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I. MALADIE ASTHMATIQUE

Considéré actuellement comme une maladie inflamineaboonchique chronique, I'asthme
représente un probleme majeur de santé publiqusapgaéquence élevée dans la plupart des pays
du monde et par ses codts socio-économiques. Racaactéres complexes, variables et
évolutifs, la définition de la maladie se base des caractéristiques physiopathologiques et
cliniques. Bien que de nombreuses connaissanqa®gtes concernant la maladie viennent ces
derniéres décennies des études cliniques, phartitpesi et de la recherche expérimentale,
plusieurs aspects de la physiopathologie de cedtadie ne sont pas encore connus précisement
et plusieurs questions restent a élucider. Leteirants actuellement disponibles sont efficaces et
permettent de contrdler les symptdmes dans un reomnés significatif de cas. Pourtant, des
progrés sont encore nécessaires dans ce domaite coatréle de I'asthme est, en réalité, encore
loin d’étre optimal. Ces progres attendus viendoamtainement par I'éducation thérapeutique des
patients, par la formation médicale continue ehplication des pouvoirs publics, mais surtout
des nouvelles connaissances dans la compréhersitan rdaladie, du développement et de la

mise au point de nouveaux outils thérapeutiques.

A. DEFINITION ET GENERALITES

1. Définition de I'asthme

L'asthme est une maladie bronchique dont la diéfimiteste encore symptomatique et
descriptive. Les changements dans la définitioncdtte maladie au cours des dernieres
décennies sont le résultat de I'évolution des dssaaces, notamment physiopathologiques.
L’aspect prédominant observé dans I'histoire denkdadie est constitué par les épisodes de
dyspnée, accompagnés souvent de toux, survengrareéculier pendant la nuit. La respiration

sifflante (wheezing) les ronchi, les sibilants per@ l'auscultation pulmonaire sont les signes



cliniques typiques. L'aspect pathologique domirdta maladie est I'inflammation des voies
respiratoires associée de facon variable au chamgerde structure de ces dernieres,
responsable essentiellement des conséquencesofuraltes observées dans I'asth(féy.1).
Ainsi, l'asthme est défini par un groupe d’expeitgernationaux comme'un désordre
inflammatoire chronique des voies respiratoires sldaquel sont impliqués plusieurs types
cellulaires et leurs médiateurs. L'inflammation chique est associée a une hyperréactivité des
voies respiratoires qui entraine des épisodes mérus de respiration sifflante, de dyspnée, de
sensation d’oppression thoracique, et/ou de touttiqaierement pendant la nuit ou au petit
matin. Ces épisodes sont souvent associés a utreatios extensive de degré variable, souvent

réversible spontanément ou sous I'effet d'un tragat".(WHO/NHLBI workshop report, 2009)

vasodilatation
oedeme

infiltration
de cellules’inflammatoires
& remodelage

hypersécrétion
de mucus

Figure 1. Coupe schématique d'une bronche d'un patiennasiue
D’'un point de vue pédagogique, cette définitionrpotiétre présentée dans un autre ordre
commencant par la clinique (épisodes récidivantyydpnée, d'oppression thoracique paroxystique et

sifflante, a tendance nocturne, réversible spomanéou sous l'effet d’'un traitement), la physidog



respiratoire (obstruction bronchique variable eérgible, hyperréactivité bronchique caractérisfjqu
pour envisager un diagnostic précis, puis contihysr la physiopathologie (inflammation
bronchique polymorphe) pour que le traitement adédpté au mieux. Par ailleurs, la définition
présentée ci-dessus n’est pas totalement satisfaisar elle ne prend pas en compte les
facteurs étiologiques qui déclenchent ou précipiesncrises d’asthme, en particulier I'allergie.
D’'un point de vue épidémiologique, cette définitisfavére aussi problématique, ce qui
pourrait, en cas d’application, entrainer un reeamnt d'autres affections présentant un
chevauchement clinique et fonctionnel avec I'asthemeparticulier les bronchopneumopathies
chroniques obstructives (BPCO). En I'absence dejuear biologique sensible et spécifique de

type pathognomonique, il est difficile de propasee définition consensuelle (Bourdin et al, 2006).
2. Données épidéemiologiques

L’asthme constitue dans le monde entier 'une dethgbogies chroniques les plus
fréquentes. Il représente une cause de morbidfériante dans les pays développés en raison de
sa prévalence élevée qui a tendance a augmenteisdegs dernieres décennies, et une
préoccupation majeure dans les pays en voie déappement pour des raisons économiques et
humanitaires. La fréquence de I'asthme varie c@malilement selon les pays et il est difficile
de déterminer avec précision le nombre d’asthmesiglans le monde entier. Le GIN@&I¢bal
Initiative for Asthmakt 'OMS estiment que I'asthme atteint environ 30ilions de personnes
dans le monde, que sa fréquence augmente réegudiet@lmpuis 40 ans et que sa mortalité reste
inquiétante, avec plus de 250000 morts par an ldam®nde (Bourdin et al, 2006; Pearce et al.,
2007). Avec 15 millions d’'années de vie compromiaesuellement par la maladie, selon
I'estimation de 'OMS, la charge de la maladie égpnte a I'échelle mondiale 1% de la charge

totale induite par toutes les malad4HO/NHLBI workshop report, 2009).



Le rapport garcon/fille varie de 1,5 a 3,3 avarguaerté, il devient Iégerement inférieur a 1
a I'age adulte. Ainsi, pendant et aprés la pubértg, a plus de femmes asthmatiques que
d’hommes (Fagan et al., 2001). Trois quarts detsojt eu leur premiére crise avant 'age de 20
ans. Un second pic d’apparition de la maladietse siux environs de la cinquantaine: ce sont les
asthmes dits tardifs, en général (mais pas toyjounsallergiques. Trente a 40% des asthmes de
'enfant deviennent asymptomatiques au passagedge ladulte. Les facteurs prédisant la
persistance de I'asthme sont la sévérité, le dpiadoce et le caractére allergique de I'asthme
d’'une part, le début précoce de la puberté etrjgosils d’autre pafiGuerra et al., 2004).

