus (some are shown with arrows) and cells nucleus labeled with propidium iodide appear
in red. Immunohistochemistry with anti-CD45 mAb on lung sections counterstained with hacmatoxylin of others allerg

Hu-SCID mice at D60 after inhalation (C, D). Human cells appearing stained in red are localized in"peribronchial and

perivascular areas as well as in parenchyma. (Original magnification x 400). A May-Grunwald-Giemsa coloration on a

representative lung section of an allergic Hu-SCID-mouse at D60 alter inhalation evidences cosinophils in the cellular

to Dpt aerosol. Positive cells expressing human I (
grains were detected after hybridization with antisense 35S-labeled riboprobe (see arrows) (F).

infiltrate as shown with arrows (E). PFA-fixed cr&lnslul tissue section from allergic Hu-SCID mice at D60 after exposition
-5SmRNA identified as dense, discrete, well-circumeribed areas of silver
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only SCID mice humanized with cells from allergic pa-
tients produce a specific IgE response and exhibit an
intense human CD45* cell infiltrate in the fungs. As these
features are characteristic of allergic asthma, SCID mice
represent a useful model for elucidating the pathogenesis
of some aspects of this disease.

Humanized SCID mice can produce a specific human IgG
response against recall or naive antigens [8, 11, 12, 18] and
human IgE in the absence [13, 14] or in the presence of rel-
evant allergen [15]. However, in these latter studies, the
protocol used to induce the IgE response was not similar to
the natural route of allergen sensitization in humans. In
conventional rats and mice, repeated allergen exposure
induced a transient IgE production [22-25]. Pulmonary
inflammation was observed in i.p. OVA-sensitized Brown
Norway rats after repeated OVA exposures over an 8-week
period [26].

The present model of humanized SCID mice partially
reproduces the allergen airway challenge response
observed in human respiratory allergic diseases. The pro-
duction of IgE against Dpt allergen is the result of the
stimulation of allergen-specific memory T and B cells. It is
known that human Ig production is only observed when
SCID mice are transplanted with human B cells in the
presence of T helper cells expressing the CD45RO* mem-
ory phenotype [12], and that monocytes are not absolutely
necessary {11, 12]. In the presence of CD45RA™* T cells,
activated and blast-transformed human B cells are in a
state of anergy [12] because of the absence of adequate
triggering signals. In the SCID system, Ag-specific human
CD4* T memory cells can activate human B cells in an
antigen-restricted manner and B cells can be considered as
Ag-presenting cells [7, 8]. After injection of human cells
into the peritoneal cavity of SCID mice, the number of T
and B cells decreases and the majority of the remaining
cell population which can recirculate or colonize mouse
tissues express memory phenotypes [27]. In our condi-
tions, human IgE production was only observed after
inhalation of the relevant allergen, and only in the group
of SCID mice reconstituted with PBMC from patients
allergic to Dpt; thus IgE was not passively secreted. The
site of the IgE synthesis.is not known. However, in rats or
mice following inhalation of allergen, the induction of IgE
synthesis was shown to begin in the regional lymph nodes
draining the respiratory tract and to continue in the spleen.
In allergic humanized SCID mice, it is reasonable to
assume that Dpt allergen can be trapped in lymph nodes
draining the upper airways and participate in the develop-
ment and the persistence of the specific IgE synthesis.

The other main observation is that a human cellular infil-
trate was dctected only in allergic Hu-SCID mice after Dpt
nebulization. This suggests that the migration of human
cells into mouse lungs could be due to the chemoattractant
activity of cytokincs rclcascd by allergen-activated human
immune cells, the expression of adhesion molecules, or
both. Indeed, human cells injected into SCID mice can
reside in the peritoneal cavity [8] or, after passage in the
blood or lymph circulation, mainly reconstitute the cortex
and paracortex of lymph nodes and spleen [28] where ger-
minal centers may develop. The remaining memory T (or
B) cells which can express adhesion molecules may inter-
act with their counterpart molecules present on the surface
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of vascular endothelial cells and invade the lung paren-
chyma. Recently, human cells have been demonstrated to
bind mouse intracellular matrix proteins [29]. The results
of analyses of lung sections of allergic Hu-SCID mice 2
months after aerosol exposures support this hypothesis.
Although CD20* cells were present, the majority of
human CD45"* cells detected in and around pulmonary
vessels, in the parenchyma and in the vicinity of the bron-
chial epithelium was CD45RO. Moreover, since HLA-
DR* cells were present in the infiltrate, it is likely that
after specific activation of these human cells by entrapped
residual Dpt allergen, cytokines (i.e. IL-4 and IL-S) are
released and may amplify the migration of the human cells
into the mouse lungs. Other factors could, however, be
implicated: recently human RANTES has been described
to induce human leukocyte migration in the skin of i.p.
humanized SCID mice [30]. Site-specific attraction prolif-
eration in situ after exposure to Dpt and/or could explain
why a larger infiltrate is observed at day 60 than at day 30.

Finally, eosinophils were detected in the peribronchial
human cellular infiltrate in Dp¢-sensitized Hu-SCID mice.
Since purified human mononuclear cells deprived of poly-
morphonuclear cells were injected into the SCID mice, it
could be assumed that mouse eosinophils were attracted
into the lungs, either directly by released human IL-5, or
indirectly by mouse cells activated by infiltrated human
CD45" cells. The first hypothesis is supported by the fact
that human IL-5 can stimulate mouse eosinophils [31].

Since IgE synthesis increased before the development of
the cell infiltrate, IgE may play a determining role in this
phenomenon. Analysis of the mRNA preparations of
spleens and lungs indicated increased expression of
mRNA encoding for pCe and IL-4 in allergic Hu-SCID
mice. Indeed, neither IgE production nor cell infiltrate
were observed in SCID mice reconstituted with cells from
one patient reactive to tetanus toxoid and exposed to aero-
sols of tetanus toxoid. IgE could favor the capacity of
B cells to present Dpt allergen to Th2 lymphocytes and
enhance proliferation and activation of T cells.

Since human cell infiltration was only observed in allergic
Hu-SCID mice exposed to Dpt aerosol, these animals may
be used as an in vivo model of allergic inflammation and
may permit the analysis of the different phases of human
IgE-dependent allergic reactions.
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Souris

IL-4

G3PDH

Figure 8: Expression d'ARNm humains codant pour I'IL-4 dans les
poumons de souris SCID "allergiques" aprés exposition a un
aérosol de Dpt.

L'ARNm extrait de poumons de 10 souris SCID "allergiques" a été
rétrotranscrit, et I'ADNc a été amplifié par PCR en présence de
nucléotides marqués a la digoxygénine. Apres €lectrophorése sur gel
d'agarose 1,5% - Bromure d'éthidium (taille du fragment IL-4 = 224
pb), les produits amplifiés ont été transférés sur membrane de nylon et
révélés au moyen d'un Ac anti-digoxygénine marqué 2 la phosphatase
alcaline catalysant une réaction de chimioluminescence. En parallele,
la G3PDH spécifique des cellules humaines a été analysée (taille du
fragment = 470 pb).



Résultats

2- Analyse de la migration des cellules humaines chez les souris SCID

"allergiques' aprés inhalation de 1'aéroallergéne

Ce travail a fait I'objet d'une publication acceptée dans Scand. J. Immunol. (in press) et

insérée ci-apres.

L'infiltrat pulmonaire obtenu chez des souris SCID humanisées et traitées selon le
protocole 1 (i.e reconstituées avec des cellules de patients asthmatiques sensibles & Dpt et
exposées a des aérosols de cet allergéne) a été analysé et comparé aux résultats décrits dans la
littérature concernant I'analyse de biopsies bronchiques de patients allergiques en état d'asthme
stable. Ainsi, le processus inflammatoire chez 'homme est caractérisé par un afflux
d'éosinophiles et de lymphocytes dans la muqueuse bronchique, accompagné d'une
augmentation du nombre de mastocytes, d'éosinophiles et de cellules €pithéliales dans le lavage
bronchoalvéolaire (LBA). La plupart des lymphocytes détectés dans les biopsies bronchiques et
les LBA sont des cellules T activées, caractérisées phénotypiquement par les marqueurs CD25,
HLA-DR et VLA-1 [Bradley, 1991; Walker, 1991]. Au niveau de la zone bronchique
subépithéliale, les lymphocytes T CD4+ sont prédominants et le rapport CD4+: CD8¥ est
augmenté chez les patients asthmatiques allergiques comparativement aux sujets sains [Azzawi,
1990].

Comme un infiltrat significatif de cellules humaines avait ét€ mis en évidence dans les
poumons, 2 mois aprés l'inhalation de Dpt par les souris SCID "allergiques”, le profil
phénotypique des cellules humaines a été déterminé .

De plus, comme la rate et le thymus sont deux organes lymphoides impliqués dans la
recirculation des cellules immunocompétentes, la colonisation de ces organes par les CMN

humaines a été évaluée et comparée a l'infiltrat pulmonaire.

Premiérement, nous avons montré que l'afflux des cellules humaines CD45% dans les
poumons, la rate et le thymus était lié a l'inhalation d'allergéne. Ainsi, les analyses
immunohistochimiques ont mis en évidence une quantité significative de cellules humaines
CD45% dans les sections d'organes obtenus 2 mois aprés l'inhalation de Dpt. A l'inverse, des
souris SCID reconstituées avec les cellules des mémes donneurs mais non exposées a des
aérosols de Dpt ont un nombre significativement inférieur (p<0,05) de cellules humaines dans

les 3 organes étudiés (figure 1, article Scand. J. Immunol.).
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Résultats

Deuxiémement, le profil phénotypique des cellules humaines a été analysé dans les 3
organes. Dans les poumons, les cellules humaines infiltrantes étaient préférentiellement des
cellules T CD4% activées (HLA-DR*) et mémoires (CD45RO%). A l'inverse, dans la rate et le
thymus, ont été retrouvées a la fois des cellules T et des cellules B. Le nombre de cellules B
CD20+ était corrélé avec le nombre de cellules IgE™, ces cellules étant soit des cellules
produisant de I'IgE soit des cellules portant I'IgE a leur surface. Enfin, dans les sections de rate
et de thymus oi des cellules humaines IgE* avaient été détectées, des récepteurs de type II pour
les IgE ou CD23 ont été mis en évidence 2 la surface des cellules humaines (figure 2, article
Scand. J. Immunol.).

Troisi¢tmement, comme les cellules humaines introduites au niveau du péritoine des
souris SCID étaient capables de migrer vers les poumons, la rate et le thymus, I'expression de
molécules d'adhérence humaines (intégrines et ICAM-1) a été évaluée dans les 3 organes. Quel
que soit 1'organe étudi€, I'expression du CD11a (chaine o du LFA-1), du CD49d (VLA-4) et
du CD54 (ICAM-1) a été mise en évidence. Cependant, seul le CD11a dans le poumon était
préférentiellement exprimé comparativement a celles du CD49d et du CD54 (p = 0,01) (figure
3, article Scand. J. Immunol.), suggérant que les cellules humaines CD11a% pourraient migrer

préférentiellement vers les poumons apres 1'inhalation de Dpt.
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ABSTRACT

Recently, we have shown that SCID mice i.p reconstituted with PBMC from Dermatophagoides
pteronyssinus (Dpt)-sensitive patients produced human IgE and developed a pulmonary
inflammatory-type reaction after exposure to allergen aerosol [1]. In order to understand the
potential mechanisms involved in the human cell migration in SCID mice, we have analyzed their
phenotypic profile in the lungs, spleen, and thymus, 2 months after Dpt inhalation. The human
cell recruitment in these organs was allergen-dependent since CD45+ human cells were only
detected in hu-SCID mice after Dpt exposure. The characteristics of the pulmonary human T cell
infiltrate (preferentially memory (CD45 RO), activated (HLA-DR) and CD4 cells) was similar to
that described in asthmatic patients. However CD20% B cells were predominately recruited in the
spleen and thymus and may be IgE producing cells in the spleen. In the lungs, the percentage of
human leukocytes expressing the a-chain of the LFA-1 (CD11a) was higher than those of
CD49d™ or CD54% cells, contrary to the spleen and thymus, suggesting a potential role of LFA-1
in the human cell migration towards SCID mice lung. In conclusion, this model could be useful
to study the factors implicated in the cellular migration towards the lymphoid organs during an

allergic reaction.

Jo&l PESTEL, INSERM U 416, Institut Pasteur de Lille, BP 245, 59019 LILLE, FRANCE. (Tel
:(33) 320 87 78 80; Fax : (33) 3 20 87 73 45).



INTRODUCTION

Airway inflammation, one feature of allergic asthma, is currently studied in humans by
analysis of airway tissue obtained by bronchial biopsies, and by analysis of bronchoalveolar
lavage (BAL) (review in [2]). The inflammatory process is characterized by an influx of
eosinophils and lymphocytes in the bronchial mucosa, accompanied by an increase of the number
of mast cells, eosinophils and epithelial cells in the BAL. Most of the lymphocytes detected in
bronchial biopsies and BAL are activated T cells, phenotypically characterized by the markers
CD25, HLA-DR, VLA-1 [3-5]. In the subepithelial zone of the bronchi, CD4+ T lymphocytes
are predominant and the CD4+: CD8+ ratio is increased in patients with allergic asthma compared
to control subjects [6]. In mild asthma, even though CD4+ and CD8+ T cells express activation
markers, only the number of CD4+ T cells is correlated with the number of eosinophils and the
severity of the disease [5]. An increased number of cells purified from BAL of asthmatic patients
express IL-3, IL-4, IL-5 and GM-CSF mRNA, but not IFN-y mRNA, which characterizes a
Th2-type cytokine profile [7]. Lung extravasation of leukocytes is due in part to new adhesion
properties of the adjacent endothelium involving molecules which regulate leukocyte migration to
the site of inflammation. The expression of endothelial adhesion molecules like ICAM-1, E-
selectin and VCAM-1 is increased in bronchial biopsies from patients with allergic asthma [8, 9].

However, regulatory mechanisms of the cellular migration responsible for the
inflammatory reaction are difficult to assess in humans. Animal models have therefore been
developed. Among them the SCID mouse is of particular interest because of the absence of
mature and functional T and B lymphocytes [10]. Due to a defect in the recombinase system,
linked to a nonsense mutation of DNA-dependent protein kinase catalytic subunit [11], SCID
mice cannot successfully rearrange their immune receptor genes and consequently have no mature
T or B cell [12]. This allows graft with human cells and particularly by intraperitoneal injection of
mononuclear cells [13].

In a previous study, we have shown that SCID mice reconstituted with 10x106
mononuclear cells from asthmatic patients sensitive to Dermatophagoides pteronyssinus, and
exposed to allergen aerosol developéd a specific human IgE response and a pulmonary
inflammatory-type infiltrate. The cell infiltrate was constituted of human CD45+ cells localized in

perivascular and peribronchial areas and disseminated in the lung parenchyma. The development



of this allergen-dependent infiltrate was associated with the expression of IL-5 mRNA, restricted
to few cells, and was correlated with the presence of eosinophils [1].

The purpose of this work was first to analyze the pulmonary infiltrate of the allergic SCID
mice in order to evaluate the similarity with airways inflammation developed in asthmatic patients,
particularly in a stable situation. Thus the phenotypic profile of the human cells infiltrating the
murine lung was defined 2 months after Dpt inhalation. In a second step, as spleen and thymus
are involved in the immunocompetent cell recirculation, the colonisation of these two lymphoid

organs by human PBMC injected i.p was evaluated after allergen inhalation.



MATERIALS AND METHODS

Reconstitution of SCID mice

6-8 weeks old C.B 17 SCID mice wére maintained in sterilized isolators (La Calhéne, France)
with sterilized bedding at the Pasteur Institute of Lille. The SCID colony was regularly checked
for absence of serum Ig.

Human PBMC were prepared by density centrifugation on Ficoll-Paque (Pharmacia, France)
from blood of donors sensitive to house dust mite (positive skin prick-tests towards Dpt allergen,
positive RAST and serum IgE levels ranging from 400 to 2173 IU/ml). Mononuclear cells
harvested at the interface were washed three times in sterile RPMI medium before transfer: cells

(10x106/mouse) were injected i.p in 200-300 pl RPMI into SCID mice via a 23-gauge needle.