A titre d’exemple, la prévalence de 'asthme chezhfants des Etats-Unis est passée de 3,6%
en 1980 a 5,8% en 20QFig.2). L'asthme est la troisieme cause d'hospitalisatioez les
personnes de moins de 18 ans aux Etats-Unis, dépasgement par la pneumonie et les
accidentés (Eder et al., 2006). En 1964, 19% di&menaustraliens ont, d'apres leurs parents,
manifesté des symptémes asthmatiques ou une raspisiflante a un moment quelconque au
cours de leurs 7 premiéres années de vie alofs gtaient 46% en 1990 (Peat et al., 1992;
Robertson et al., 1991).

La difficulté des études épidémiologiques de I'amtlest liée aux méthodes utilisées pour
en poser le diagnostic. Les études effectuées simgrit au moyen de questionnaires rapportent
des fréquences souvent plus élevées que cellesairicdles mesures des débits ou du test
d’hyperréactivité bronchique. Parmi les nombreuéasles épidémiologiques consacrées a
'asthme, peu ont été fondées sur une méthodologirireuse, standardisée, permettant des
comparaisons dans les différents pays du mondez Ghdant, I'étude ISAAC(International
Study of Asthma and Allergies in Childhoagiec ses trois phases, représente I'étude comgérati
multicentrique qui répond le mieux a ces criteregue est la seule étudiant I'épidémiologie de
'asthme et de l'allergie pédiatrique a I'échell@mdiale et avec mobilisation et participation

record (314 centres dans 106 countries, avec médedx millions d’enfants). La phase | de



I'étude ISAAC a été congue pour permettre des coaigmms de la prévalence des symptoémes de
'asthme dans des pays de différentes régions dwdend\u cours de la phase lll, la premiere
phase d'enquéte a été répétée aprés un intereaiel@l ans chez les enfants agés de 6-7 ans en
vue d'évaluer la tendance au fil du temps. Airsipriévalence des symptémes d’asthme actuel,
rapportée pour les enfants de 13-14 ans de I'd&#HAC, varie de 1 a 36% pour I'ensemble des
pays étudiés et de 10 a 18% en France (Bourdin20@6; Pearce et al., 2007).

A I'échelle mondiale, la moyenne de cette prévadeacchangé légérement de 13,2% a
13,7% dans le groupe 13-14 ans (augmentation meyaerd,06% par an) et de 11,1% a 11,6%
dans le groupe de 6-7 ans (augmentation moyenQ¢l8&o par an). En Europe occidentale, la
prévalence est restée stable chez les enfantsdagé’-14 ans, mais a augmenté de 0,20% par

an chez les enfants agés de 6-7 ans.
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Figure 2. Prévalence de I'asthme dans le monde
D'aprés: Waltraud Edet al.N Engl J Med 20!



Pour les autres régions du monde, chez les endadis de 13-14 ans et de 6-7 ans, les
changements respectifs aux deux groupes d'ages sonO©céanie (-0,39% et -0,21%), en
Amérique latine (+0,32% et 0,07%); En Europe duretrEurope de I'Est (+0,26% et 0,05%),
en Afrique (+0,16% et 0,10%), en Amérique du Nof@,12% et 0,32%), en Méditerranée
orientale (-0,10% et 0,79%), en Asie-Pacifique Q¥% et -0,06%) et dans le Sous-continent
indien (+0,02% et 0,06). Ces résultats indiquerg tps différences dans la prévalence des
symptémes d'asthme ont réduit, en particulier deuggoupe de 13-14 ans, 'augmentation de la
fréquence dans les régions ou celle-ci était faible

Au Vietnam, une étude portant sur les enfants dex d&coles a Hanoi utilisant le
guestionnaire de I'étude ISSAC a rapporté les mnieges d'enfants ayant la respiration
sifflante dans le passé, au cours des derniers @&, myant un asthme considérés ou
diagnostiqués de 24.9%, 14.9%, 12.1% et 13.9% ctispmentNga et al., 2003)Une autre
étude dans le cadre de I'étude ISSAC effectuée &HoMinh ville, grande agglomération
urbaine du pays, a montré un pourcentage d'enfdmtd2 a 13 ans ayant les symptdome
d’asthme tres élevé (29,1%), beaucoup plus que Egporté précédemment (10%), faisant de
cette ville I'endroit ou la fréquence de I'asthnst la plus élevée de I'Asie.

Les augmentations de la prévalence des symptorasthiaiie en Afrique, en Amérique
latine et dans certaines parties de I'Asie inditugre la différence dans la prédominance de
'asthme a I'échelle mondiale est réduite et larghamondiale de l'asthme continue a
augmenter (Pearce et al., 2007). Aussi dans le cidrétude ISAAC, les analyses économiques
et écologiques ont rapporté récemment une asswtiaiiersée significative, déja bien remarquée
précédemment, entre le niveau de vie et |la présealda I'asthme dans laquelle les symptémes de
I'asthme ont tendance a étre plus répandus dapaysset les communautés a revenu élevé dans
les deux groupes d’age étudiés (Lai et al., 200®@tendance est inversée pour la fréquence des

symptémes d’asthme sévere parmi ceux qui présemgsrgymptomes d’asthme actuel.



Dans I'étude longitudinale European Community Regpry Health SurveYyECRHS,
1996) réalisée chez des adultes de 20-44 ans, serval) comme dans I'étude ISAAC, des
pays qui possedent une prévalence trés élevée, ediAngleterre (7,5 a 8,4%), la Nouvelle-
Zélande (9 a 11,3%), I'Australie (11,9%), et deyspaont la prévalence est tres basse,
comme I'lslande (3,4%) et la Gréce (2,9¢RICRHS, 1996). En France, pour cette tranche
d’ages, les fréquences varient de 2,7 % a Grenab®5 % a Montpellier et 4,0 % a Paxis
les fréquences de ceux qui manifestent des symptdirasthme dans leur vie varient de 7,4%
a Grenoble, 9,2 % a Montpellier et 9,3 % a Parst glus du double des fréguences des
symptdmes d’asthme actuel (Neukirch et al., 1995).