Inhalation protocol

Two weeks after human cell transfer, SCID mice were exposed to Dpt aerosols daily during 4
days (DO to D4). Reconstituted Hu-SCID mice were placed in a sterilized air flow-controlled
chamber connected to a nebulizer (VarioSonic Peters, Aubervilliers, France) generating 4-6 um
size droplets and were exposed to a solution containing 80 IR units Dpt (100 Index Reactivity

units are equivalent to about 200 pg of protein contained in the Dpt extract).

Immunohistochemistry and antibodies used for staining

Two months after allergen nebulization, lungs, spleen and thymus from 16 mice were excised,
fixed in 4% buffered paraformaldehyde and dehydrated before freezing. We purchased the
following primary antibodies which aré specific for human markers: CD45RO, CD20, CD8,
CD23, IgE, HLA-DR from Dako (Dako SA, Trappes, France); CD45, CD4, CD54 from Becton
Dickinson (Mountain View, Ca, USA); and CD11a, CD49d from Immunotech (Marseille,
France). All these antibodies exhibited specificity to human molecules and were negative when
tested on mouse tissues. Mouse isotype controls (IgGl, IgG2a), rabbit anti-mouse
immunoglobulins and Alkaline Phosphatase Anti-Alkaline Phosphatase (APAAP) were obtained
from Dako.

Cryostat tissue sections were permeabilized for 30 min in Tris buffered saline (TBS) - Triton

0.3%, except for the detection of CD45+, CD45RO+ or HLADR+ human cells. After saturation



with 20% normal human serum diluted in TBS, sections were incubated at 4°C overnight with
primary monoclonal antibody. After saturation with 10% normal human serum diluted in TBS,
sections were stained using an APAAP technique [14] once repeated in order to increase the
sensitivity of the reaction, except for the detection of CD45% human cells. Cells were counted, at

least, in three different fields at magnification 400.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed using the Statview F4.11 Software (Apple Company,
Copertino, Calif., USA). The Wilcoxon and the Mann-Whitney tests were respectively applied to
the quantitative data of the CD45+ cell number, and to the data of the different phenotypes (p <

0.05 is considered as statistically significant).



RESULTS

1- Dpt inhalation-induced CD45% human cell infiltration into the lungs, spleen
and thymus of allergic hu-SCID mice

Two months after Dpt inhalation, immunohistochemical analysis of allergic-reconstituted SCID
mice evidenced a significant number of infiltrated human CD45% cells in tissue sections from
lungs and two lymphoid organs: the spleen and the thymus (lungs: from 1 to 170, spleen: from 5
to 263, thymus: from 0 to 217 CD45%*cells per field). In contrast, hu-SCID mice which were
reconstituted with PBMC from the same donors but without Dpr inhalation, had no or a very
limited number of human CD457 cells detectable in the 3 organs studied (0 in the lungs, spleen:
from O to 9, thymus: from O to 1 CD45% cells per field). The differences were statistically
significant (p<0.05) (fig 1). In parallel to the organs studied, the analysis of gut sections of both
inhaled and control allergic hu-SCID mice did not show any human leukocyte infiltrate (data not
shown).

Thus human cells only migrate in the lungs, spleen and thymus of allergic SCID mice challenged

by inhalation.

2- Phenotype profile of the human infiltrating cells into the lungs, spleen and
thymus of allergic hu-SCID mice

In the three organs, the human infiltrating cells were a majority of HLA-DR™ cells . However,
the expression of the CD45RO marker was different according to the organ studied: the highest
expression was found in the lungs and the lowest in the thymus (p = 0.02). In the lungs and the
spleen, the percentage of CD4+ T lymphocytes was significantly higher than that of CD8+ T
lymphocytes (respectively: 44.7 + 6.8 % CD4* and 21 £5.3 % CD8*, and 43.4 + 8.9 % CD4*
and 28.4 + 8.9 % CD8%). There were few CD20% B cells in the lungs (2 £ 1.5 %), in
comparison with spleen and thymus (respectively: 27.7 + 11 % and 23.1 £ 12.1 %). The
presence of human macrophages was examined in murine lungs using an anti-CD68 antibody,
but no positive cells could be detected (data not shown).

These results suggest that the human infiltrating cells in the lungs are preferentially memory and
activated CD4+ T cells. In contrast, in the spleen and thymus, infiltrating cells are a combination

of T and B cells. The number of CD20% B cells was correlated with IgE+ cells, which could be



IgE secreting cells or IgE bearing cells. In sections of spleen and thymus where human IgE
positive cells were detected, the IgE receptor type II or CD23 could be evidenced on the human

cell surface (2.01 £1.24 and 14.62 * 10.02 % of the hu-CD45* cells respectively).

3- Expression of integrins and ICAM-1 on human infiltrating cells in the lungs,
spleen and thymus of allergic SCID mice

As human cells, injected intraperitoneally in the SCID mice, were able to migrate into the lungs,
the spleen and thymus, we then examined the presence of adhesion molecules on human cells that
had migrated towards these organs. In the three organs, the expression of CD11a (the o chain of
the LFA-1 integrin), CD49d (VLA-4) and CD54 (ICAM-1) was evidenced (fig 3). In the spleen
and the thymus, there was no significant difference between the percentage of human cells
expressing the three adhesion molecules (respectively: CD11a= 9.7 + 5.9% and 20.4 + 10.2%,
CD49d= 18.3 £ 9.1% and 22 + 11.7%, CD54= 4.2 + 4.1% and 13.6 £ 7.3% of hu-CD45%
cells). In contrast, in the lungs CD11a was preferentially expressed comparatively with CD49d
and CD54 (respectively: 53.2 £ 10%, 10 £ 5.5% and 2.7 £ 1.1% of hu-CD45% cells). These
results suggest that CD11a * human cells preferentially migrate towards the lungs after Dpt

inhalation.



p < 0.05 p < 0.05 p < 0.05
- -

300 =
@ 2504 d
=
3 200- 2
w a
2 o
O 1504
29 d a
S
% 1004 H o =
2 so4 B
=
") 5—— g
T T T CHlC
& & & & 5 &
L1 I | —
LUNGS SPLEEN THYMUS

Figure 1: Number of CD45+ human cells in the lungs, spleen and
thymus of reconstituted SCID mice, after Dpt inhalation.

Hu-CD45+ cells were evidenced by immunohistochemistry on sections of these 3
organs in allergic hu-SCID mice which had inhaled Dpt (Dpt +), or not (Dpt -).
Horizontal bars show the mean number of CD45+ cells in the organs of 10 Dpt +
hu-SCID mice and 6 Dpt - hu-SCID mice. The differences between the Dpt + and
Dpt - groups are statistically significant according to the Mann Whitney test (for the
lung, p = 0.001, for the spleen p = 0.002, and for the thymus 0.008).
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Figure 2: Phenotypical characterictics of human cells detected in the
lung, spleen and thymus of hu-SCID mice, after Dpt inhalation.
Immunohistochemistry (the antibodies used were directed against CD45RO,
HLA-DR, CD4, CDS8, CD20, IgE and CD23) was performed on sections of the 3
organs for all Inh+ hu-SCID mice. Results are expressed as the mean of the % of
hu-CD45+ cells + standard error of the mean and the percentages were calculated
according to the following formula: (number of positive cells / number of CD45+
cells) x 100.

Minus letters (a, b) designate the existence of significant differences according to
the Wilcoxon test (a: p=0.007, b: p=0.01) between 2 markers. The symbol *
shows the presence of a correlation between the expression of 2 markers (in the
spleen: r = 0.8, p = 0.02, in the thymus: r = 0.8, p = 0.05 according to the
Spearman test).



% OF CD45+ CELL NUMBER

1007 B CDlla (LFA-1)
EH CD54 ICAM-1)
CD49d (VLA-4)

~]
W
]

a, b

(7
[
1

[\
W
]

LUNG SPLEEN THYMUS

Figure 3: Expression of human adhesion molecules in the lung, spleen
and thymus of hu-SCID mice, after Dpt inhalation.

Sections of lung, spleen and thymus were analysed by immunohistochemistry (the
antibodies used were directed against CD11a, CD49d and CD54), for all Inh+
hu-SCID mice. Results are expressed as the mean of the % of hu-CD45+ cells £
standard error of the mean and the percentages were calculated according to the
following formula: (number of positive cells / number of CD45+ cells) x 100.
Minus letters (a, b) represent the existence of significant differences (p = 0.01)
according to the Wilcoxon test.



DISCUSSION

In this study we have shown that memory and activated CD4% T cells are the major
human cell type in the pulmonary infiltrates of allergic hu-SCID mice exposed to allergen
aerosols. The lung tissue infiltration appears to be closely related to the exposure of allergen and
the allergic state of the patient because the unchallenged allergic hu-SCID mice, and the non
allergic hu-SCID mice exposed to Dpt did not show any CD45% human cell infiltrate in their lung
tissue. Moreover, as no inflammatory-type reaction was detected in SCID mice reconstituted With
PBMC from patient sensitive to pollen, and exposed to Dpt aerosol, unspecific pulmonary
irritation on cells from atopic donors can not explain the pulmonary infiltrate [1]. It is unlikely
that this human cell infiltrate was due to xenogeneic graft versus host disease (XGVHD). Three
arguments can be developed against the hypothesis of a XGVHD. First, the number of human
cells used to induce a XGVHD is very high (108 - 109 hu-PBMC) [15, 16] compared to the 107
hu-PBMC transferred here in SCID mice. Second, the XGVHD appears linked to an increase of
the mortality and an increased number of CD8+ human cells in the spleen [16]; while, in this
work, the number of CD8% human lymphocytes was always lower than that of CD4%
lymphocytes in the spleen of allergic SCID mice. Third, the predominant manifestation of
XGVHD involves splenomegaly resulting from an expansion of murine hematopoietic cells in the
spleen of these xenogeneic chimeras [15], but none of the mice included in this study presented
this characteristic. Consequently, the human cell phenotypes in the lung (activated and memory
lymphocytes, and predominantly CD4%) appear strictly allergen-dependent, and indicate that,
after allergen inhalation, the allergic hu-SCID mice exhibited human T cell infiltration in the lung
tissue similar to that observed in asthmatic patients [3, 4, 6, 8].

In addition, human cell infiltrate was demonstrated in the spleen and thymus of the SCID
mice developing a pulmonary human cell infiltration. On the contrary, few or no human cells
were detected in murine organs of hu-SCID mice which had not inhaled the allergen. This
absence of human cells is in agreement with other studies. Particularly, by using similar method
as ourselves, Martino et al have detected very few human cells (from O to 11 human cells per field
according either to the number of transferred cells, or the EBV status of the donor or the time
when the mice were sacrified) on sections of murine organs like spleen and thymus of SCID

mice, 10 weeks after reconstitution with 20x106 PBMC from normal donors [17]. Splenic and



thymic infiltrates were phenotypically different from those of the lungs, particularly for the
expression of markers like CD45RO and CD11a (higher in the lungs) and CD20 (lower in the
lungs). In the thymus of allergic SCID mice, human cells were T (CD4t or CD8%) and B
(CD20%) lymphocytes, mostly activated (HLA-DR+). Some works have demonstrated that
thymic engrafment could occur when human cells were previously activated. Six to 8 weeks after
the transfer of human growth hormone- or anti-CD3-activated human PBL, human CD4% or
CD8* and HLA-DR+ cells were usually detected in the thymus [18, 19]. This is probably in
relation with the induction of specific adhesion molecule expression on the human cell surface. In
the spleen of allergic hu-SCID mice, like in the thymus, human B cells were detected and
approximately half of them were IgE*. The human IgE production was previously demonstrated
in allergic hu-SCID mice [1, 20], but the IgE production site was not precised. Here, few human
B cells infiltrating the spleen were positive for CD23, a binding structure for IgE which is not
expressed by plasmocytes [21]. It is therefore possible that the human IgE+ cells might be IgE
producing cells. Moreover, as IgE productive transcripts were detected by RT-PCR in the spleen
of allergic hu-SCID mice (data not shown), the spleen might be one of the IgE production sites.
On the other side, in the thymus, the number of B lymphocytes was correlated with those of IgE
positive cells. Moreover, as the number of CD23 positive cells was similar to those of IgE
positive cells, we can hypothesize that IgE may be fixed on CD23. This suggests that B
lymphocytes might bear IgE by their corresponding receptors. The role of such IgE* B cells in
the thymus is not clear although they might act as antigen presentating cells.

Two main factors could explain the human cell migration in the allergic SCID mice: the
intervention of cell adhesion molecules (CAM), and the role of chemotactic factors. In this study
we exclusively focused our attention on CAM expression and have detected the expression of
LFA-1, ICAM-1 and VLA-4 on the human leukocytes infiltrating the murine tissues, particularly
in the lungs. As the a—chain expression of LFA-1 was more expressed at the level of human cells
infiltrating the lungs of SCID mice compared to ICAM-1 and VLA-4, we can hypothesize that
human LFA-1 may play a preferential role in the pulmonary influx, and more precisely by
interacting with its murine counter-receptor: ICAM-1. Indeed there is sufficient homology
between human and murine adhesion molecules to allow productive xenogeneic interactions.
Human T cells have been shown to bind to immobilized mouse ICAM-1, VCAM-1, collagen type
IV and fibronectin [22, 23]. Thus the lung infiltrate in allergic SCID mice might be explained, in



part, by leukocyte emigration through the vasculature mediated by ICAM-1. The respective role
of the different CAM in the establishment of allergic pulmonary infiltration is still debated.
Previous studies in asthmatic patients using bronchial biopsies with or without segmental antigen
challenge have provided evidence that ICAM-1, E-selectin and VCAM-1 were upregulated in the
bronchial microvasculature in allergic asthma. In addition, although there was no correlation with
the expression of endothelial adhesion molecules, increased numbers of LFA-1-, Mac-1- and
VLA-4-expressing leukocytes were also detected in the bronchial submucosa [8, 9, 24]. The use
of different animal models does not allow definitive conclusions about the importance of LFA-
1/ICAM-1 interaction in lymphocytic infiltration in asthma. In a monkey model of asthma, it has
already been demonstrated that in vivo ICAM-1 neutralization only attenuated the eosinophil
infiltration and the induction of airway hyperresponsiveness [25]. In contrast, in a murine model
of airway inflammation, treatment with anti-ICAM-1 antibody did not affect eosinophil infiltration
in mouse airway but reduced antigen-induced CD4+ and CD8+ lymphocyte infiltration. But, 24
hours after allergen challenge, ICAM-1 expression on the endothelium was not significantly
increased [26] contrary to what occured in humans. Finally, ICAM-1 antiboby inhibits airway
hyperresponsiveness in sensitized Brown-Norway rats without suppressing the accompanying
inflammatory process, e.g. without reducing neutrophils and lymphocytes counts [27]. Here the
chimeric human-SCID mouse model that we have developed may allow a better approach of
lymphocyte behaviour in asthma. Further studies are required to test our hypothesis on the
intervention of murine ICAM-1/human LFA-1 interaction in allergen-induced human T cell
infiltrate in the lung of allergic SCID mice.

In conclusion, SCID mice can be used to study human allergic asthma and particularly the
development of the pulmonary inflammation. The processes inducing the allergen-dependent

migration of lymphocytes into tissues should be in the future dynamically analysed.
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Résultats

3- Effet d'un Ac anti-ICAM-1 murin sur la migration de cellules humaines

vers les poumons de souris SCID "allergiques' exposées a des aérosols de Dpt

Suite a 1'observation que les cellules humaines migrant vers les poumons des souris
SCID étaient majoritairement CD11a%, nous avons émis I'hypothése que le couple ICAM-
1/LFA-1 pourrait &étre responsable de la migration lymphocytaire pulmonaire. Dans notre
systéme mixte, nous devons donc considérer que cette interaction mettrait en jeu 'TCAM-1
murin et le LFA-1 humain.

Il existe des homologies entre molécules d'adhérence humaines et murines permettant
des interactions xénogéniques efficaces. Ainsi des cellules T humaines sont capables de se lier a
de 'TCAM-1, du VCAM-1, de la fibronectine et du collagéne de type IV murins immobilisés
[Renz, 1994b; Taub, 1994]. Nous avons donc voulu explorer la possibilité que l'infiltrat
pulmonaire soit en partie la conséquence de la migration transendothéliale des leucocytes

humains par l'intermédiaire de 'TCAM-1 murin.