Un gradient Est-Ouest (avec des prévalences pkseba I'Est) et un gradient Nord-Sud
(avec des prévalences plus basses au Sud) somtivedr dans les deux études, ISSAC et
ECRHS (Bourdin et al, 2006). Plusieurs autres &tuélalisées dans le monde montrent depuis les
guatre derniéres décennies que la fréquence dhanliass’accroit d’environ 6-10% par an chez
'enfant (Bourdin et al, 2006; Evans, lll et al98l7; Latvala et al., 2005). Un plateau semble
avoir été atteint dans certains de ces pays (Aode005; Toelle et al., 2004). Le pourcentage
accru des enfants diagnostiqués ou ayant des symptd’asthme reflete une prise de conscience
de cette maladie et/ou des changements de pratigugisgnostic, 'augmentation de I'offre, mais

aussi, probablement, une réelle aggravation dethidité de la maladie.

La mortalité de I'asthme se produit la plupart dmps durant les années d'adolescence.
La surmortalité mondiale de I'asthme de la fin dasées 1970 a mis en question le réle de
[32-agonistes. En 1989 une étude cas-témoins dé&anivaiassociation entre fénotérol et déceés
par asthme en Nouvelle-Zélande de 1981 a 1989¢iasism rapidement étendue a I'ensemble
desp2-agonistes. Cependant, une méta-analyse des @asiédmoins concluait que seuls les
[B2-agonistes utilisés en nébulisation constituaiemtfacteur de risque de surmortalité, la

mortalité augmentant radicalement lorsque plus @eng par mois d’équivalents albutamol



étaient utilisés. Or la prescription des nébulai est réservée aux cas d'asthme les plus
séveres. Ce ne sont donc pasfigsagonistes, mais bien la sévérité de I'asthme gr@nane
exacerbation aigué qui constitue le principal factde risque de mortalit@ullen et al.,
1993). Dans une enquéte australienne de morti#élééll'asthme chez les enfants, les attaques
d'asthme mortelles étaient les plus fréquente®)sfans la catégorie d'age de 12 a 15 ans,
souvent par manque de connaissance des patientdasaraladie ou le retard dans

I'identification de la sévérité, de la prise engeades attaques d’asthme (Martin et al., 1995).
3. Charges socio-économiques de la maladie

L’asthme est 'une des maladies les plus coltedaes les pays développés. Le colt
pour la société peut se diviser en colts direadiracts et codts intangibles, associés aux
aspects psychosociaux de l'asthme. Les colts slicechprennent les hospitalisations, les
traitements en salle d'urgence, les consultatiogslicales, les frais de laboratoires, les
médicaments et les autres thérapeutiques, repedsedb-60 % des dépenses. Les colts
indirects résultent des pertes financiéres non caée dues a la maladie: absentéisme

scolaire et professionnel, perte de productivitérawail, invalidité et déces.

La qualité de vie des enfants asthmatiques sympigues est altérée, qu'il s'agisse de
l'activité scolaire, de la pratique du sport et bésirs, des relations familiales. La mesure la
plus précise de l'impact social de I'asthme cle#dht est vraisemblablement I'absentéisme
scolaire dont l'asthme est l'une des principalesses entrainant jusqu'a 25 % de
I'absentéisme scolaire dans certains pays. Lestsrdathmatiques ont aussi des difficultés a
s'adapter au milieu scolaire, a suivre lI'enseigménaé a communiquer. Chez l'adulte, le
retentissement de I'asthme sur la qualité de Viesgberformances socioprofessionnelles n'est
pas moins important. Les jours d'absence au trgpaailsemestre a cause de I'affection, du

degré du handicap, sont directement proportiorinédssévérité de I'asthme.



4. Facteurs inpliqués dans le développement et I'gsession de la maladie
a) Facteurs de I'hote

La développement de I'asthme est le résultat derpnction des facteurs génétiques de
I'héte (possiblement déterminants) et des factdei&nvironnement (favorisants). Le composant
héréditaire dans I'asthme n'est pas simple. Lesdkmactuelles montrent que plusieurs genes
sont impliqués dans la pathogénése de I'asthmai gtogrraient étre différents dans différents
groupes ethniques. La diversité et le poids refpdet ces différents facteurs expliquent les
multiples phénotypes. Il est fort probable quet ¢&ssociation de plusieurs genes a effets modérés
qui importe et que de multiples associations emistexpliquant également I'hnétérogénéité
clinique de l'asthme. Les études des familles ®talealyses des associations cas-témoin ont
identifié un nombre de régions chromosomiques @puii associées a la susceptibilité de I'asthme.
Outre les genes qui prédisposent a la suscegtibifitla maladie, il y a également les géenes qui
sont associés a la réponse a différent traitememtsme les glucocorticostéroides, IB2-

agonistes, les antagonistes des leukotrienes...

Etudes familiales

Les études d'agrégation familiale pour I'asthmesatnaladies qui lui sont associées (atopie,
hyperréactivité bronchique, rhinite allergique) dértnent qu'il existe une agrégation familiale de
ces phénotypes. 1177 enfants ont été suivis pedflaans ; 11,5 % des enfants sans parent
asthmatique développent un asthme contre 1/As€ilés parents est asthmatique (risque relatif de

l'ordre de 3) et 1/2 si les deux parents le sisyue relatif de I'ordre de 4) (Burrows et al., 309

Etudes de criblage du génome et des génes candidats

Les études familiales de génétigue moléculaire $emtseules capables d'approcher
physiquement les genes de susceptibilité de I'astbihd'en analyser les modifications par

rapport aux sujets non malades. Des liens ontedtéuvés dans les familles d'asthmatiques
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et/ou d'atopiques sur un grand nombre de chromas@atdeau 1)(CSGA, 1997; Daniels et

al., 1996; Dizier et al., 2000; Marsh et al., 1994st et al., 1999).

Tableau 1 Principaux génes liés a I'asthme et aux allergéspiratoires

Régions Phénotypes associés
chromosomiques

1p32-34 Asthme, IgE

2pter Asthme, IgE

2ql4 Asthme

2933 Asthme

3g21 Asthme

4935 HRB

5pl5 Asthme

5931-33 Asthme, IgE totales

6p21-23 Asthme, IgE totales et spécifiques, éosimitip
7pll Asthme

7pl5.2 IgEtotales, éosinophilie, HRB, asthme
7q11-22 Asthme

8p21-23 Asthme

9¢g31 Asthme, IgE spécifiques
11p15 Asthme

11913 Asthme, IgEtotales, atopie, TC
12q14 Asthme, IgE totales

13q14 Atopie, asthme, IgE totales
14911.1 IgEspécifiques, TC

14911-13 Asthme

16pl2 IgE totales et spécifiques
16q22-24 IgE totales, HRB, asthme
17pl11.1-11.2 Asthme

17ql12-21 Asthme, TC

19913 Asthme

20p13 Asthme

21qg21 Asthme

HRB:hyperréactivité bronchique
TC: tests cutanés positifs aux principaux pneumgdiaes.

Etudes des polymorphismes génétiques

De nombreux génes sont polymorphes, c'est-a-dégeptent une modification minime
d'une (ou plus rarement plusieurs) paires de bpaesapport a la séquence normale. Ces
variants expligueraient la majorité des maladiesétjgues dites complexes telles que
'asthme, I' atopie, ou encore le diabete et I'nyosion artérielle, ainsi que la plupart des

réponses aux thérapeutiques.
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Dans I'asthme, la plupart des génes connus pouffi@olh susceptibilité de la maladie
ont été identifiés grace a des études qui ont bBeec analyser les variants comme les
polymorphismes d'un simple nucléotide (SNP) quiugrficent l'inflammation allergique de
'asthme ou qui sont liés a des phénotypes de-cellies premiers variants décrits ont
concerné le géne codant pour le récepteur FeeRhe substitution de lisoleucine en position
181 en leucine (variant 1181L) et une substitutderi'acide glutamique en position 237 en glycine
(variant E237G). La présence du variant E237G exjposn risque accru d'atopie, de rhinite,
d'hyperréactivité bronchique, d'asthif@hirakawa et al., 1994). Le polymorphisme TLR2/-
16934T protege les enfants de fermiers de la suevaliasthme, de sensibilisation aux
pneumallergénes et de rhinite allergiq(ieder et al., 2004b). Le variant IL4C-589T
(responsable d'une expression accrue d'IL4) estciégsa un fort taux d'IgE, un asthme
allergique plus fréquent, une fonction respirattégerement altéréRosenwasser et al., 1995)
et répondant peu aux glucocorticoides. Certaifsragiques ne répondent pas favorablement a
l'action desp2-mimétiques du fait de la présence de mutatioms ¢t gene du réceptef-
adrénergique (Molimard and Marthan, 2000) et répahdnieux aux glucocorticoides s'ils
possédent un variant du gene du récepteur CRHRttigiFa et al., 2004¢). De nombreux autres
polymorphismes ont été associés a l'asthme ou lémopypes associés ou a la réponse aux
traitements (Vercelli, 2008). Schématiqguement, delymorphismes des génes impliqués dans
l'asthme pourraient étre classés en fonction dgsestou ils interviennent, ou des incidences qu'ils

génerent. Le polymorphisme des genes de l'immimmiée sera traité dans le chapitre suivant.

» Ceux qui interviennent dans la différentiationaetdnction effectrice des celluleg2T

Ce deuxieme groupe inclut des génes qui reguleattéiment la synthése de I'IlgE
et d'autres mécanismes effecteurs et d’amplificatiépendant des cytokines de
type Th2. La polarisation Th2 a partir des cellulé®4 naives nécessite

induction de GATA-binding protein 3 (GATA3) pared signaux émis par les
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interactions IL-4-IL-4R et sous linfluence de STATL'activité de GATA3, switch
principal de la polarisation Th2, est inhibée jgafalcteur de transcription T-bet, switch
principal de la différenciation Thl, par interaotientre GATAS3 et son ADN cible
(Hwang et al., 2005). Ainsi, des variants de GATR@kalainen et al., 2005), TBX21
(qui code T-betjTantisira et al., 2004b), IL4 (Basehore et alQ£20Kabesch et al.,
2003b), IL4RA (Loza and Chang, 2007), STA[&hedel et al., 2004) et IL12B
(codant I'lL-12p40)XMorahan et al., 2002), ont été récemment décdtance étant

associés a l'asthme et a I allergie, ainsi cuig@ponse a la corticothérapie.

L’IL-13 est la principale cytokine de l'inflammaticallergique dans I'asthme. En
effet, I'lL-13 est suffisante pour expliquer toes Isignes majeurs de I'asthme dans
les modeles d’asthme expérimental (hyperréactibiténchique, infiltration de
cellules inflammatoires, hypersécrétion de mucusfibtose)(Grunig et al., 1998;
Wills-Karp et al., 1998). De plus, I'lL-13 avecll4, sont les cytokines activement
impliquées dans la synthese d'IgE. L'IL-13 et g&epteurs sont fortement exprimés
dans les voies respiratoires des patients attédiasshmeLordan et al., 2002). Ainsi,
le gene codant I'lL13 est aussi l'un des géenes idatsl les plus étudiés dans
'asthme et l'allergie. L'IL13 Argl30GIn est un SNRui induit le remplacement
d’'une Arginine en position 130 par une Glutamingespression d'un variant d’lL-13
dont I'activité biologique est augmen{®adich et al., 2005). Ce polymorphisme est
associé également a une augmentation des IgEststaigues, de I'asthnideinzmann

et al., 2000), et de l'atopie (He et al., 2003). 8XP du promoteur du géne codant
'IL-13, IL13-1112CT, conduit a une expression aecde I'lL-13 dans les cellules Th2
(Hummelshoj et al., 2003; van der Pouw Kraan T@l.et1999). Par alilleurs, il existe
une liaison génétique entre ces deux polymorphissheseux qui portent les deux