Afin de mieux appréhender l'effet d'un Ac anti-ICAM-1 sur l'afflux des cellules
humaines dans le poumon entier, une suspension cellulaire a été réalisée a partir de 'organe et a
été analysée par cytométrie de flux. Les pourcentages de cellules CD45% sont évalués sur
I'ensemble des populations cellulaires pulmonaires (macrophages, fibroblastes, cellules
épithéliales et lymphocytes). Une étude préliminaire avait révél€ qu'il était possible de détecter
des J30 apres l'inhalation de Dpt des cellules humaines dans le poumon de souris SCID
"allergiques” traitées selon le protocole 2. Ainsi, dans les poumons de 2 souris SCID
"allergiques", les pourcentages de cellules CD45%, analysées par cytométrie de flux, et le
nombre de cellules CD45% par champ (au grossissement x500), analysées par
immunohistochimie, étaient respectivement de 1,08% (105 cellules par champ en localisation
périvasculaire, péribronchique et parenchymateuse), et 0,53% (7 cellules par champ en
localisation parenchymateuse).

Les poumons de souris SCID "allergiques" exposées a des aérosols d'allergéne selon le
protocole 2, et traitées par des Ac anti-ICAM-1 préparés a partir de culture de la lignée
YN1/1.7.4, et administrés par un systeme de pompe osmotique, ont donc été analysés a J30.
Le traitement avec 1'Ac semble avoir plutdt un effet nul voire éventuellement positif sur
l'infiltrat des cellules humaines dans les poumons murins. En effet aucune des 3 souris témoins

(traitées avec I'Ac témoin: IgG de rat) ne présentait d'infiltrat, cette absence de cellules
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humaines étant & mettre en liaison avec une reconstitution inefficace, évaluée par une absence de
production d'IgE humaines. A I'inverse, toutes les souris traitées par I'Ac de rat anti-ICAM-1

murin produisaient des IgE et présentaient des cellules humaines dans le poumon (tableau 1).

Tableau 1: Effet d'un Ac anti-ICAM-1 murin sur l'infiltrat de cellules humaines dans le
poumon des souris SCID "allergiques" exposées a des aérosols de Dpt. Les résultats sont
exprimés en pourcentage de cellules CD45+ sur I'ensemble du poumon et les valeurs
minimales ou maximales des taux d'IgE humaines sériques correspondantes sont indiquées.

L'analyse a été réalisée en cytométrie de flux, 30 jours apres l'inhalation de Dpt.

Traitement % de cellules CD45% Réponse IgE
souris n°1 IgG contrdle 0% < 0,35 Ul/ml
souris n°2 IgG controle 0% < 3,36 Ul/ml
souris n°3 IgG contrdle 0 % < 0,35 Ul/ml
souris n°4 Ac anti-ICAM-1 0,55 % < 6,61 Ul/ml
souris n°5 Ac anti-ICAM-1 0,75 % . <5,31 U/ml
souris n°6 Ac anti-ICAM-1 1,6 % > 11,3 Ul/ml
souris n°7 Ac anti-ICAM-1 0,16 % < 8,09 U/ml

En utilisant le protocole 3 (prétraitement avec I'ASGM], injection i.p et inhalation de
Dpt), l'efficacité de la reconstitution évaluée par le taux d'IgE sériques ayant été vérifiée,
I'analyse des poumons de souris SCID "allergiques" a révélé que l'utilisation de I'Ac anti-
ICAM-1 murin semblait augmenter de plus de 2 fois le pourcentage de cellules humaines
détectées dans les poumons 30 jours apres l'inhalation de Dpt (tableau 2). Cependant, le petit
nombre de souris otenues selon ce protocole ne permet pas d'effectuer d'étude statistique, et

donc de conclure sur 'action de I'Ac anti-ICAM-1 murin.
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Tableau 2: Effet d'un Ac anti-ICAM-1 murin sur l'infiltrat de cellules humaines dans le
poumon des souris SCID "allergiques" exposées a des aérosols de Dpt, prétraitées avec un
Ac anti-cellules NK (ASGM1). Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules
CDA45+ sur l'ensemble du poumon et les valeurs minimales des taux d'IgE humaines
sériques correspondantes sont indiquées. L'analyse a été réalisée en cytométrie de flux, 30

jours apres I'inhalation de Dpt.

Traitement % de cellules CD45% Réponse IgE
souris n°1 Pas de traitement 0,2 % >7,1 U/ml
souris n°2 Pas de traitement 0,8 % , > 20,8 Ul/ml
souris n°3 IgG contrdle 0,3 % > 35,5 Ul/ml
souris n°4 IgG contrdle 0% > 31,6 Ul/ml
souris n°S IgG controle 0,4 % > 23,2 Ul/ml
souris n°6 Ac anti-ICAM-1 2,1 % > 16 Ul/ml
souris n°7 Ac anti-ICAM-1 32 % > 23,1 Ul/ml
souris n°8 Ac anti-ICAM-1 39.8 % > 105 Ul/ml

4- Etude de I'expression d’ARNm codant pour I'IL-16 humaine dans les

poumons des souris SCID "'allergiques'’ aprés inhalation de I'aéroallergene
gl P

La migration cellulaire étant le résultat cumulé de l'intervention de molécules
d'adhérence et de molécules chimioattractantes, nous avons voulu évaluer la présence de telles
molécules dans les poumons des souris SCID "allergiques” exposées a un aérosol de Dpt et
développant un infiltrat de type inflammatoire. Nous avons plus précisément analysé
I'expression d ARNm codant pour 1'TL-16 humaine.

Gréice a une technique de RT-PCR, la présence d'ARNm codant pour 1'TL-16 a été mise
en évidence, en parallele de celle dARNm codant pour la G3PDH ("housekeeping gene"
servant de référence, exprimé constitutivement dans toutes les cellules humaines, et dont

I'expression n'est pas modulable) (figure 8).
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Par conséquent, certaines cellules humaines présentes dans les infiltrats pulmonaires
expriment ' ARNm codant I'IL-16, molécule chimioattractante pour les lymphocytes T humains
CD4+; population cellulaire affluant majoritairement vers les poumons de souris SCID

"allergiques" exposées a un aérosol de Dpt.
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Figure 9: Expression d'ARNm humains codant pour I'IL-16 dans les
poumons de souris SCID "allergiques' 37 jours apres exposition au Dpt.
L'ARNm extrait de poumons de 13 souris SCID "allergiques" traitées selon
le protocole 3, a été rétrotranscrit, et ' ADNc a été amplifié par PCR. Les
fragments amplifiés ont été analysés par électrophorése sur gel d'agarose en
présence de SYBR-Green (taille du fragment IL-16 = 226 pb). En parallele,
la G3PDH spécifique des cellules humaines a été analysée (taille du fragment
= 470 pb).
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La troisiéme caractéristique majeure de l'asthme allergique est 1'existence d'une
hyperréactivité des voies aériennes. De nombreux facteurs ont été impliqués dans le
développement d'une HRB comme l'existence d'anomalies neurogéniques [Barnes, 1989] et
d'une inflammation des voies aériennes [Djukanovic, 1990] caractérisée par un infiltrat
d'éosinophiles [Bousquet, 1995] et la libération de médiateurs et de cytokines inflammatoires
[Robinson, 1992]. De nombreux modéles animaux ont été développés afin d'étudier les
mécanismes impliqués dans le développement d'une HRB, et d'évaluer l'action de différents
agents dans la prévention de I'HRB.

Dans notre modéle de souris SCID humanisées, nous avons mis en évidence une
production d'IgE humaines dans le sérum et le développement d'un infiltrat pulmonaire de type
inflammatoire, aprés inhalation de Dpt & des souris SCID reconstituées avec les cellules de
patients allergiques vis-a-vis de cet aéroallergéne. Nous avons donc voulu savoir si ces

manifestations de type allergique s'accompagnaient d'une HRB.

1- Analyse de la réactivité bronchique des souris SCID

Afin d'évaluer la réactivité bronchique de base, propre aux souris SCID de souche
CB.17, nous avons analysé le pourcentage d'augmentation de la résistance des voies aériennes,
a différentes doses de carbachol chez des souris SCID non reconstituées.

De fagon a appréhender un éventuel effet non spécifique du Dpt sur les voies aériennes
murines, l'augmentation de la résistance des voies aériennes a été mesurée pour 3 groupes de
souris SCID témoin non reconstituées: des souris non exposées au Dpt (groupe 1) , ou
soumnises au méme protocole de sensibilisation & 1'allergene que les souris SCID humanisées, et
analysées a J30 (groupe 2) ou J60 (groupe 3). L'objectif étant de se placer dans des conditions
de stimulation proches de celles auxquelles sont soumis les patients, les souris des groupes 2 et
3 ont été de nouveau exposées au Dpt (100 IR) 24 heures avant I'étude de I'HRB. Aucune
différence significative n'a été mise en évidence entre les 3 groupes: les moyennes de PC50
(dose de carbachol pour laquelle le pourcentage d'augmentation de la résistance des voies
aériennes est égal a 50) étaient de 7,8 £ 2 (groupe 1), 8,6 £ 4,8 (groupe 2) et 4,7 + 0,6 (groupe
3) (figure 9).

132




Résultats

Par conséquent, l'inhalation de l'allergéne n'a pas d'effet sur la réactivité des voies
aériennes des souris SCID. Les 3 groupes ont donc été réunis en un seul: les souris SCID non

reconstituées.

2- Développement d'une hyperréactivité bronchique chez les souris SCID

"allergiques' exposées a des aérosols de Dpt

Dans un deuxiéme temps, le pourcentage d'augmentation de la résistance des voies
aériennes a différentes doses de carbachol, chez des souris SCID "allergiques" a été évalué
comparativement a celui des souris SCID non "allergiques”, et des souris non reconstituées.

Chez les souris SCID "allergiques” exposées au Dpt, la réactivité vis-a-vis du carbachol
était significativement augmentée par rapport aux 2 types de témoins (figure 10): les
pourcentages d'augmentation de la résistance des voies aériennes sont statistiquement
différents, aux doses de carbachol de 3, 10, 30 pg/g de poids de souris (p<0,01). De plus, la
PC50 moyenne des souris SCID "allergiques” est diminuée par rapport a celle des souris SCID
non "allergiques" et celles des souris SCID non reconstituées, soit respectivement de 2,13 +
0,36, 6,83 £ 0,99 et 7,44 + 1,14.

Par conséquent, les souris SCID "allergiques" exposées a des aérosols de Dpt
développent une HRB par rapport aux souris SCID témoins, i.e des souris SCID non

"allergiques” exposées au Dpt et des souris SCID non reconstituées.
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Figure 10: Réactivité bronchique des souris SCID non
reconstituées.

La réactivité des voies aériennes au carbachol a été évaluée
chez des souris SCID non reconstituées et non exposées au Dpt
(carrés, n = 13), ou exposées et analysées 30 jours (losanges, n
= 4), ou 60 jours (ronds, n = 8) apreés l'inhalation. Les résultats
sont exprimés en pourcentage d'augmentation de la résistance
des voies aériennes (moyenne = SEM). Les différences de
réactivité entre les 3 groupes ne sont pas significatives, selon le
test de Kruskal-Wallis.
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Figure 11: Hyperréactivité bronchique des souris
SCID "allergiques' exposées a un aérosol de Dpt.

La réactivité des voies aériennes au carbachol a été évaluée
chez des souris SCID "allergiques" exposées a un aérosol de
Dpt (carrés, n = 10) comparativement a celle de souris SCID
non "allergiques” exposées a un aérosol de Dpt (losanges, n =
11), de souris SCID non reconstituées et exposées (triangles, n
= 12) ou non (ronds, n = 13) au Dpt. Les résultats sont
exprimés en pourcentage d'augmentation de la résistance des
voies aériennes (moyenne + SEM). La réactivité des souris
SCID "allergiques" exposées a un aérosol de Dpt est
significativement supérieure a celle des souris appartenant aux
3 autres groupes, selon le test de Kruskal-Wallis (p<0,007).



DISCUSSION

Hokck

CONCLUSIONS




Discussion - Conclusions

L'analyse des différentes composantes de la réaction allergique chez 'homme est encore
limitée. Disposer d'un modele d'étude peut s'avérer déterminant pour une meilleure
compréhension des mécanismes impliqués et une meilleure évaluation de molécules a visée
thérapeutique. Dans cet esprit, de nombreux modeles animaux ont été développés afin
d'examiner les mécanismes de la réaction allergique conduisant aux manifestations cliniques
observées dans l'asthme. Dans ce travail, nous avons démontré pour la premiere fois, qu'apres
inhalation de l'allergéne, seules les souris SCID humanisées avec les cellules de patients
allergiques produisaient une réponse IgE spécifique, développaient un intense infiltrat de

cellules humaines CD45% dans les poumons et une HRB par rapport aux souris SCID témoin.

1- Production d’IgE humaine chez des souris SCID apres inhalation

d’allergene

Dans un premier temps, nous avons démontré que des souris SCID reconstituées avec
des cellules de patients asthmatiques allergiques a Dpt, et exposées 15 jours plus tard a un
aérosol de l'allergéne (protocole 1), produisent des IgE humaines spécifiques.

Une production spontanée d'immunoglobulines humaines a déja pu &tre mise en
évidence chez des souris SCID humanisées. Les cellules B humaines de donneurs non
allergiques peuvent persister et proliférer aprés injection i.p. a des souris SCID [Carlsson,
1992; Duchosal, 1992a; Saxon, 1991]. Apres reconstitution une production spontanée d’IgG,
ainsi que d’IgM, IgA et IgD, a été observée. La production d’IgG peut persister jusqu’a 2 ans
apreés I’injection des cellules, alors que la demi-vie de cet isotype n’est que de 12 jours lorsqu’il
est injecté a des souris SCID [Duchosal, 1992b]. A I’inverse, un tres faible nombre de souris
SCID reconstituées avec des CMN de sujets sains produisent des IgE détectables [Saxon,
1991]. Cependant, des souris SCID reconstituées avec les CMN de patients atteints de
dermatite atopique (taux d'IgE élevés: 3700 a2 20300 Ul/ml) produisent spontanément des IgE
humaines [Ito, 1992; Spiegelberg, 1994], ainsi que des souris SCID reconstituées avec les -
CMN de patients sensibles a I’allergéne du bouleau [Steinsvik, 1997]. La durée de vie de I'IgE
dans la souris étant trés courte (demi-vie = 24 heures), les taux d’IgE sériques détectées
témoignent d’une réelle production. Une réponse Ac a également été appréhendée chez la souris
SCID humanisée: une réponse IgG humaine spécifique contre des antigénes de rappel ou des
antigénes naifs [Duchosal, 1992a; Martensson, 1994; Walker, 1994], et une réponse IgE en

présence de l'allergéne spécifique [Pestel, 1994] ont été détectées. Ainsi dans le laboratoire, J.
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Pestel et al ont montré que des souris SCID reconstituées avec 107 CMN de patients sensibles &
Dpt et immunisées par voie i.p. avec I’allergéne en présence d’adjuvant produisent des IgE
humaines spécifiques et fonctionnélles. Au cours de la theése, d'un autre c6té, nous avons
montré qu'une réponse similaire peut &tre déclenchée en administrant I’allergéne sous forme
d’aérosol et sans adjuvant, protocole qui se rapproche fortement des conditions de
sensibilisation auxquelles sont soumis les patients.

I1 est connu que les patients présentant une atopie sévere possédent un plus grand
nombre de cellules B a un stade plasmocytaire, capables de sécréter spontanément de 'IgE in
vitro [Ricci, 1992]. Par conséquent, Ito et al, et Spiegelberg et al, en utilisant un nombre élevé
de CMN (40 a 50x109) de sujets atopiques présentant des taux d’IgE sériques trés élevés (de
3700 a 20300 UL/ml), ont pu transférer chez la souris SCID suffisamment de cellules B
différentiées et de lymphocytes B matures capables de se différentier et de produire une réponse
IgE de I'ordre de 80 UL/ml, dans les 15 jours qui suivent la reconstitution. A I’inverse, lorsque
107 cellules sont injectées, aucune production d’IgE n’est détectée [Ito, 1992]. En utilisant un
nombre élevé de cellules (25 A 60x109), Steinsvik et al ont mis en évidence une réponse IgE
chez des souris SCID reconstituées avec les CMN de patients allergiques au pollen de bouleau
et ayant des taux d'IgE inférieurs a 350 Ul/ml. Cependant, les CMN étaient isolées au moment
de la saison pollinique, c'est-a-dire quand les populations cellulaires B activées étaient en
quantité suffisamment importantes pour produire des IgE humaines chez les souris SCID
[Steinsvik, 1997].

Dans notre cas, non seulement les caractéristiques immunologiques des donneurs sont
différentes de celles d'Tto et al, et Spiegelberg et al (taux d’IgE totales sériques inférieurs), mais
encore, en injectant moins de cellules lors de la reconstitution, le nombre de cellules B matures
(voire différentiées) transférées est beaucoup plus faible. En effet, la production spontanée
d'IgE chez toutes les souris SCID reconstituées avec des CMN patients allergiques est faible
(inférieure a 2,2 Ul/ml), en particulier 2 semaines aprés la reconstitution. Le taux d'IgE
augmentant apres la nébulisation, nous pouvons supposer que celle-ci participe a I'induction de
la différentiation de cellules B matures, et vraisesmblablement a leur multiplication.

Dans nos conditions expérimentales, la production d'IgE apparait spécifique de
l'allergéne. Premi¢rement, une production d'IgE significative n'est observée que chez les souris
SCID ayant inhalé du Dpt aprés reconstitution avec les CMN de patients sensibles 2 cet
allergéne. Deuxiemement, bien qu'ayant pu étre analysée sur un nombre limité de souris SCID

"allergiques"”, la présence d'IgE spécifiques a été mise en évidence (CMN provenant de 2
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patients allergiques). A I’inverse, il a été montré que des souris SCID reconstituées avec les
cellules de patients allergiques au pollen de bouleau produisent des IgE humaines, mais que
cette réponse n’est pas modifi€e par une immunisation i.p. avec 1’allergeéne et que trés peu de
souris produisent des IgE spécifiques [Steinsvik, 1997]. Le nombre de cellules humaines
injectées était supérieur au ndtre (25-60x100), mais les doses d’allergéne utilisées étaient peut
étre trop faibles pour stimuler la synthése d’IgE. Enfin, il n'est pas exclu que le mode

d'administration sous forme d'aérosol soit plus efficace que I'injection i.p.

Par conséquent, une stimulation antigénique des voies respiratoires des souris SCID
humanisées induit une production d’IgE par des cellules humaines préalablement activées chez
le patient. Ces cellules, apreés transfert, sont donc susceptibles de proliférer et de se différencier
sous l'effet de I'antigene et de signaux (comme I'IL-4) délivrés par les lymphocytes T helper,

dont certains sont spécifiques de l'allergeéne.

Différentes populations cellulaires peuvent tre mises en cause dans la production d'IgE
humaines chez la souris SCID humanisée apres exposition allergénique. La production d'IgE
spécifiques vis-a-vis de Dpt est le résultat de la stimulation de cellules T et B mémoires
spécifiques de l'allergéne. Il a été montré que la production d'Ig humaines est observée
uniquement lorsque les souris SCID sont transplantées avec des cellules B humaines en
présence de lymphocytes T helper exprimant le phénotype mémoire [Martensson, 1994], et que
les monocytes ne sont pas absolument nécessaires [Martensson, 1994; Walker, 1994]. En
présence de cellules T CD45RA+, des cellules B humaines activées et de type lymphoblaste
sont dans un €tat d'anergie suite & I'absence de signaux costimulateurs adéquats {Martensson,
1994]. Dans le syst¢me SCID, des cellules T CD4+ mémoires humaines spécifiques de
l'allergéne peuvent activer des cellules B humaines de maniére spécifique de I'antigéne, et les
cellules B peuvent étre considérées comme des cellules présentatrices d'antigéne [Duchosal,
1992b; McCune, 1991]. Apres l'injection de cellules humaines dans la cavité péritonéale de la
souris SCID, le nombre de cellules T et B décroit et la majorité des populations cellulaires
restantes, pouvant recirculer ou coloniser les tissus murins expriment le phénotype mémoire
[Tary Lehmann, 1992]. Dans nos conditions, la production d'IgE humaine a été uniquement
observée apres inhalation de Dpt, et seulement chez les souris SCID reconstituées avec les

cellules de patients sensibles a Dpt; ainsi les IgE n'étaient pas passivement sécrétées. Le site de
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production des IgE humaines chez la souris SCID est inconnu actuellement, mais un parallele
peut étre fait avec des modeles animaux pour lesquels le site d'induction de la production d'IgE
apres inhalation d'antigéne a été analysé. Il a été démontré que l'induction de la synthése d'IgE
commengait dans les ganglions régionaux drainant le tractus respiratoire et continuait dans la
rate chez les rats et les souris [Gerbrandy, 1976; Sedgwick, 1983; Sedgwick, 1985b]. Ainsi,
apres inhalation d'OVA par des rats, les cellules productrices d'IgE sont détectées pour 50% au
niveau du BALT (tissu lymphoide associé aux bronches) et 25% au niveau du GALT (tissu
lymphoide associé a l'intestin), 5 semaines aprés le début des inhalations [Renz, 1994b;
Sedgwick, 1983; Sedgwick, 1985b]. Cependant, la souris SCID ne possédant pas de telles
structures lymphoides, il faut envisager une migration des cellules humaines du péritoine vers
les poumons et/ou les intestins, et ensuite la formation de structures lymphoides chiméres.
Cependant, Martino ef al considérent que la production d'Ig par la souris SCID s'effectue au
niveau de la cavité péritonéale [Martino, 1993]. Néanmoins, dans notre modéle, bien que les
cellules soient injectées par voie i.p., 1'allergeéne est inhalé et méme ingéré mais le devenir et la
localisation précise au niveau des structures lymphoides reste encore a déterminer. Cependant,
comme la production d'IgE n'a lieu de facon significative que si cette nébulisation est effectuée,
on peut penser qu'un contact a lieu entre l'allergéne et les cellules humaines. Le site de
rencontre de 'antigéne et des cellules humaines reste a préciser. Une des pistes a explorer
concerne la migration d'éventuelles cellules dendritiques humaines vers les poumons et organes
lymphoides. En effet, le maintien a long terme d'une réponse IgG chez le rat apres exposition a
un aérosol d'antigéne est induite au niveau de ganglions drainant le site d'immunisation
contenant des CPA, en particulier des cellules dendritiques, capables d'une rétention de
I'antigéne [Bice, 1991]. La présence de CPA humaines a été examinée dans les poumons
murins avec le marqueur CD68, exprimé par les macrophages et les monocytes, mais aucune
cellule positive n'avait été détectée (données non présentées).

La production d'IgE peut se poursuivre dans la rate. En effet, un infiltrat de cellules
humaines a été détecté dans la rate et le thymus de souris SCID développant un infiltrat
pulmonaire de cellules humaines. A l'inverse, pas ou peu de cellules humaines ont ét€ détectées
dans les organes murins des souris SCID humanisées n'ayant pas inhalé l'allergéne. Dans ce
cas, 'absence de cellules humaines est en accord avec d'autres études. En particulier, en
utilisant des méthodes de détection similaire aux ndtres, Martino et al ont détecté trés peu de
cellules humaines sur des sections d'organes murins tels que la rate et le thymus, 10 semaines

aprés reconstitution avec 20x106 CMN de donneurs normaux. Zero a 11 cellules humaines par
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champ ont été détectées selon le nombre de cellules transférées, le statut d'infection par EBV du
donneur ou le moment auquel les souris SCID ont été sacrifiées [Martino, 1993]. Dans notre
étude, les profils phénotypiques des infiltrats spléniques et thymiques sont différents de ceux
du poumon, en particulier pour l'expression de marqueurs tels que le CD45RO et le CD11a
(plus élevé dans les poumons) et le CD20 (plus faible dans les poumons). Dans le thymus des
souris SCID allergiques sensibilisées a Dpt, les cellules humaines sont des cellules T (CD4* ou
CD8*) et B (CD20%), principalement activés (HLA-DR). Certaines études ont démontré qu'une
reconstitution du thymus pouvait avoir lieu lorsque les cellules humaines étaient préalablement
activées. Six a 8 semaines apres le transfert d¢ CMN humaines activées par 'hormone de
croissance humaine ou un Ac anti-CD3, des cellules humaines CD4+ ou CD8% et HLA-DR+
sont détectées dans le thymus [Murphy, 1992b]. La présence de cellules B CD19% a également
été observée dans des thymus feetaux humains co-transplantés avec du foie feetal dans la souris
SCID [Vandekerckhove, 1993]. Ces migrations sont probablement & mettre en relation avec
I'expression de molécules d'adhérence a la surface des cellules humaines. Dans la rate des
souris SCID allergiques, tout comme dans le thymus, des cellules B humaines ont été détectées
et environ la moitié d'entre elles étaient IgE*. Peu de cellules B humaines infiltrant la rate étant
positives pour le CD23, structure liant 1'IgE, qui n'est pas exprimée sur les plasmocytes
[Banchereau, 1992], il est donc possible que les cellules IgE+ humaines soient des cellules
produisant 1'IgE. De plus, comme des transcrits productifs pour I'IgE ont été détectés par RT-
PCR dans les rates des souris SCID allergiques (données non présentées), la rate pourrait étre
un des sites de production des IgE. D'un autre c6té, dans le thymus le nombre de lymphocytes
B était corrélé avec celui de cellules IgEY. De plus comme le nombre de cellules CD237 était
similaire & celui des cellules IgE*, nous pouvons supposer que les IgE soient fixés au CD23.
Ceci suggeére que les lymphocytes B pourraient porter les IgE par leurs récepteurs
correspondants. Le role de telles cellules B IgEt+ dans le thymus n'est pas clair, bien qu'elles

puissent fonctionner en tant que cellules présentatrice d'antigéne.

Par conséquent, bien que le site de rencontre de l'antigéne et des cellules spécifiques
reste a découvrir, la rate apparait étre un site potentiel de production de I'IgE chez la souris
SCID allergique. Néanmoins, il est fort probable que cet organe lymphoide ne soit pas le site

d'initiation de la synthése d'IgE, ni méme l'endroit de rétention du Dpt.
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Certains parameétres conditionnant la production d'IgE humaines chez la souris SCID
ont été évalués. Nous avons montré que suivant le protocole 1 (4 inhalations 15 jours aprés la
reconstitution) 11 lots sur 21 présentaient une trés faible production spontanée et inductible,
alors que les autres lots ne présentaient aucune réponse IgE. Nous avons émis I'hypothése que
cette faible reproductibilité était liée a une efficacité de reconstitution variable d'une souris a
I'autre et d'un donneur a I'autre. Néanmoins, la mise en évidence d'une absence compléte de
production d'IgG aurait été un argument plus convaincant. Aucune des variables dépendantes
du patient (taux d'IgE totales et spécifiques, polysensibilisation, antécédant d'eczéma ou
pourcentages de cellules lymphocytaires T, B ou monocytaires injectées) n'ont pu étre corrélées
au succeés de la greffe des cellules humaines dans la souris SCID. Il serait néanmoins
intéressant de pouvoir évaluer le nombre de cellules mémoires, et en particulier le nombre de
cellules mémoires spécifiques de Dpt. De plus, la variation de la reconstitution peut étre liée a la
résistance de 1'h6te murin 2 la greffe de cellules humaines. Deux méthodes ont été envisagées
pour surmonter ce probléme: premi¢rement une injection i.p. de Dpt au moment de la
reconstitution, deuxi¢mement une injection d'Ac ASGM1 anti-cellules Natural Killer murines
(Ac dirigés contre I’asialo GM1, marqueur membranaire des cellules NK) avant la
reconstitution. |

M. Tary-lehman a décrit une diminution du nombre de cellules humaines au niveau du
péritoine dans les 2 semaines apres injection. Durant cette période, les cellules mémoires et les
cellules réactives vis-a-vis de 1’h6te murin sont sé€lectionnées [Tary Lehmann, 1992]. L'idée
était donc de stimuler spécifiquement les cellules humaines dés leur injection pour éviter cette
destruction cellulaire et surtout pour accroitre le nombre de cellules humaines spécifiques vis-a-
vis de Dpt. De plus il a ét€ montré qu’une stimulation in vitro des cellules humaines avant leur
injection augmente 1’efficacité de la reconstitution (par exemple, stimulation par un anti-CD3
[Murphy, 1993b], de I'Il.-4 recombinante humaine [Bombil, 1996] et des chimiokines comme
le RANTES ou le MIP-1p [Murphy, 1996]). Dans notre cas, nous avons préféré stimuler les
cellules in vivo, par injection i.p. de Dpt au moment de la reconstitution, mais nous n'avons
observé qu'une faible augmentation du taux de reconstitution. Ces résultats peuvent s'expliquer
par le faible nombre de cellules spécifiques de 1’antigéne qui vont pouvoir étre stimulées. De
plus ces cellules sont dans un milieu qui peut leur étre hostile & cause de la présence de cellules
NK et méme de macrophages et de neutrophiles murins [Fraser, 1995b; Murphy, 1992a;

Santini, 1995]. Par conséquent, le temps que les cellules humaines produisent suffisamment de
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cytokines pour proliférer et activer d'autres cellules, beaucoup de cellules peuvent étre
éliminées.

Nous nous sommes donc consacrés a l'autre versant du probléme, i.e nous avons
cherché a diminuer les capacités de I'hOte a détruire les cellules humaines. Certaines études ont
montré que les souris SCID pouvaient résister aux cellules humaines gréce a leurs cellules NK
[Murphy, 1992a]. 1l est possible de supprimer ces cellules NK par I’administration d’ASGM1.
Une injection unique d’anticorps ASGMI1 la veille de I’injection des cellules humaines,
augmente la prise de la greffe, en faisant passer le pourcentage de cellules CD3+ de 1,9 4 9%
dans la rate [Murphy, 1992a]. Nous avons également observé une nette amélioration de la prise
de greffe des cellules humaines dans I'hdte murin, puisqu'a ce jour, tous les lots de souris
SCID "allergiques" produisent des IgE spontanément, ainsi qu'apres exposition a un aérosol de
Dpt. Cependant avec le traitement par 'ASGMI, les souris SCID reconstituées avec les cellules
de patients non allergiques (taux d’IgE des patients de 14, 39 et 80 UI/ml) produisent des
quantités non négligeables d’IgE humaines (taux d’IgE totales pouvant atteindre 79 Ul/ml).
Nous pouvons émettre I'hypothése suivante: 'ASGM1 en €liminant les cellules NK de I’hote,
augmente la reconstitution par les cellules humaines quelles qu'elles soient, donc accroit leur
possibilité de prolifération. De plus, mé€me chez des sujets témoins, il existe des cellules
spécifiques de Dpt capables de produire des IgG spécifiques apres stimulation avec I'allergéne.
On peut donc imaginer que de telles cellules puissent étre stimulées, d’autant que I’on favorise
cette stimulation en injectant du Dpt en i.p. au moment de la reconstitution et que 1’on peut
détecter des IgG spécifiques chez toutes les souris SCID humanisées (données non présentées).
Ces cellules pourraient stimuler de maniere non spécifique des cellules Be. De plus, S.
Nonoyama et al suggéraient qu'apres transfert dans la souris SCID irradiée (i.e une souris sans
aucune défense immunitaire), les cellules B mémoires issues du donneur pourraient étre
spontanément polyclonalement activées et pourraient se différencier de maniére continue en
cellules produisant des Ac [Nonoyama, 1993]. 1l est donc capital de vérifier la spécificité des
IgE produites chez les souris SCID non "allergiques”.

Cependant, alors que le traitement par 'ASGM-1 augmente la production d'IgE totales
par les souris SCID non "allergiques”, il n'augmente pas le niveau de production par les souris
SCID "allergiques". L'ASGM-1 n'intervient donc pas directement sur la synthése d'IgE. De
plus il est possible que la production d'IgE chez les souris SCID "allergiques” ait atteint sa
limite supérieure, c'est-a-dire que toutes les cellules susceptibles de produire des Ac sont déja

en activité. Il serait donc intéressant de voir si dans notre modeéle, les cellules humaines
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produisant des IgE ont déja commuté, ou si I'inhalation de Dpt peut induire un switch des
cellules BUL ou By vers les cellules Be.