expriment une concentration élevée d’un varialht#3 hyperactif.
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La liaison croisée des récepteurs de haute affiueRl| est le principal stimulus pour
la sécrétion de cytokines Th2 par les mastocytelesetbasophiles. Les SNP de
FceRIB, qui codent pour la chaifiede FceRlI, sont trouvés parmi les polymorphismes
les plus incriminégShirakawa et al., 1994influencant I'expression des récepteurs
(Donnadieu et al., 2003) et la libération de manigE-dépendante des médiateurs
inflammatoires par les mastocytes. La phase eftectte I'inflammation allergique
repose également sur linteraction entre I'IL-5iF des cellules Th2 et son
récepteur (IL-5RA) sur les progéniteurs éosinophilel’IL-5 entraine le
développement des éosinophiles, qui peuvent étsaitenrecrutés dans les voies
respiratoires et devenir a leur tour une sourcegomante de cytokines Th2. Des
SNP de I'lL5 et IL5RA (Kabesch et al., 2007; Namiuet al., 2007) sont trouvés

associés modérément a des phénotypes particuidaesrdaladie.

Les cellules épithélialesi'expression de SPINK5, qui joue un rble dans la
protection contre les protéases libérées par lestamges ou les allergenes, est
limitée a I'épithélium. Des mutations dans le gga&SPINK5S peuvent conduire a un
syndrome de Netherton, trouble autosomique récess qui se caractérise par le
caractére deéfectueux de la fonction épithéliale. 8P (SPINK5 Glu420Lys,
rs2303067) a éte signalé comme étant fortementigsad'asthme (Chavanas et al.,
2000; Walley et al.,, 2001). Filaggrin et la S10@tgine sont impliqués dans le
maintien de lintégrité épithéliale dans les vorespiratoires. L'association d'un
polymorphisme du gene profilaggrine sur le segrabrdmosomique 1913 et I'asthme a

été décrite (Ying et al., 2006b).

La fonction pulmonaire:Parmi les génes candidats, il y a des génes dant |

polymorphismes ont été décrits comme étant assoaids fonction pulmonaire, au
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remodelage des voies aériennes et a la gravitg mhalbdie. Ce groupe comprend les
géenes ADRB2 (Drysdale et al., 2000), TNF (MoffattdaCookson, 1997), TGFB1
(Silverman et al., 2004), LTC4S (Sayers et al.,320TBXA2R (Shin et al., 2003),
ALOX5 (Drazen et al., 1999), NOS1 (Gao et al.,, 20§0i codent respectivement
pour le récepteUs2 adrénergique, le TNF le TGHB1, les enzymes pour la synthese
de LTC4, le récepteur de thromboxane A2, 5-lipo@nase et 'enzyme pour la
synthése de NO. Certains de ces génes sont les gibur les études d'identification

des genes qui conditionnent les réponses au tiaitefdercelli, 2008).
b) Facteurs environnementaux

Bien que les allergenes intérieurs et extérieumnsdien connus pour provoquer des
exacerbations de l'asthme, leur réle spécifiques dardéveloppement de cette maladie n'est
pas encore entierement résolu. Les études de tesha la naissance ont montré que la
sensibilisation aux allergenes d'acariens, de sqsafe chat, de chien (Sporik et al., 1990;
Wahn et al.,, 1997) et d'Aspergillus (Hogaboam et 2005) sont des facteurs de risque
indépendants de symptomes asthmatiques chez ksteiisqu'a 3 ans. Toutefois, la relation
entre |'exposition aux allergénes et la sensdbiia chez les enfants n'est pas simple. Il dépend
des allergénes, de la dose, de la durée d'exppsitie I'age des enfants, et probablement aussi de
la génétique. Pour certains allergenes, tels gue tssus des acariens dans la poussiére de
maison et des cafards, la prévalence de la sksatibn semble étre en corrélation directe avec I
exposition (Huss et al., 2001; Wahn et al., 198@n que certaines données suggerent que
I'exposition aux allergenes d'acariens de la peressie maison puisse avoir un lien de causalité
dans le développement de l'asthme (Sears et @B),2Dautres études ont remis en question cette
interprétation (Sporik et al., 1990; Charpin et #891). Pour les cas concernant des allergénes
d'animaux domestiques, certaines études épidéngokxont constaté que I'exposition précoce a

ces animaux peut protéger un enfant contre unégisasion allergique ou le développement de
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lasthme (Gern et al., 2004; Ownby et al., 20021tBiMills et al., 2001), mais d'autres suggerent
gue l'exposition peut augmenter le risque de sdsation allergique (Almqyist et al., 2003;

Celedon et al., 2002; Melen et al., 2001; Ownbgl.et2002) La prévalence de I'asthme , réduite
chez les enfants élevés en milieu rural, pouétné liée aux contacts différentiels avec des

endotoxines dans ces environnements (Braun-Fabrie2@D3).

Le cas du rble des agents infectieux dans I'as#areetraité dans le chapitre suivant.

Plusieurs substances ont été impliquées dansffi@eites formes d'asthme professionnel
(Braun-Fahrlander, 2003; Malo et al., 2004). Cebstwnces comprennent de tres petites
molécules telles que les isocyanates, irritanis puvent causer une hyperréactivité
bronchique, les agents chimiques, ou des prodidmgiques végétaux et animaux qui
stimulent la production d'IgE. L'asthme professerapparait essentiellement chez l'adulte, et
est estimé a l'origine d'environ 1 cas d'asthmel8uchez ces sujets (Nicholson et al., 2005).

L'atopie et le tabagisme peuvent augmenter leeistjasthme professionnel.

L'exposition a la fumée du tabac est associée alindéccéléré de la fonction
pulmonaire chez les personnes souffrant d'asthifexacerbation de I'asthme et peut rendre
les patients moins sensibles au traitement pargliecocorticoides (Chalmers et al., 2002;
Chaudhuri et al., 2003; Lazarus et al., 200Bxposition prénatale ou post natale a la fumée
du tabac est associée a des effets nocifs messirdote un plus grand risque potentiel a

développer des symptémes de type asthmatique eésupsdmieres années de vie de |'enfant.