Enfin, malgré I'augmentation de I'efficacité de reconstitution, une hétérogéneité de
réponse intra-groupe persiste. Cette hétérogénéité est liée a 2 parameétres biologiques: la
réactivité propre de chaque souris, méme si elles sont issues d'un méme lot initial, et
I'introduction de cellules humaines. L'hétérogénéité de réponse chez la souris SCID humanisée
a déja été montrée dans de nombreuses publications et notamment en ce qui concerne la réponse

IgE [Kilchherr, 1993; Nonoyama, 1993; Steinsvik, 1997].

Par conséquent, en absence de traitement préalable le pourcentage d'efficacité de
production d'IgE par les souris SCID reconstituées avec les cellules de patients allergiques a
Dpt et exposées a un aérosol de cet allergéne, est faible (inférieur a 50%). Des 2 solutions
envisagées (traitement par 'ASGM1 avec ou sans injection i.p. de Dpt), seul le traitement par
I'Ac anti-cellules NK plus l'injection de Dpt s'est révélé efficace. Néanmoins, méme avec un
prétraitement des souris, les productions d'IgE humaines restent hétérogenes au sein d'un lot de

souris SCID reconstituées avec les cellules d'un méme donneur.

Nous avons également étudié la cinétique de production des IgE totales humaines chez
les souris SCID “allergiques”. La réponse est maximale entre J15 et J21 selon les donneurs,
puis décroit jusque J45. Une variation dans la cinétique de production en fonction des donneurs
a également été montrée dans la littérature [Steinsvik, 1997]. Dés J30, la production d’IgE
totales diminue. Cette diminution semble dépendante de I’existence de cellules CD8*
régulatrices, puisque la déplétion des cellules CD8* avant I’injection des cellules humaines dans
les souris SCID maintient la production d’IgE qui reste élevée a J45 contrairement a la
production d’IgE chez des souris SCID reconstituées avec les CMN totales. Ceci est en accord
avec d'autres études qui ont montré que la déplétion en cellules CD4+ ou CD2% de cellules
provenant de donneurs atopiques inhibait la production d’IgE, mais que la déplétion en cellules
CD8% augmentait la production spontanée d’IgE humaines chez les souris SCID. En absence de
CD8t, la synthése d’IgE passe donc d’un état transitoire a un état persistant, mais la production
d’IgG (augmentée progressivement jusqu'a 5 semaines) n’est pas modifiée [Ito, 1992]. Chez le
rat, il a été montré que l'inhalation répétée de faibles doses d'antigéne induisait un état de

tolérance spécifique. La production d'IgE est alors transitoire et de faible amplitude, et semble
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liée a l'apparition de cellules CD8% suppressives [Sedgwick, 1985a]. Dans de nombreux
modeles de rongeurs (rat, souris), la déplétion in vivo en cellules CD8* aprés la période
d'immunisation induit une réponse IgE persistante [Holmes, 1997; MacAry, 1997], et
I'injection de cellules CD8* provenant de souris sensibilisées diminue la réponse IgE [Renz,
1994a]. Cette activité régulatrice de la production d'IgE n'apparait pas liée au potentiel
cytolytique des cellules CD8, ni 2 leur capacité a synthétiser de 1'TFN-y in vitro [MacAry,
1997]. En fait, I'action des cellules CD8% sur la production d'IgE dans de tels modéles est
bimodale. Aprés immunisation i.p. de rats avec 'OVA, les réponses cellulaires T spécifiques de
I'OVA sont premierement détectées dans les ganglions drainants, puis dans la rate. La déplétion
in vitro des cellules CD8* des ganglions lymphatiques réduit la réponse spécifique de 'OVA
des cellules T CD4% des ganglions, alors que la déplétion in vitro des cellules CD8% de la rate
augmente la réponse spécifique de 'OVA des cellules T CD4% de la rate, suggérant une
fonction helper précoce et une fonction suppressive tardive [Holmes, 1997]. En parallele, la
déplétion in vivo des cellules CD8* avant immunisation, diminue la production d'IgE, alors
que la déplétion in vive au moins 12 jours aprés immunisation augmente la production d'IgE,
suggérant l'existence de populations distinctes de cellules CD8% immunorégulatrices [Holmes,
1997; Kemeny, 1995]. Dans notre systéme, la déplétion des cellules CD8% avant I'injection
équivaut a une déplétion avant immunisation dans les modeles précédemment décrits.
Cependant, les cellules proviennent de patients allergiques et sont donc déja sensibilisés, et la
déplétion est en fait & rapporter a une déplétion post-immunisation, c'est-a-dire, a 'élimination
de la population CD8%* régulant tardivement la production d'IgE. Nos résultats sont donc

concordants avec ceux décrits dans la littérature.

Par conséquent, la stimulation des souris SCID allergiques par le Dpt provoque une
réponse IgE transitoire, régulée notamment par des cellules CD8 potentiellement suppressives.
Les mécanismes de cette régulation restent a préciser et permettraient de mieux comprendre le
role des populations de cellules CD8% pouvant avoir une fonction helper ou suppressive sur la

production d'IgE, notamment par la synthése de cytokines de type 1 et 2.
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2- Induction d'infiltrat de type inflammatoire chez des souris SCID aprés

inhalation d’allergéne

La deuxiéme observation principale de notre travail est qu'un infiltrat pulmonaire de
cellules humaines a été détecté uniquement chez les souris SCID allergique aprés nébulisation
de Dpt.

Nous avons montré que les cellules T CD4+ mémoires et activées représente le type
cellulaire humain majeur dans les infiltrats pulmonaires des souris SCID allergiques exposées a
un aérosol de Dpt. L'infiltrat cellulaire pulmonaire apparait étre étroitement li€ a I'exposition a
l'allergéne et au statut allergique du patient puique des souris SCID allergiques non
sensibilisées par des aérosols, et des souris SCID non allergiques exposées au Dpt ne
présentent pas d'infiltrat pulmonaire de cellules humaines CD45%. De plus, puisqu'aucune
réaction de type inflammatoire n'est détectée chez les souris SCID reconstituées avec les cellules
de patients sensibles a un autre aéroallergéne que Dpt, comme le pollen, et exposées a des
aérosols de Dpt, une stimulation non spécifique des cellules de donneur atopique ne peut pas
expliquer l'infiltrat pulmonaire (données non présentées).

Il est peu probable que cet infiltrat de cellules humaines soit d0 a une réaction
xénogénique de greffon contre hote (XGVHD). Trois arguments peuvent &tre développés
contre une telle hypothése de XGVHD. (1) le nombre de cellules humaines utilisé pour induire
une réaction de greffon contre héte est trés élevé (108 - 109 CMN) [Huppes, 1992; Murphy,
1992a] comparativement aux 107 CMN humaines transférées ici dans les souris SCID. (2) la
XGVHD apparait étre liée 2 une augmentation de la mortalité et un nombre accru de
lymphocytes T CD8% humains dans la rate [Huppes, 1994]. A l'inverse dans ce travail, le
nombre de cellules CD8¥ était toujours inférieur a celui des CD4t dans la rate des souris SCID
allergiques exposées au Dpt. (3) une manifestation prédominante de la XGVHD implique une
splénomégalie, résultat de I'expansion de cellules murines hématopoiétiques dans la rate de ces
chimeéres xénogéniques; mais aucune des souris inclues dans cette étude ne présentait cette
caractéristique.

Des éosinophiles ont été détectés dans les infiltrats cellulaires humains péribronchiques
chez les souris SCID allergiques exposées au Dpt. Puisque les cellules humaines injectées
étaient des CMN humaines purifiées dépourvues de cellules polynucléaires, et qu'une analyse
immunohistochimique avec un Ac anti-MBP spécifique humain s'est révélée négative, les

éosinophiles sont probablement d'origine murine. Il est alors possible de penser que les
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éosinophiles murins pourraient étre attirés soit directement par de 1'TL-5 ou du RANTES
humains, ou indirectement par des cellules murines activées par les cellules humaines CD45+
infiltrantes. La premi¢re hypothe¢se est supportée par le fait que I'IL-5 humaine peut stimuler

des €éosinophiles murins [Fattah, 1990].

Par conséquent, l'infiltrat de cellules humaines dans le poumon apparait strictement
dépendant de l'allergene, et indique qu'aprés inhalation de l'allergéne, les souris SCID
allergiques présentent un recrutement de cellules T humaines dont le phénotype (lymphocytes T
activés et mémoires préférentiellement CD4%) est similaire a celui observé chez les patients

asthmatiques [Azzawi, 1990; Bradley, 1991; Pilewski, 1995].

Deux facteurs principaux pourraient expliquer la migration des cellules humaines dans la
souris SCID allergique: l'intervention des molécules d'adhérence, et le rdle de facteurs
chimioattractants.

L'expression des molécules d'adhérence LFA-1, ICAM-1 et VLA-4 a pu €tre détectée a
la surface des leucocytes humains infiltrant les organes des souris SCID allergiques, en
particulier dans les poumons. Comme la chaine o du LFA-1 était plus exprimée a la surface des
cellules humaines infiltrant les poumons, comparativement au VLA-4 et 2 'TCAM-1, nous
pouvons supposer qtie le LFA-1 humain pourrait jouer un rdle préférentiel dans I'afflux
pulmonaire, et plus précisément en interagissant avec son ligand murin, I'TCAM-1. En effet, les
cellules T humaines peuvent se lier a 'TCAM-1, au VCAM-1, a la fibronectine et au collagene
de type IV murins immobilisés [Renz, 1994b; Taub, 1994]. Ainsi l'infiltrat pulmonaire chez la
souris SCID pourrait en partie étre expliqué par la migration des leucocytes humains a travers la
barri¢re endothéliale murine, par l'intermédiaire de 'TCAM-1.

Les roles respectifs des différentes molécules d'adhérence dans I'établissement de
l'infiltrat pulmonaire allergique est encore controversé. Des études réalisées chez 'homme a
partir de biopsies bronchiques aprés stimulation antigénique segmentaire ou non, ont montré
que l'expression de 'ICAM-1, la E-sélectine et le VCAM-1 est augmentée dans la
microvasculature bronchique dans 'asthme allergique. De plus, bien qu'aucune corrélation n'ait
été mise en évidence avec l'expression de molécules d'adhérence endothéliales, un nombre
accru de leucocytes exprimant le LFA-1, Mac-1 et VLA-4 a également été€ détecté dans la sous-

muqueuse bronchique [Gosset, 1995; Ohkawara, 1995; Pilewski, 1995]. L'utilisation de
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différents modéles animaux ne permet pas d'établir de conclusions définitives sur l'importance
de l'interaction LFA-1/ICAM-1 dans l'infiltration lymphocytaire dans 1'asthme. Dans un
modele d'asthme chez le singe, la neutralisation in vivo de I'lCAM-1 atténue seulement
I'infiltrat d'éosinophiles et le développement d'une HRB [Wegner, 1990]. A I'inverse, dans un
modele murin d'inflammation des voies aériennes, le traitement avec un Ac anti-ICAM-1
n'affecte pas l'infiltrat d'€osinophiles dans les voies aériennes de la souris mais réduit l'infiltrat
des lymphocytes CD4% et CD8* induit par l'antigéne. Cependant, l'expression de 'TCAM-1
sur 'endothélium n'était pas significativement augmentée, 24 heures aprés un challenge
allergénique [Nakajima, 1994], contrairement a ce qui se passe chez 'homme. Finalement un
Ac anti-ICAM-1 inhibe I'HRB de rats Brown-Norway sensibilisés sans supprimer le processus
inflammatoire associé, i.e sans réduire le nombre de lymphocytes et de neutrophiles [Sun,

1994].

Ici, le modele chimere homme-souris SCID que nous avons développé, pouvant
permettre une meilleure approche du comportement des lymphocytes humains dans 1'asthme,
nous avons évalué l'effet d'un Ac anti-ICAM-1 murine sur la migration des cellules vers les
poumons. Nous avons montré au cours de 2 expériences, réalisées respectivement sur 7 et 8
souris, que le traitement par I'Ac tendait & augmenter l'infiltrat pulmonaire de cellules humaines.
Toute une série de questions et d'hypotheses peuvent €tre avancées.

Compte tenu de toutes les expériences précédemment citées mettant en avant le r6le de
l'interaction LFA-1/ICAM-1, les résultats attendus étaient les suivants: soit 'TCAM-1 jouait un
role et l'infiltrat était réduit, soit il n'intervenait pas dans la migration et aucune modulation
n'était visible. La premiere remarque est d'ordre technique. En effet, nous pouvons tout
d'abord nous demander si I'Ac a bien atteint sa cible et s'il a été fourni en quantité suffisante.
L'Ac a été administré au moyen de pompes microosmotiques permettant une diffusion de la
molécule, et il est fort probable qu'une injection par voie intraveineuse, bien que techniquement
plus difficile, aurait été plus efficace. D'un autre c6té, 1'absence d'effet de I'Ac peut s'expliquer
par une intervention faible ou nulle de 'ICAM-1 murine. Ainsi, ni l'injection d'Ac anti-ICAM-1
seul, ni celle d'un Ac anti-LFA-1 seul, n'inhibe I'apparition de lésions inflammatoires dans un
modele de syndrome de Sjogren chez la souris SCID, alors que l'injection conjointe des 2 Ac
prévient le transfert adoptif de la pathologie [Hayashi, 1995]. Ainsi plusieurs hypothéses

peuvent expliquer une non-réduction du nombre de cellules humaines infiltrant le poumon.
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Cependant, cela n'explique pas pourquoi le nombre de cellules humaines est accru dans
les poumons des souris SCID "allergiques” traitées par I'Ac anti-ICAM-1. Une premiére
hypothese est li€e a la présence dICAM-1 a la surface de certaines cellules NK [Perez Villar,
1996], macrophages [Goebeler, 1993] et neutrophiles [Kuijpers, 1991]. Comme ces cellules
sont susceptibles d'intervenir dans un processus de rejet des cellules humaines [Fraser, 1995b;
Murphy, 1992a; Santini, 1995], il n'est pas exclu que I'Ac ait pu améliorer la reconstitution des
souris SCID, d'autant que lors de la premiére expérience, 1'Ac avait été administré avant la
reconstitution et qu'aucune production d'IgE n'avait été mise en évidence dans les souris
traitées avec I'Ac contrOle. Deuxi®émement, il est possible que cet afflux des cellules humaines
dans les poumons des souris SCID "allergiques" traitées par I'Ac anti-ICAM-1 murine soit non
spécifique. Il pourrait étre li€ soit a une activation cellulaire permettant la libération de divers
médiateurs, soit a I'intervention d'autres molécules d'adhérence dont 1'expression pourrait étre
accrue consécutivement a l'administration de 1'Ac. Afin de vérifier I'hypothése de la non-
spécificité, il faudrait analyser d'une part d'autres organes murins pour évaluer la présence de
cellules humaines, et d'autre part les poumons pour la présence de cellules murines dans

l'infiltrat.

Par conséquent, suite a l'observation que la chaine & du LFA-1 était plus fortement
exprimée que le VLA-4 et 'ICAM-1, et ceci uniquement dans les poumons, nous avions émis
I'hypotheése que l'interaction entre le LFA-1 des leucocytes humains et 'ICAM-1 des cellules
endothéliales murines pourrait étre un des facteurs déterminant de la migration des cellules
humaines vers les poumons des souris SCID "allergiques” apreés l'inhalation de Dpt. Nous

n'avons pas, a ce jour, réussi a confirmer ou infirmer cette hypothése.

D'un autre c6té, le couple LFA-1/ICAM-1 n'est pas simplement impliqué dans
I'adhésion cellulaire, mais joue également un réle dans l'activation cellulaire en tant que
molécule accessoire. A la surface des CPA, sont présentes les molécules accessoires B-7,
ICAM-1, LFA-3 et VCAM-1. La réponse proliférative induite par des chimeres Ig-ICAM-1 ou
Ig-VCAM-1 immobilisées est plus forte que celle induite par des chimeres Ig-B-7 ou Ig-LFA-3
immobilisées, et les cellules T CD4+ CD45RO* sont plus sensibles a cet effet costimulateur
[Damle, 1992]. Pour les cellules T le signal médié par le LFA-1, et en particulier sa chaine a,
contribue a une phase trés précoce de transduction de signal au cours de l'activation médiée par

le CD2. De plus, un Ac anti-chaine o du LFA-1 potentialise I'activation des cellules T induite
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par le CD3 [Yamada, 1992]. Enfin, l'injection d'Ac anti-LFA-1 a des souris sensibilisées par
injection i.p. d'OVA, inhibe les réponses IgE primaire et secondaire. A l'inverse, un Ac anti-
ICAM-1 seul n'inhibe pas la production d'IgE. Ce résultat peut s'expliquer par l'existence
d'autres ligands du LFA-1: I'ICAM-2 et -3 [Tanaka, 1995]. Chez les souris SCID
"allergiques”, nous avons détecté des cellules humaines portant le LFA-1 et/ou 'TCAM-1 dans
les 3 organes. La costimulation consécutive a l'interaction LFA-1/ICAM-1 pourrait participer,
chez les souris SCID "allergiques”, & une activation efficace des cellules T humaines. De plus,
les lymphocytes T mémoires expriment fortement le LFA-1, ce qui est le reflet d'une activation
récente [Hviid, 1993]. Dans les poumons des souris SCID "allergiques" exposées a des
aérosols de Dpt, les pourcentages de cellules mémoires CD45RO+ sont similaires a ceux des
cellules CD11at, permettant d'avancer 1'hypothése que la plupart des cellules humaines
détectées dans les poumons 2 mois apres l'inhalation du Dpt pourraient avoir été récemment
stimulées. Dans ce cas, une rétention de I'antigéne dans les poumons peut étre suspectée. 1l
serait de plus pertinent d'évaluer l'expression de 'TCAM-2 et -3, autres ligands du LFA-1
pouvant &tre exprimés a la surface des lymphocytes, et impliqués dans la costimulation des
lymphocytes T [Bossy, 1994; Simmons, 1995], et d'effectuer une étude cinétique de
I'expression des différentes molécules d'adhérence humaines chez la souris SCID "allergique”.
La participation de ces molécules costimulatrices pourrait étre importante pour la
production d'IgE (discutée dans le paragraphe 1). En effet, les cellules T fonctionnelles
pourraient produire des cytokines intervenant dans la production d'IgE et la migration d'autres

leucocytes.

Les IgE pourraient en retour jouer un rdle dans le développement de l'infiltrat cellulaire.
En effet, 'augmentation de la synthése d'IgE précede I'afflux des cellules humaines dans les
poumons de souris SCID "allergiques”, et aucune production d'IgE ni d'infiltrat pulmonaire n'a
été observée chez des souris SCID reconstituées avec les CMN de sujet immunisé vis-a-vis de
la toxine tétanique (TT) et exposées a des aérosols de TT (données non présentées). L'IgE
pourrait favoriser, par le biais du CD23, la capacité des cellules B a présenter 1'allergeéne aux
lymphocytes Th2 et ainsi augmenter la prolifération et I'activation des cellules T. In vitro, des
cellules B en présence de complexes Derp 2-IgE spécifiques de Derp 2, sont capables de
présenter I'antigene a des clones T CD4+ spécifiques. Cette présentation d'antigéne est inhibée
par un Ac anti-CD23 [van der Heijden, 1993]. L'intervention des IgE dans la migration des

cellules T vers les poumons des souris SCID "allergiques pourraient &tre appréhendée par la
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déplétion des CMN en cellules B avant I'injection aux souris SCID et 1'évaluation de la
migration des cellules humaines introduites. Ces expériences devraient permettre d'analyser la

migration des cellules T indépendamment de la production d'IgE.

Par conséquent, il est possible qu'une réactivation des cellules T humaines ait lieu dans
les poumons des souris SCID "allergiques” et contribue a une production de cytokines

intervenant dans le recrutement d'autres cellules.

Outre l'intervention des molécules d'adhérence, les cellules humaines pourraient infiltrer
spécifiquement le poumon consécutivement a l'action de molécules chimioattractantes. Une
premicre piste a été suivie: nous avons détecté de ' ARNm codant pour I'IL-16 humaine dans
les poumons de souris SCID "allergiques”, 30 jours aprés exposition a un aérosol de Dpt. In
vitro, I'IL-16 est un facteur chimioattractant des lymphocytes CD4T, il est produit notamment
par les cellules T CD8% [Laberge, 1996a], les éosinophiles [Lim, 1996] et les cellules
épithéliales bronchiques [Bellini, 1993]. Sa synthése est augmentée par l'histamine [Bellini,
1993] et la sérotonine [Laberge, 1996a]. L'TL-16 est présente en quantité accrue dans les
poumons des patients asthmatiques [Cruikshank, 1994]. Ainsi, la détection de I'TL-16 humaine
esta rapproéher de la mise en évidence d'un infiltrat de cellules CD4+ prédominantes, dans les
poumons murins 2 mois aprés l'inhalation de Dpt. L'activité chimioattractante de 1'IL-16
humaine n'a pas encore ét€¢ démontrée in vivo. Ce point devra étre analysé avant d'évaluer
I'effet d'un Ac anti-IL-16 sur la migration des cellules humaines vers les poumons des souris
SCID "allergiques" apres inhalation de Dpt.

De plus des expériences préliminaires ont montré qu'il était possible de détecter d'autres
cytokines chimioattractantes dans les poumons des souris SCID "allergiques" apres inhalation
de Dpt. Ainsi, nous avons détecté dans certains poumons de I' ARNm codant pour 1TL-8 et le
RANTES humains (données non présentées), chimiokines pluripotentes attirant notamment des
lymphocytes (IL-8 et RANTES) et les éosinophiles (RANTES).

Par conséquent, la migration des cellules humaines vers les poumons de souris SCID
"allergiques" aprés inhalation de Dpt pourrait s'expliquer par une activation des cellules au site
de rencontre avec l'allergéne entrainant d'une part l'expression de molécules d'adhérence, et

d'autre part la production de molécules chimioattractantes spécifiques humaines.
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3- Développement d'une hyperréactivité bronchique chez des souris SCID
aprés inhalation d’allergéne

Finalement, en analysant la résistance des voies aériennes au carbachol, nous avons
montré que les souris SCID "allergiques” exposées a un aérosol de Dpt selon le protocole 3
présentent une HRB: par rapport a des souris SCID non "allergiques” exposées a des aérosols
de Dpt, et par rapport a des souris SCID non reconstituées exposées ou non a des aérosols de
Dpt.

L'allergéne majeur de Dpt, Der pl, est doté d'une activité enzymatique thiol-protéase
[Chua, 1988] et a été montré augmenter la perméabilité de 1'épithélium bronchique in vitro
[Herbert, 1995]. De plus l'extrait allergénique utilisé pour les inhalations est susceptible de
contenir des endotoxines. Cependant, comme la différence de résistance des voies aériennes
aux différentes doses de bronchoconstricteur n'est pas significative entre les souris SCID non
reconstituées et non exposées a l'allergéne, et les souris non reconstituées mais exposées a
I'allergéne dans les mémes conditions que les souris reconstituées, nous pouvons conclure que
I'HRB mise en évidence chez les souris SCID "allergiques" n'est pas le fait de I'inhalation en
elle-méme, ni du contact des voies aériennes murines avec le Dpt. Par conséquent, 'HBR n'est
pas due a l'activation directe des cellules pulmonaires musculaires murines par l'antigéne
inhalé, confirmant ainsi que les cellules T et B (absentes chez la souris SCID) participent a
I'élaboration de 'HRB [Corry, 1996].

De plus, la différence de résistance des voies aériennes n'est pas significative non plus
entre les souris SCID non "allergiques" et exposées au Dpt, et les souris SCID non
reconstituées et exposées a l'allergéne. Les souris SCID non "allergiques"” produisent
néanmoins des IgE totales en quantités non négligeable (jusqu'a 79 Ul/ml). Donc, la présence
et l'activation non spécifique de cellules humaines dans la souris SCID ne suffit pas pour
induire une HRB. La seule production d'IgE sérique n'est pas non plus suffisante pour obtenir
une HRB. Néanmoins, il n'est pas exclu que I'HRB soit plutét dépendante d'une réponse IgE
spécifique. Dans un modele de souris sensibilisées 8 'OVA, il a été montfé que les IgE étaient
nécessaires a I'établissement d'une HRB. En effet, des souris déficientes en cellules B
sensibilisées a2 'OVA ne produisent pas d'IgE spécifiques et ne développent pas dHRB,
contrairement aux souris de type sauvage. L’'HRB est rétablie dans la souche déficientes en
cellules B lorsqu’une sensibilisation passive avec des IgE murines anti-OVA est réalisée lors du

challenge antigénique [Hamelmann, 1997]. De plus, 'injection d’Ac anti-IgE a des souris

151




Discussion - Conclusions

sensibilisées a 1’OVA inhibe I’infiltrat d’éosinophiles et ’HRB [Heusser, 1997]. Par
conséquent, il semble que les immunoglobulines d'isotype E soient nécessaires mais non
suffisantes a 1'établissement d'une HRB.

A l'inverse les différences de résistance des voies aériennes aux différentes doses de
bronchoconstricteur sont significatives entre les souris SCID "allergiques” et non "allergiques”
exposées toutes deux a un aérosol de Dpt, et entre les souris SCID "allergiques” et les souris
SCID non reconstituées. Nous avons précédemment montré que, 2 mois aprés 1'inhalation de
l'allergeéne, les souris SCID "allergiques” développaient un infiltrat pulmonaire de cellules
humaines, contrairement aux souris SCID non "allergiques”. L'HRB semble donc dépendante
du développement d'un infiltrat de cellules humaines provenant de patients allergiques,
consécutif a 1'exposition a un aérosol de Dpt. Ceci suggere que le développement de 'HRB
pourrait €tre 1i€ a 1'activation de cellules humaines spécifiques de 1'allergéne présentes au niveau
des voies aériennes de la souris. Il est possible que la présence de I'infiltrat pulmonaire de type
inflammatoire, et la production de certaines cytokines soient responsables du développement de
I'HRB, comme I'ont suggéré divers modeles animaux [Haczku, 1997b; Hessel, 1997a; Kips,
1992a]. Cependant, l'intervention de ces différentes composantes est trés controversé. Par
exemple, des souris déficientes pour I'lL-4 ne développent pas d'HRB apres sensibilisation a
I'OVA, contrairement aux souris de type sauvage [Brusselle, 1995]. De plus, la neutralisation
in vivo de 1TL-4 pendant la période d'immunisation systémique inhibe 'HRB [Corry, 1996]. A
l'inverse, l'injection d'Ac anti-IL-4 au moment du challenge allergénique (effectué 4 semaines
apres l'injection parentérale d'OVA) ne modifie pas I'HRB des souris [Hessel, 1997a]. Une
analyse plus précise de l'infiltrat, des cytokines produites et de leur relation avec I'HRB des

souris SCID "allergiques" doit donc étre également réalisée dans notre modele.
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En conclusion, nous avons démontré pour la premiére fois que seule
l'exposition, a un aérosol de Dpt, de souris SCID humanisées par injection de
cellules de patients sensibles a cet allergéne, provoquait une hyperréactivité
bronchique. Par conséquent, notre modéle de souris SCID "allergiques” développe,
aprés inhalation de l'allergéne spécifique, trois caractéristiques majeures de
l'asthme allergique: une production d'IgE spécifiques, un infiltrat pulmonaire de
cellules humaines et une hyperréactivité bronchique. Ces animaux pourraient
donc étre utilisés comme un modéle d'étude in vivo des mécanismes impliqués dans

le développement de 'asthme allergique.
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Perspectives

Les résultats obtenus au cours de cette thése ouvrent plusieurs perspectives. Nous
envisageons d'une part d'utiliser le modele de la souris SCID humanisée pour évaluer le
potentiel thérapeutique de peptides et lipopeptides de Derp 1, et appréhender les facteurs
impliqués dans la régulation de la réaction allergique. Les analyses porteront sur les trois
parametres majeurs développés par les souris SCID "allergiques”, c'est a dire sur la production
d'IgE spécifique de Dpt, sur la réaction de type inflammatoire et sur 'HRB. D'autre part, nous
essaierons d'élucider une question qui reste en suspens: comment s'effectue l'initiation de la
réponse IgE chez les souris SCID "allergiques” exposées a un aérosol d'allergéne? Ceci nous

permettra d'appréhender les mécanismes de la présentation de I'antigeéne.

1- Utilisation du modele de souris SCID "allergique': potentiel

thérapeutique des peptides et lipopeptides de Derp 1

Les lipopeptides sont des peptides sur lesquels est greffée une partie lipidique rendant la
molécule liposoluble et permettant son passage dans le cytoplasme cellulaire. Les lipopeptides
sont donc susceptibles d'étre présentés par le CMH de classe I, et d'induire une réponse T
cytotoxique [BenMohamed, 1997].

Nous avons récemment montré que des souris SCID prétraitées par 'Ac ASGM1
(favorisant la colonisation de la souris SCID), et reconstituées avec des CMN issues de patients
sensibles a Dpt présentaient une réponse IgE humaine totale aprés injection de Dpt ou d'un
peptide de Derp 1 (démontré étant immunogeéne dans une étude préalable [Jeannin, 1993b]) en
présence d'alun. L'injection du lipopeptide correspondant au peptide Derp 1 utilisé, réduit
sensiblement la production d'IgE. Néanmoins, dans cette expérience préliminaire, le nombre de
souris par groupe étant restreint a 4, il n'a pas été possible de conclure. Cependant, la
restimulation i.p. avec le Dpt sans adjuvant, 15 jours apres, ne permet toujours pas d'atteindre
un niveau de production similaire a celui obtenu avec le peptide de Derp 1.

D'autres expériences sont donc nécessaires pour conforter ces résultats. Elles seront
réalisées selon le méme protocole, mais en absence d'alun, adjuvant favorisant la réponse IgE.

De plus, dans ce modele, une tolérisation des cellules CD4% sera envisagé en
administrant le peptide par voie intra-trachéale. En effet, il a été montré que des souris
C57BL/6J exposées a de faibles doses de peptide de Der p 1 administré en intra-nasal ne

répondent plus a une stimulation immunogénique avec l'antigéne intact. L'induction de la
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tolérance conduit a une diminution de la production de cytokines in vitro par les cellules T

isolées, mais la production d'IgE ne semble pas affectée [Hoyne,}1997; Hoyne, 1993].

2- Facteurs impliqués dans la régulation de la réaction allergique
2.1- Role des populations CD8+ dans la réaction allergique

Les patients atopiques possédent un pourcentage de cellules T CD8% dans le sang
périphérique, inférieur a celui des sujets normaux [Walker, 1992]. Aprés immunothérapie
spécifique, ce pourcentage augmente et pourrait &tre lié & une augmentation du taux d'IFN-y
[Canonica, 1979; Lack, 1997]. De plus, des études dans des modeles de rongeurs ont mis en
évidence une production d'IgE transitoire consécutive a une sensibilisation a 'OVA, régulée par

des cellules CD8+ provenant d'animaux sains [Holmes, 1997; MacAry, 1997].

Au cours de la theése, nous avons mis en évidence une production transitoire d'IgE chez
les souris SCID "allergiqués" apres exposition a un aérosol de Dpt, avec un maximum entre J15
et J21 apreés I'inhalation. Cependant, cette production persiste apres élimination des cellules
CD8* avant la reconstitution. Afin d'évaluer le rdle d'une cytokine produite par les cellules
CD8* (I'IFN-Y) dans cette régulation, nous analyserons l'effet d'injections parentérales ou
d'inhalations d'IFN-y dés J15 apres I'exposition au Dpt de souris SCID reconstituées avec des
CMN déplétées en cellules CD8, sur la production d'IgE.