Le réle de la pollution asmosphérique dans le déblement des symptémes d'asthme reste
controversé (WHO/NHLBI workshop report, 2009; Amsan Thoracic Society., 2000). Les
enfants élevés dans un environnement pollué onfamation pulmonaire diminuée (Gauderman

et al., 2004), mais la relation avec le développerme 'asthme n'est pas apparente.
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Le r6le de l'alimentation, en particulier, en relatavec le développement de lI'asthme, a
fait I'objet de nombreuses études. En généraldtas nées révélent que les nouveaux-nés
nourris au lait de vache ou avec des protéinestai&géont une incidence plus élevée de
respiration sifflante dans leur petite enfance mpport & ceux nourris au lait maternel

(WHO/NHLBI workshop report, 2009).

B. REACTION INFLAMMATOIRE ASTHMATIQUE
1. Introduction des allergenes et phase d'induction

Les cellules dendritiques (DC) conventionelles empnt de nombreux récepteurs de
reconnaissance des pathogénes (PRR) dont les eécepioll-ike (TLR), domaine
d'oligomérisation de fixation des nucléotides et decepteurs lectine de type C (Sandor and
Buc, 2005a; Sandor and Buc, 2005b; Sandor and B@5¢c; Suarez et al., 2008). Comme la
plupart des allergénes inhalés sont contaminés desr lipopolysaccharides (LPS) et
peptidoglycanes, ils peuvent exercer des effetsvadjs en activant les DC. Etant donné que de
nombreux allergénes, notamment Derp2, sont mendwda famille des protéines de liaison
des lipides MD2-like et que plus de 50% des alleegémajeurs sont des protéines liant des
lipides, cette similarité pourrait aussi expliglienmunogénicité de ces allergenes. En I'absence
de contamination des ligands de TLR, certainsgiitees peuvent activer les DC en déclenchant
des récepteurs activés par des protéase (PAR3ofis présents sur les cellules épithéliales,
fibroblastes, cellules musculaires lisses, cell@adothéliales, et sur un certain nombre de
cellules inflammatoires. En dehors des effet séatl’' d'activation des DC, les PAR sont
également impliqués dans la prolifération des Edlmésenchymateuses participant ainsi ainsi

au remodelage des voies respiratoires (Berger, &04l1).

La stimulation des TLR et des PAR conduit aux émn@ms qui aboutissent a la

production de chimiokines qui attirent les éosinleghles neutrophiles, les monocytes et les DC

17



dans les voies respiratoires et a la productionytiikines qui peuvent induire la maturation des
DC et la polarisation Th2 (Kiss et al., 2007). Dagate phase initiale, les cellules résidantes des
voies respiratoires et aussi les cellules recruséesetent de nombreux médiateurs chimioactifs
(Fig.3). La lymphopoiétine stromale thymique (TSLP), factde croissance granulomonocytaire

(GM-CSF), l'interleukine (IL)-25 et IL-33 représent les plus importan{gig.4).
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Figure 3. Schéma récapitulatif des acteurs cellulaires ééontaires impliqués dans 'asthme

TSLP est une cytokine caratérisée récemment avedonie capacité de modulation des
réponses immunitaires. La cytokine est fortemeptigée dans les cellules épithéliales des voies
aériennes des patients asthmatiques (Hammad anbrécity 2008; Liu et al., 2007). Les DC
stimulées par TSLP favorisent la différenciatiors dellules T pour produire des cytokines de
type Th2 et produisent des chimiokines CCL17 (TAREC)XCL22 (MDC) pour recruter ces
cellules (lto et al., 2002; Wang et al., 2006; Barri?008a; Holgate and Polosa, 2008). Il a été
démontré que TSLP pouvait induire la différenciafid2 a partir des T CD4+ naifs directement,

en l'absence des DC conduisant a la productiordd@@mori and Ziegler, 2007). En dehors de



ses effets sur les DC et sur les cellules TCD4¥a®iTSLP pourrait également activer les
mastocytes pour produire des cytokines effectraes réponses Th2 (Holgate and Polosa,
2008). Les souris déficientes pour le gene de T8&Rparviennent pas a développer une

réponse Th2 (Adcock et al., 2008).
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Figure 4. Cytokines impliquées dans l'initialtion de la répeimmunitaire dans I'asthme.
Adapté d'aprés Zhet al. Nature Reviews Immunology 2010
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GM-CSF est une autre cytokine importante qui estipite par les cellules épithéliales
des voies respiratoires a l'exposition aux alleegeprotéolytiqgues. D'autres sensibilisants
connus pour leur capacité d'induire des répons@stéhes que les particules de diésel de gaz
d'échappement, les particules de l'air ambiantaduimée de cigarette peuvent également
induire la libération de GM-CSF par les cellulestiégiales (Bleck et al., 2006). GM-CSF
stimule la prolifération et la différenciation desecurseurs des neutrophiles, des éosinophiles
et des monocytes. Il active également fonctionrmediet des formes matures correspondantes
et peut induire la libération de métabolites deidia arachidonique et la production accrue de

produits intermédiaires réactifs de I'oxygene (RBIIgate and Polosa, 2008).

IL-25 (IL-17E) est produite par des cellules épitiés ainsi que d'autres cellules
innées, comme les éosinophiles, les basophilegsetymphocytes Th2. Dans un modele
d'asthme expérimental, IL-25 ARNm est exprimé dasspoumons et le blocage de I'lL-25
par le récepteur soluble réduit le recrutementé@esnophiles et des cellules Th2 dans les
voies respiratoires. En revanche, la surexpresdgien I'lL-25 dans le poumon ou
'administration systémique de I'lL-25 aux sourrgjuit une hyperéosinophilie sanguine et
une augmentation des taux sériques d'IgE et augn@rmiroduction de cytokines Th2 et le
recrutement des éosinophiles dans les voies aésg@ppmann et al., 2000). Le récepteur de
I'lL-25, IL-17RB, est fortement exprimé sur les lyhocytes INKT CD4 (+) naifs et activés.
Des cellules INKT IL-17RB (+) produisent de grandgeantités de cytokines Th2,

substantiellement augmentées par la stimulatio?5ll(Stock et al., 2009).

Des travaux expérimentaux ont montré que dans ogi@se d'induction, les
mastocytes résidant dans les voies respiratoires activés sous l'effet de TLSP libéré
essentiellement par les cellules épithéliales. Aayrsous cet effet, les mastocytes produisent
et libérent des cytokines (IL-5, IL-6, IL-13) masas de médiateurs préformés contenus dans

leurs granules (Allakhverdi et al., 2007a). Aussinsl cette phase initiale, plusieurs
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chimiokines comme IL-8, TARC, MDC, éotaxine, GM-C8Faussi IL-5, IL-3 sont libérées,

et par conséquent, plusieurs types cellulaireslu{esl T, éosinophiles, basophiles
essentiellement) seront produits et recrutés dansmudqueuse bronchique. Le rble dans le
développement de l'asthme de ['lL-33, autre cy®kproduite aussi par les cellules

épithéliales sera présenté en détail dans la Farn@nte.
2. Phase de réaction asthmatique
a. Acteurs cellulaires

Cellules épithéliales des voies respiratoires

Si les cellules épithéliales des voies aériennes@mnues pour jouer un réle important
dans l'immunité innée comme barriere physiques et maintenant reconnues comme des
cellules fondamentales dans le développement gessés allergiques. Par leur aptitude a
produire des cytokines (IL-25, IL-33, TSLP surtoiles sont activement impliquées dans le
développement des manifestations d'asthme d'unéermaadirecte, indépendamment des
cellules Th2 (Barrett and Austen, 2009). Les prew/accumulent suggérant que I'épithélium
des voies respiratoires des sujets asthmatiquesergeé des anomalies phénotypiques et

fonctionnelles comparé a celui des sujets non adthoes.

Conceptuellement, I'épithélium bronchique est dams position unique pour traduire les
interactions géenes-environnemddéns des circonstances normales, I'épithélium fameebarriere
trés stricte presque imperméable et présente aneacapacité de réparation en cas de blessure.
Il est maintenant clair que dans l'asthme, I'éjithiebronchique est plus fragile, avec une perte
facile de cellules cylindriques en raison des pestions a la fois des jonctions serrées et des
desmosomes (Barbato et al., 2006). La perméabditéepithélium asthmatique est augmentée,

conduisant a un meilleur accés des allergenesémhaés polluants, et d'autres irritants pour les
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cellules basales et les tissus des voies respamtaus-jacentes. Cette perte de fonction detearri
peut refléter une anomalie génétique. L'associatiopolymorphisme du gene profilaggrine sur le
segment chromosomique 1913 et l'asthme a étéed€¥iiig et al., 2006a). Filaggrin et le S100

s 7

protéine sont impliquées dans le maintien dedt&épithéliale des voies respiratoires.

L'atteinte de I'épithélium bronchique est carastigjue des patients asthmatiques. Dans
I'asthme, non seulement les épithéliales sont pdnsibles aux dégats, mais les processus
de réparation sont également compromis (Knight &tudgate, 2003; Holgate, 2008).
L'épithélium des voies respiratoires dans les lésplronchiques chez des patients souffrant
d'asthme exprime moins le marqueur de prolifératR®@NA (proliferating cell nuclear
antigen), ce qui traduit une expression accrue2avpf, un inhibiteur de kinase qui régule
négativement la croissance cellulaire (Puddicontbal.e2003). Pourtant, une autre étude a
rapporté une potentialité proliféerative des ceBulpithéliales plus importante, associée a

forte expression de 'ARNm des PCNA (Kicic et 2006).

Une fois les cellules épithéliales endommagéegtdeessus de réparation se déclenche.
Toutefois, la réparation entraine la productiome'wariété de cytokines et de facteurs de
croissance dont les effets cumulatifs constituestdhangements structuraux caractéristiques

de l'asthme, surtout dans les formes plus chrosigueéveres.

La prodution de cytokines et chimiokines par ldgiles épithéliales représente également un
des domaines de recherches actuellement tres potifsrépondre non seulement a la question
concernant la pathogénese de l'asthme, mais aussilea du développement des réponses
immunitaires proallergiques de type Th2 (Barrett Auisten, 2009). Les cellules épithéliales des
asthmatiques présentent un niveau anormal d'ekprespontanée de certaines cytokines et

chimiokines comme GM-CSF, IL-8, IL-6, prostaglandin ainsi qu'apres stimulation par des

22



cytokines Th2 ou des facteurs environnementaux i€Bast al., 1995; Nakamura et al., 1996;
Chung, 2006). Les anomalies des cellules épitlsliglourraient étre intrinséques chez les
sujets prédisposés a l'atopie parce que certaiaesed anomalies sont conservées apres

plusieurs passages successifs en culture.

Sous la stimulation des allergénes et/ou des mesr@birus, bacteries, champignons),
des particules stimulantes, les cellules épithediéibérent les cytokines comme TLSP, IL-25,
GM-CSF qui déclenchent et amplifient les réponsasitnitaires caractéristiques (Hammad

and Lambrecht, 2008; Barrett and Austen, 2009).

Mastocytes

Les mastocytes ont un rble clé dans l'asthme.olld soncentrés dans les tissus de la
muqueuse et sont recrutés a la surface des vaiesiaes par le facteur de cellules souches
(SCF, ligand de c-kit) libéré par les cellules Eflinles. CXCL8 et CXCL10, produits par les
cellules musculaires lisses des voies aériennad, isgportants dans le recrutement des
mastocytes en agissant avec leurs récepteurs, EBREZKXCRS3, respectivement. Inversement,
les mastocytes sécretent CCL19 qui, par son réce@ER7, stimule la migration des cellules
lisses bronchiques et contribue a hyperplasie dissles lisses (Kaur et al., 2006).