L'effet de la déplétion des cellules CD8+ sur l'infiltrat de cellules humaines sera
également appréhendé. Dans une étude préliminaire, nous avions analysé le pourcentage de
cellules humaines dans les poumons de souris SCID ainsi traitées. Les résultats étaient
contradictoires: la déplétion en cellules CD8¥ inhibait ou non l'infiltrat selon les souris. Dans
un modele d'inflammation pulmonaire induite par 'OVA chez la souris, il a été montré qu'une
déplétion en cellules CD8+ augmentait 'infiltrat de cellules inflammatoire [Laberge, 1996b].
Néanmoins, chez le rongeur, il a été suggéré 1'existence d'au moins 2 populations de cellules
CD8T: des cellules induisant une production d'IgE et des cellules inhibant la production d'IgE.
D'autres observations sont en faveur d'un rdle potentialisateur des lymphbcytes T CD8% sur la
production d'IgE ou l'inflammation. En effet des cellules CD8+ activées en présence d'TL-4

acquiérent le phénotype CD8-CD4-, produisent des cytokines de type 2 et aident les cellules B 2
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la production d'Ac [Erard, 1993]. De plus, des cellules T CD8+ spécifiques de virus activées
en présence d'IL-4 produisent de I'TL-5 et induisent une éosinophilie pulmonaire [Coyle,
1995].

En fonction des résultats de la déplétion en cellules CD8* obtenus sur la réaction de type
inflammatoire, 'HRB sera également évaluée chez la souris SCID allergique exposée & un

aérosol de Dpt.

Outre la polarisation de type 1 ou 2, les cellules CD8% sont également capables de
produire des molécules chimioattractantes. Par exemple, les lymphocytes CD8+ CD45RO ont
été montré produire des quantités plus importantes de MIP-1c et de RANTES, que des
lymphocytes CD4* qu'ils soient mémoires ou activés [Conlon, 1995}, mais les cellules CD8+
produisent également 1'IL-16, molécules chimioattractante spécifique pour les cellules CD4+
[Laberge, 1996a].

2.2- Role de I'IL-16 dans la réaction allergique

Décrite a l'origine comme un facteur chimiotactique pour les lymphocytes (le LCF),
I'TL-16 a été plus récemment clonée [Cruikshank, 1994]. Son action est suspectée dans
l'asthme ol elle est exprimée en quantité accrue dans 1'épithélium bronchique [Cruikshank,
1995]. De plus, chez des souris sensibilisées par voie i.p. puis intra-trachéale avec l'antigéne
des globules rouges de mouton, des déplétions in vivo ont permis de montrer que le
recrutement des leucocytes, sauf des lymphocytes CD8+, dépendait largement des lymphocytes
T CD4%. Une suppression similaire de la réponse immune est observée aprés injection de
fragments F(ab'), spécifiques du CD4 [Curtis, 1991], qui bloquent l'accés de 1'IL-16 a son
récepteur: le CD4 [Center, 1996]. Comme 1'IL-16 est produite par les cellules CD8% apres
stimulation par de 1'histamine ou de la sérotonine [Laberge, 1996a], le r6le des cellules CD8+
peut étre suspecté également par sa capacité a produire cette molécule chimioattactante

spécifiques des cellules CD4t,
Dans un premier temps, nous analyserons in vivo l'activité chimiotactique de 1TL-16

humaine chez des souris SCID reconstituées par 108 CMN issues de donneurs normaux. Deux

voies d'administration seront testées: la voie intra-dermique (site proche du péritoine ou sont
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injectées les cellules) et la voie intra-trachéale. La présence de cellules humaines au site
d'injection sera évaluée par immunohistochimie ou cytométrie de flux.

Dans un deuxiéme temps, nous envisageons de bloquer spécifiquement 1TL-16 par un
Ac injecté dans les voies aériennes, ou a l'aide d'un oligonucléotide anti-sens (ODN). Nous
utiliserons un ODN de type phosphorothioate bloquant spécifiquement ' ARNm de 1TL-16
[Lefebvre d'Hellencourt, 1995]. Une fois l'efficacité de I'ODN-anti-IL-16 vérifiée in vitro, les
cellules CD8* de patients allergiques seront isolées et 'ODN-anti-IL-16 y sera introduit par
électroporation. Les souris, pré-traitées avec 'ASGM1, seront reconstituées avec les CMN,
déplétées en cellules CD87, plus les cellules CD8T contenant 'ODN-anti-IL-16, puis seront
exposées a un aérosol de Dpt. La réaction de type allergique, c'est-a-dire la production d'IgE

humaines, la réaction de type inflammatoire et 'HRB, sera alors analysée.

3- Initiation de la réponse IgE chez la souris SCID "allergique"

3.1- Commutation isotypique des cellules humaines dans la souris SCID

Afin d'évaluer si la production d'IgE humaines chez la souris SCID humanisée est le
résultat d'une simple restimulation de cellules mémoires, ou si des cellules B naives subissent
une commutation isotypique aprés présentation de l'allergéne, une étude cinétique de
I'apparition des transcrits stérile et productif de I'[gE sera réalisée grace a une méthode de RT-
PCR sur des ARNm provenant de rate, de poumons, de thymus et éventuellement de
ganglions. L'étude portera sur les 21 premier jours suivant 'administration de 1'allergéne et
permettra également de préciser le moment et le lieu de la production d'IgE chez la souris SCID
humanisée exposée a des aérosols de Dpt.

L'évaluation de la commutation vers 1'IgE passera par I'analyse de la présence de cercle
délétoire. Des études in vitro ont montré que deux signaux étaient nécessaires et suffisants pour
induire la commutation isotypique de I'IgE: I'IL-4 fournit un signal aux cellules B pour induire
la transcription du gg, et 1’engagement simultané du CD40 avec le CD40-L induit la
recombinaison SW-S€, qui aboutit & la formation d’une boucle d’ADN, qui est éliminée et
permet la formation du transcrit productif [Zhang, 1994a]. Les études préliminaires réalisées a
ce jour sur la souris SCID humanisée n'ont pas permis de détecter ces cercles d' ADN excisés

au moment de la commutation, sur les échantillons d'organes prélevés a des temps tardifs.
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Néanmoins, la technique est trés délicate, et le moment de 1'analyse était probablement trop

éloigné de la sensibilisation au Dpt.

3.2- Présentation de l'allergéne pour la production d'IgE

L'exposition au Dpt des souris SCID "allergiques" aboutit & une production d'IgE
spécifique de Dpt. Néanmoins, la maniére dont s'effectue la présentation de I'antigéne aux
lymphocytes T spécifiques reste un point a élucider.

Comme les cellules dendritiques (CPA professionnelles) représentent moins de 0,5%
des CMN du sang périphérique et les cellules B plus de 5% (évaluées en nombre de cellules
CD19+ avant l'injection des CMN aux souris), il est fort probable que la présentation de
l'antigéne soit le fait des cellules B dans notre modéle de souris SCID.

En effet, les cellules B sensibilisées par 1'antigéne sont de puissantes CPA, en partie
grace a la capacité des récepteurs Ig & favoriser une capture rapide et spécifique de 1'antigéne.
De plus, elles posse¢dent des molécules costimulatrices nécessaires a 1'activation complete des
cellules T, et qui sont absentes de la surface des cellules B naives. L'engagement des Ig a la
surface de cellules B murines induit rapidement une expression du CD86, ligand du CD28.
Ainsi, 'efficacité de fonction CPA par des cellules B spécifiques d'antigéne dépend a la fois de
la capture de l'antigéne, médiée par le récepteur des cellules B, et 'augmentation immédiate de
I'expression d'une molécule costimulatrice puissante [Lenschow, 1993]. D'un autre c6té, chez
I'homme, l'interaction CD28/CD80 fournit un second signal précoce pour l'activation de

cellules T CD4+ par des lymphoblastes B [Koulova, 1991].

Nous appréhenderons l'intervention des cellules B dans la présentation de I'antigéne en
2 étapes: d'une part en évaluant l'expression de molécules costimulatrices dans les différents
organes, et d'autre part, en analysant I'effet d'une déplétion en cellules B.

La premiére étape consistera a analyser par immunohistochimie, la présence de cellules
exprimant le CD80 et le CD86 dans les poumons, les ganglions pulmonaires lorsqu'ils existent,
les ganglions péritonéaux, la rate et également le thymus ol nous avions détecté un grand
nombre de cellules B et de cellules CD23* potentiellement présentatrices d'antigéne. Un double
marquage avec un anticorps anti-CD20 (le CD19 pouvant étre présent a la surface des cellules
dendritiques) permettra d'évaluer l'expression de ces 2 marqueurs par les cellules B. L'analyse

sera effectuée de maniere cinétique a J7, J15 et J30.
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La deuxi¢me étape consistera a éliminer spécifiquement les cellules B humaines des
CMN de patients asthmatiques allergiques, au moyen de billes magnétiques (billes coatées avec
le CD20). Nous analyserons la possibilité de stimulation des cellules T par d'autres cellules que
les cellules B, en évaluant la production d'IL-2 et d'IL-4 (par RT-PCR sur les cellules du
lavage péritonéal et sur les différents organes: poumons, rate, thymus et ganglions), et leur

capacité migratoire.

Néanmoins, la capacité de cellules B activées a stimuler des cellules T naives reste
inférieure a celle des cellules dendritiques [Cassell, 1994]. Nous évaluerons donc, chez la
souris SCID humanisée, le rle des cellules dendritiques.

Les cellules dendritiques sont présentes dans le poumon normal. Chez 'homme, des
cellules de Langerhans CD1a¥ sont retrouvées de maniére prédominante dans 1'épithélium
bronchique, et des cellules dendritiques CD1c* sont principalement détectées dans la sous-
muqueuse bronchique et le parenchyme alvéolaire [Soler, 1989]. L'accumulation de cellules
dendritiques dans I'épithélium bronchique pourraient étre lié a la production de GM-CSF,
cytokine importante pour la survie et la fonction des cellules dendritiques in vitro [Tazi, 1993].
Le nombre de cellules dendritiques CD1at ou L25% (marqueur des cellules B et des cellules
dendritiques), ainsi que 1'expression de I'HLA-DR sont accrus dans la muqueuse bronchique
des patients asthmatiques comparés aux sujets contrdles [Moller, 1996]. Enfin, des cellules
dendritiques de patients asthmatiques sensibles & Dpt, isolées a partir d'épithélium bronchique,
activent des cellules T CD4* qui peuvent produire de 1'TL-4 et de 1'IL-5 [Mattoli, 1992].

La migration des cellules dendritiques consécutive & une inhalation d'allergeéne a pu étre
appréhendée griace a des modeles animaux. Dans un modele de rat, les cellules dendritiques
sont recrutées dans la muqueuse du tractus respiratoire apreés une stimulation locale avec des
antigenes protéiques bactériens, viraux ou soluble comme I'OVA [McWilliam, 1996]. En fait,
durant la réponse inflammatoire aigiie, les précurseurs de cellules dendritiques restent dans
1'épithélium, o elles se différentient et développent une morphologie dendriforme typique des
cellules dendritiques résidentes trouvées dans I'épithélium normal. Au cours des 48 heures
suivant l'inhalation, ces cellules migrent vers les ganglions lymphatiques régionaux. Aucune
réponse des cellules dendritiques n'est observée lors d'une stimulation intrapéritonéale ou sous-
cutanée [McWilliam, 1994].
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Nous évaluerons donc dans notre modele SCID la production d'Ac lorsque les cellules
dendritiques sont les cellules présentatrices d'antigéne. Les cellules dendritiques obtenues a
partir de monocytes de sang périphérique, seront cultivées pendant 14 jours en présence d'TL-4
et de GM-CSF. Les cellules dendritiques dérivées des monocytes CD14% néo-expriment le
CDla, le CD1b, le CDlc, le CD80 et le CDS5, augmentent massivement leur expression de
HLA-DR, CD4, CD11b, CDl1l1c, CD43, CD45, CD45RO, CD54, CD58 et CDS59 [Pickl,
1996], et sont capables de présenter un antigéne soluble [Triozzi, 1997].

Dans un premier temps, nous €valuerons la migration de cellules dendritiques ainsi
produites (2 partir de sang de sujets sains), aprés injection par différentes voies: i.p, sous-
cutanée ou intra-trachéale. En ce qui concerne la voie sous-cutanée, Barratt-Boyes et al ont
démontré que des cellules dendritiques de chimpanzé obtenues apres stimulation de monocytes
du sang périphérique par de 1'IL-4 et du GM-CSF, sont capable de migrer in vivo,
particulierement vers les zones T des tissus lymphoides. En effet, des cellules dendritiques ainsi
obtenues injectées par voie sous-cutanée migrent spontanément et rapidement vers les ganglions
drainant, ot elles résident pendant au moins 5 jours. Elles présentent une morphologie de
cellules interdigitées et un phénotype de puissante CPA (CD86+, CD40+ et HLA-DR+) [Barratt
Boyes, 1997]. 1l semble intéressant d'évaluer également la migration des cellules dendritiques
injectées en intra-trachéal, puisque les poumons sont un des lieux de résidence des cellules
dendritiques dont les dendrites sont susceptibles de fournir un meilleur ancrage au niveau de
I'épithélium et de favoriser la pénétration des cellules dendritiques dans les voies aériennes. Ces
modes d'administration des cellules dendritiques seront couplés a une exposition des souris a
un aérosol de Dpt, permettant ainsi d'évaluer la migratibn de cellules dendritiques (issues de
sujets sains ou allergiques a Dpt) chargées en antigéne. La cinétique de migration des cellules
dendritiques sera suivi dans 'animal au moyen d'un colorant fluorescent des cellules, le
PKH26 [Johnsson, 1997].

Dans un second temps, le role d'un ajout de cellules dendritiques sera évalué sur la
production d'IgE et l'infiltrat pulmonaire de souris SCID "allergiques” exposées a des aérosols
de Dpt.

Ces résultats devraient permettre de mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans la régulation de la réaction allergique, tant au niveau de la
production d'IgE, qu'a celui du développement de la réaction inflammatoire et de
I'HRB.
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1- Les souris

Des souris CB.17 SCID élevées et maintenues dans des conditions stériles strictes (en
isolateur) a I'Institut Pasteur de Lille, et n'ayant recu aucun traitement antibiotique, ont été
utilisées au cours de cette étude. Ces souris SCID dérivent d'une colonie établie par le Pr. M.

Lieberman (Stanford University) et gracieusement mises a la disposition du Dr. JY. Cesbron.
2- Les patients

Dans cette étude, ont été€ inclus :
- 36 patients allergiques a Dpt c'est a dire présentant des tests cutanés positifs a
D.pt, et des taux d'IgE totales variant de 400 & 5000 UL/ml.
- 2 patients allergiques aux pollens ayant un taux d'IgE sériques totales de 300 et
1000 Ul/ml, ne présentant pas de test cutané positif & Dpt. Ils ont servi de contrdle de spécificité
de la réponse a l'inhalation.

- 3 sujets non allergiques, testés comme contrble négatif.

Les patients ont été recrutés dans le service d'immunoallergologie du Pr. A.B. Tonnel

(Hopital Calmette de Lille), chaque patient ayant donné son accord pour participer 2 cette étude.
3- Les cellules mononucléées de sang périphérique humain

Le sang de sujets sensibles ou non a Dpt est prélevé sur héparinate de Calcium. Apres
dilution au 1/2 dans du milieu RPMI 1640, il est déposé sur gradient Ficoll-Hypaque
(Pharmacia), et centrifugé a 400 g pendant 30 min & 15°C. Les cellules mononucléées,
présentes a l'interface, sont recueillies et lavées 3 fois en RPMI par centrifugations successives
a 800g pendant 7 min. Le culot cellulaire est resuspendu en milieu RPMI, avant injection a

'animal.
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4- Transfert de cellules et protocoles de nébulisation
10 2 20x10 6 cellules humaines sont injectées par voie i.p aux souris SCID.

Trois protocoles ont été suivis:

* Protocole 1: Deux semaines aprés le transfert, les souris sont exposées & un
aérosol de Dpt. Le premier jour de l'inhalation est noté JO. Pendant 4 jours consécutifs, les
souris SCID humanisées sont exposées a un aérosol de 100 IR/ml par jour (IR = unité
biologique de réactivité, 100 IR est équivallent & 200pg de protéines). La solution de Dpt est
tranformée en gouttelettes de 3-5pum de diameétre a 'aide d'un nébulisateur.

* Protocole 2: Au moment de la reconstitution, une injectioni.pde 2a 5 IR de
Dpt est réalisée. Quatre jours apres le transfert, soit JO, les souris sont exposées a un aérosol de
100 IR de Dpt par jour pendant 4 jours.

* Protocole 3: Un jour avant la reconstitution, les souris SCID recoivent 50ml
d'Ac ASGM1 par voie i.p. Puis, au moment de la reconstitution, une injection i.p de 2 IR de
Dpt est réalisée. Quatre jours aprés le transfert, les souris sont exposées a un aérosol de Dpt,

tout comme dans le protocole 2.

Dans certains cas, une exposition a Dpt est réalisée 24 heures avant de sacrifier 1'animal

(inhalation de pré-sacrifice).
5- Dosage des IgE totales et spécifiques vis a vis de Dpt

Les souris SCID reconstituées sont saignées de maniére cinétique jusqu'a J60, au

niveau du sinus rétro-orbital aprés une anesthésie a I'éther.

* Dosage des IgE totales
Le dosage des IgE sériques a été effectué par la méthode de CAP-system (Pharmacia)
utilisée dans le service du Département de Biologie Spécialisée de 1'Institut Pasteur de Lille.
Brieévement, des Ac anti-IgE, couplés a un cylindre de mousse, fixent les IgE sériques,
éventuellement présentes dans le sérum de souris SCID reconstituées. Les IgE sont ensuite

révélés a l'aide d'un autre Ac anti-IgE marqué a la fluorescéine. Le taux d'IgE est alors
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proportionnel a la quantité de fluorescence détectée. La sensibilité du dosage est de 0,1 Ul/ml,

et S0ul de sérum de souris SCID humanisées sont nécessaires.

* Dosage des IgE spécifiques vis-a-vis de Dpt

Les IgE spécifiques dirigées contre l'allergéne Dpt sont quantifiées a I'aide d'un test
radioimmunologique.

L'adsorption du Dpt sur des cupules en polyvinyl (Microtest, Falcon 3911) s'effectue
en incubant 100 pl par puits d'une solution de Dpt a 80 pg/ml en tampon carbonate-bicarbonate
0.1M de pH 9.6 a 4°C pendant une nuit. Parallelement, une solution de PBS-BSA 1% est
adsorbée sur 'autre moitié de la plaque qui servira a déterminer la fixation non spécifique.
Apres saturation avec 200ul d'une solution de PBS-BSA 1% pendant 2h a température
ambiante, les sérums des souris SCID (100 pl dilués au 1/2) sont incubés & 4°C pendant une
nuit. A la suite de 4 lavages avec du PBS-Tween 0,1%, 100l d'Ac anti-IgE radiomarquées par
1'1251 (5.105 cpm/100ul) sont ajoutés dans chaque puits. Aprés une incubation de 16 heures 2
4°C, et lavage en PBS-Tween 0,1%, les cupules sont découpées, et la radioactivité liée est
mesurée grace 4 un compteur gamma. Les résultats sont exprimés en coups par minutes (cpm),
déduction faite du bruit de fond représenté par le nombre de cpm obtenu dans les puits

recouverts de BSA.
6- Préparation de coupes d'organes de souris SCID reconstituées

Un prélévement des poumons, de la rate, du thymus et des ganglions lymphoides
(lorsqu'ils existent), a été effectué dans les divers groupes de souris SCID reconstituées. Deux
types de traitements ont été utilis€s : I'un pour obtenir des coupes a partir d'organes congelés,
l'autre pour obtenir des coupes d'organes préservés en paraffine.

Une partie des poumons, de la rate et du thymus est fixé, immédiatement apres le
préléevement, avec une solution de paraformaldéhyde & 4% (dans du PBS "RNase-free")
pendant 2 heures. Les organes sont alors soit inclus, aprés déshydratation en PBS-15% de
sucrose, dans une résine (OCT) qui est solidifiée par congélation dans de 1'azote liquide, soit
inclus dans de la paraffine, aprés déshydratation progressive par I'éthanol. Les coupes de Sum
d'épaisseur, respectivement obtenues a l'aide d'un cryostat et d'un microtome, sont déposées
sur des lames coatées au moyen d'une solution d'amnopropyltriethoxysilane 2%-acétone
(Sigma).
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7- Hybridation in situ fluorescente

Cette technique permet de détecter des cellules humaines chez la souris SCID [Martino,
1993]. La sonde utilisée est une sonde ADN biotinylée contenant des séquences "alphoides”, et
dirigée contre tous les centrométres humains (Oncor). Elle est révélée griace a de 1'avidine

couplée a de la fluorescéine.

Avant hybridation, les coupes en paraffine subissent plusieurs traitements. Elles sont
d'abord déparaffinées dans un bain de xylene (10 min), et soumises a 2 bains d'éthanol 100%
de 5 minutes chacun, puis séchées a l'air. Aprés 25 min de digestion enzymatique & 37°C en
présence d'une protéase diluée a 2,511g/ml en 2xSSC de pH 7, les lames sont lavées 3 fois
pendant 1min en 2xSSC 2 25°C. Les sections sont ensuite déshydratées par des bains
successifs (2min) d'éthanol 70%, 80%, 90% et 100%. Apres un bain d'acétone 100% de 2min,
les lames sont séchées et prétes a subir 'hybridation.

Pour I'hybridation, la sonde est dénaturée en la plagant 5 min dans un bain-marie a
70°C, puis rapidement dans de la glace. 20ul de sonde pure sont déposées sur chaque section
préchauffée a 37°C. Apres une incubation d'une nuit a4 37°C, les lavages de posthybridation
sont effectués a 37°C : 2 fois 15min dans une solution de pH 7 contenant 20% de 20xSSC et
50% de formamide, et 1 fois 30min dans une solution de 0,1 x SSC & pH 7. Afin d'éviter tout
séchage, les lames sont placées en tampon phosphate (noté PBD) avant la phase de détection.

La sonde biotinylée est détectée avec la fluorescéine-avidine, puis amplifiée par
l'utilisation successive d'un Ac anti-avidine et de fluorescéine-avidine (20min a 25°C, a chaque
étape).

Afin de bien identifier les cellules, les noyaux sont colorés par de I'iodure de propidium
dilué au 1/2 dans de l'antifade. L'observation est effectuée & l'aide d'un microscope 2

fluorescence sous excitation de 450-490 nm.

8. Immunohistochimie sur coupes d'organes

Avant de procéder au marquage par I'Ac primaire, les lames sont saturées pendant 1
heure avec 20% de sérum humain normal dans un tampon phosphate, noté TBS, contenant
10% de Tris-HC1/0,5M/pH 7,6 et 10% de NaCl/1,5M. Les Ac primaires utilisés sont
spécifiques des marqueurs humains suivants: CD45, CD4, CD54 (ICAM-1) (Becton
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Dickinson, Mountain View, Ca, USA), CD45RO, CD20, CD8, CD23, IgE, HLA-DR (Dako
SA, Trappes, France}, CD11a, CD49d (VLA-4) (Immunotech, Marseille, France). Tous ces
Ac présentent une spécificité vis-a-vis des molécules humaines et la révélation sur des tissus
murins est négative. Des IgG1 et IgG2a murines (Dako SA) sont utilisées comme isotypes
controles.

Apres lavages en TBS, et une nouvelle saturation en TBS-20% de sérum humain
normal, une incubation avec I'Ac secondaire, un Ac polyclonal de lapin dirigé contre les Ig de
souris (Dako SA), suivie d'une incubation avec un complexe phosphatase alcaline/Ac anti-
phosphatase alcaline (noté APAAP) (Dako SA), a été réalisée.

Enfin, de facon a amplifier le signal, une deuxiéme séquence réactionnelle est effectuée,
pour la détection de certains marqueurs humains, avec 1'Ac de lapin et ' APAAP, utilisés aux
mémes dilutions que précédemment.

La révélation enzymatique finale nécessite du Fast-Red (Sigma) comme substrat
(coloration rouge). La réaction est arrétée avec de l'eau distillée. Finalement, les noyaux sont
contre-colorés par de I'hématoxyline pure pendant une trentaine de secondes. Les lames sont

ensuite montées en Glycergel (Dako SA), et prétes pour une observation microscopique.
9. Extraction des ARNm

Les organes sont lysées dans le RNAzol (Bioprobe systems, Montreuil-sous-bois,
France); 200 pl de chloroformé sont ensuite ajoutés. Suite 2 une centrifugation 15 min a 12000g
a 4°C, I'ARN est alors exclusivement présent dans la phase aqueuse (phase supérieure); les
protéines et 'ADN se trouvant dans la phase organique (phase inférieure). L'ARN est précipité
dans de l'isopropanol (10 min 4 température ambiante). Apres centrifugation 10 min & 12000g,
le culot est lavé dans I'éthanol a 75% (centrifugation de 7500g pendant 5 minutes), séché sous
vide puis dissous dans I'eau pour préparations injectables (PPI). La quantité d'ARN obtenue
est dosée par spectrophotométrie puis congelés a -80°C jusqu’a rétrotranscription en ADNc. La
qualité de l'échantillon est vérifiée par électrophorése sur gel d'agarose a 1,5% en présence de
bromure d'éthidium.
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10. RT-PCR a partir d'ARNm extraits d'organes

La rétrotranscription s’effectue sur un volume correspondant a 1 ug d’ ARN auquel sont
ajoutés des amorces oligo-dT a 0,1pg/ml (Boehringer), et de la RNAsin a 4U/ul (Promega).
Cette solution est laissée 5 min a 70°C puis 5 min dans la glace. Par la suite, au mélange est
ajouté du tampon 5X (Life technologies), de la RNasin a 4U/ul, du dithiotréitol (DTT) 2 0,1M
(Gibco BRL), de I’enzyme MMLV-transcriptase reverse (mouse moloney leukemia virus,
Gibco BRL) a 200U/ul, et du dNTP (Pharmacia, Suéde) a 10mM. L’ensemble est incubé 1h a
42°C puis chauffé Smin a 95°C. La solution finale correspond a 50 pl d’ADNc qui peuvent étre
utilisés de suite pour les expériences de PCR ou conservés a -20°C jusqu’a utilisation.

L’ADNCc est amplifié a partir d’amorces spécifiques de G3PDH (Glycéraldéhyde 3-
Phosphate Déshydrogénase), d'IL-4 et d'IL-16 humaines (Eurogentec) dans une réaction de
PCR de volume final de 25 pl contenant : 100 uM de dATP, dCTP, dGTP et 95 uM dTTP
(Pharmacia); 0,1uM digoxygenin-11-dUTP (dans le cas de 1'IL-4) (Boehringer); 0,5 uM des
amorces; 1,25U/ul de Taq polymérase (Perkin Elmer) 2mM de MgClp (Perkin Elmer). Toutes
ces étapes se déroulent dans la glace puis les tubes sont placés dans le thermocycler (cyclone
integra biosciences) pour I’amplification. Les séquences de ces différentes amorces sont les
suivantes :

* G3PDH sens: 5-GTGGTGCAGGAGGCATTGCTGA-3'

anti-sens: 5'-GCTCAGACACCATGGGGAAGGT-3'
* IL-4 sens: 5'-AAGCCCGCCAGGCCCCAGAGGTTCCT-3'
anti-sens: 5-CTCACAGAGCAGAAGACTCTG-3'
* IL-16 sens: 5-GGCTTCAGCCTGGAAGGAGG-3'
anti-sens: 5-“-CTAGGAGTCTCCAGCAGCTGT-3'

Le géne codant pour la G3PDH est un géne dit domestique (housekeeping gene) dans la mesure
ou il est exprimé constitutivement dans toute cellule et que son expression n'est pas modulable.
Pour ces raisons, la G3PDH est considérée comme témoin interne des expériences de PCR.

La G3PDH, 1TL-4 et I'TL-16 ont été étudiés conjointement et le nombre de cycles
permettant une amplification linéaire des produits de PCR a été déterminé dans des expériences
préliminaires (23 ou 28 cycles pour la G3PDH; 28 pour 1'TL-4 ; 35 pour I'TL-16). Le nombre
de cycles a été préalablement défini pour chaque molécule par des expériences de cinétique
faisant a la fois varier la concentration d’ADNc a amplifier et le nombre de cycles

d’amplification. Chaque cycle d'amplification est constitué de 3 étapes : I’étape de dénaturation
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4 94°C pendant 1min; I’étape d’hybridation & 55°C (pour la G3PDH et 1TL-4) ou 66°C (pour
I'TL-16) pendant 1min afin de permettre aux amorces de s’apparier au premier brin d’ ADNc;
I’étape d’élongation a 72°C pendant 1min. La premicre étape peut étre précédée d’une premicre
dénaturation (2min & 94°C); de méme la troisieme étape est généralement suivie d’une
élongation terminale (7min & 72°C). Apres électrophorése sur gel d’agarose 1,5%-Bromure
d’éthidium ou Sybr-Green (pour I'IL-16), les produits de PCR sont transférés sur une
membrane de nylon (Boehringer) par capillarité, sur la nuit (pour 1'1L-4). Apres transfert, la
membrane est séchée puis fixée aux UV. Les ADNc sont révélés par I’intermédiaire d’un
anticorps anti-digoxygénine marqué a la phosphatase alcaline catalysant une réaction de

chimioluminescence (CDP-star, Boehringer).

11. Administration d'Ac anti-ICAM-1 murine

L'Ac anti-ICAM-1 est produit & partir de la lignée de rat YN 1/1.7.4 (American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland, USA). Les surnageants de culture sont passés sur
colonne de protéine G-sépharose (Pharmacia Biotech). Aprés élution, la solution est dialysée et
concentrée a l'aide de colonne centricon (Amicon, Beverly, MA, USA). La pureté de I'Ac est
vérifiée sur gel d'acrylamide 8% - SDS. Toutes les étapes ont été réalisées en conditions
endotoxin-free.

Des pompes micro-osmotiques Alzet (Alza Corp., Palo Alto, CA, USA) contenant
0,5mg de I'Ac YN 1/1.7.4 ou de I'IgG contrdle de rat (Jackson ImmunoResearch Laboratories
Inc., West Grove, PA, USA), sont implantées dans un espace sous-cutané situé au niveau
dorsal de I'animal anesthésié. La capacité des pompes est de 90 * 4 pl et leur capacité de 0,05
ul /heure. Les pompes sont remplacées 3 fois, et ceci tous les 7 jours. Une injection i.p de 0,5

mg d'Ac est réalisée en fin d'expérience, 24 heures avant l'inhalation de Dpt de pré-sacrifice.

12. Mesure de I'hyperréactivité des voies aériennes au carbachol

L'HRB est analysée 24 heures aprés une exposition a un aérosol de Dpt (100 IR). Les
animaux sont anesthésiés puis des cathéters sont introduit au niveau de la trachée et de la veine
jugulaire. La respiration spontannée est interrompue par injection intraveineuse de bromure de
pancuronium (1 mg/kg). Les animaux sont ventilés a 1'aide d'un respirateur Palmer (tidal

volume: 0,5ml, taux respiratoire: 135 battements/min). Avec ces parametres respiratoires,
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I'équilibre acide/base est maintenu dans la zone physiologique comme le montre 1'analyse de la
pression artérielle. La résistance pulmonaire, témoin du calibre des voies aériennes, est
enregistrée continuellement (PMS PR800, Mumed, London, UK), selon les principes descrits
par Amdur et al [Kips, 1996], en mesurant le flux d'air passant par la canule trachéale et la
pression transpulmonaire a des points d'égal volume au cours du cycle respiratoire. Le flux est
mesuré a l'aide d'un pneumotachygraphe (Fleisch, Geneva, Switzerland), alors que la pression
transpulmonaire est mesurée a l'aide d'un transducteur de pression différentielle, connecté
d'une part a la sortie de la canule trachéale, et d'autre part a une aiguille insérée dans la cavité
pleurale. Le carbachol est administré par voie intraveineuse avec une pompe de micro-infusion,
a des doses croissantes (1, 3, 10, 30 et 50 pg/kg) jusqu'a ce qu'au moins 50% d'augmentation
de la résistance soit observée. Les courbes dose-réponse sont construites, et la dose de
carbachol causant 50% d'augmentation de la résistance (PC50) est calculée a partir de

extrapolation linéaire d'une courbe dose-réponse semi-logarythmique.
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