L'activation des mastocytes, en particulier par l&eepteur de haute affinité des IgE
(FceRI), conduit a la dégranulation et la libératiorhistamine, tryptase et d'autres
protéases, I'héparine et certaines cytokines (&NIAL-4 et I'IL-5), et induit également la
synthese de médiateurs eicosanoides (LTC4, LTDEALPG2 et TXA2), la transcription
de cytokines et de chimiokines qui seront sécréléeant une période maximale de 72 heures
apres l'induction de cette réponse (Okayama e@D3). Ces médiateurs sont de puissants
agents bronchoconstricteurs et augmentent la péiltéamicrovasculaire. Le blocage des

IgE a l'aide de l'anticorps monoclon@malizumabconduit a l'atténuation marquée de la
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bronchoconstriction induite par les allergenes (@ngl., 2005). PGD2 et LTD4 interagissent
avec les récepteurs de surface cellulaire surdsm@philes, les macrophages, les basophiles,
les mastocytes et les cellules Th2. Ces médiatearg libérés également par divers

déclencheurs environnementaux.

Plusieurs études ont décrit l'implication des nmagas durant la pathogenése de
l'asthme (Taube et al., 2004), méme si d'autrededtont montré que les caractéristiques de
I'asthme peuvent se développer en I'absence deaytest ou d'IgE (Kraneveld et al., 2005).
Dans un modéle murin d'asthme chronique, il a &étré que l'exposition a de multiples
antigenes entrainait une activation des mastoéytadfois via une voie dépendante de +cR
(via les IgE et/ou les IgG1l) et indépendante deyFdRette activation des mastocytes
contribuerait a la majoration d'une hyperréactivitéonchique et a une inflammation
chronique, y compris a l'infiltration des éosindphi et des lymphocytes et une hyperplasie
des cellules gobelet (Yu et al., 2006). Les maséscgont également une source importante de
métalloprotéinases de la matrice 3 et 9 (MMP-3, MBJRyui, par leur interaction avec les
protéines de la matrice et les protéoglycaneségalement été incriminées dans le remodelage
de la paroi des voies respiratoires (Wenzel et28003). D’autres études ont proposé que le

développement de la phase tardive de l'asthmeepéiss dépendante du TNMproduit par

les mastocytes (Kim et al., 2007).

Basophiles

Les basophiles sont des granulocytes qui provigndes progéniteurs CD34+. lIs
complétent leur maturation dans la moelle osseusegn sortent sous leur forme mature. Si
les mastocytes résident dans les tissus, les béesoglrsont tres peu présents. Les basophiles
ont une demi-vie courte de quelques jours enviBien que les basophiles aient été souvent

décrits comme des cellules inflammatoires cirddargui apparaissaient en réponse a une
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stimulation par les IgE, il a été montré que cdfules peuvent aussi s’accumuler durant
d’autres types de réponses immunitaires. Compte tienfaible pourcentage de basophiles
circulant dans le sang périphérique, il est posdijie le r6le de ces cellules soit sous-estimé
dans les conditions allergiques. Les basophilegtntétectés dans des biopsies bronchiques
de patients asthmatiques (Nouri-Aria et al., 20Képley et al., 2001). Il est admis que les
médiateurs libérés par ces cellules peuvent aves donséquences importantes voire
dramatiques pour les patients puisque une libéraaxrue d'histamine pourrait induire un
choc anaphylactique (Falcone et al., 2006). Il demgbe les basophiles soient les principales
cellules qui produisent I'lL-4 et IL-13 apres stiation allergénique et favorisent ainsi le
développement de la réponse TRR).5). En outre, il a été démontré que, par liaisonedes|
récepteurs FaRI avec les IgE, les basophiles sécretent de BllgRi a des effets sur les
cellules Th2 mémoires (Wang et al., 2006). Des iaites actives produisent également le
TSLP (Min and Paul, 2008). Les basophiles ont wmession élevée des récepteurs de I'lL-33
T1/ST2 et produisent de I'lL-4, de I'lL-6, de Il3 et de I'histamine en réponse a cette
cytokine (Schneider et al., 2009a; Kondo et alQ8). Les basophiles peuvent également
amplifier les réponses Th2 en produisant de I'hista qui inhibe la réponse Thl (Schneider
et al., 2004). L’histamine favorise le développetraas cellules Th2 (Sirois et al., 2000) et la
production d'IL-5, IL-13 et IL-10 par les celluldh?2 (Osna et al., 2001).In vitro, les

basophiles sont capables d'induire la commutatiofisbtype a IgE sur des cellules B.

Un anticorps spécifigue des basophiles, Bal03,canménent été généré. Une seule
injection de cet anticorps est suffisante pour é@plles basophiles en périphérie pendant 10
jours mais n'a aucun effet sur les mastocytes (Betkal., 2008). La déplétion des basophiles

peut réduire considérablement la réponse de tyReamtiparasitaire.
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Tres récemment, des études distinctes ont démqgowdes basophiles expriment les
molécules du complexe majeur d’histocompatibiliéétype Il et peuvent, en I'absence de DC,
présenter les antigenes aux cellules T CD4 naiiveisro etin vivo, confirmant le réle majeur
des basophiles dans les réponses immunitaires e Th2 et leur conférant une place

majeure en tant que cellules présentatrices dad&me (Wynn, 2009).

Allergénes
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Eosinophiles

L'inflammation qui se produit dans l'asthme estveotl décrite comme éosinophilique.
Les éosinophiles sont présents non seulement dgrardi des voies respiratoires, mais aussi

dans I'asthme mal controlé dans les expectoragotes liquide de lavage bronchoalvéolaire
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(Holgate and Polosa, 2008). Ces cellules sont t&esua partir de la moelle osseuse en tant
gue précurseurs sous les effets de facteurs iriclkR@D2, leucotrienes (LT), cytokines et
chimiokines (IL-3, IL-5, GM-CSF, éotaxine 1, 2 etBANTES) (Holgate and Polosa, 2008;
Sehmi et al., 2003). Plusieurs cytokines régul@asinophilie. Dans une premiére étape, la
stimulation de la production et la mobilisation d&ssinophiles de la moelle osseuse est
principalement contrdlée par I'lL-5, des chimio&intelles que RANTES/CCLS5 et I'éotaxine,
tandis que I'lL-4 et I'lL-13 interviendraient pdiawvoriser la transmigration des €osinophiles a
partir du réseau vasculaire vers les compartimisgalaires en augmentant I'expression des
molécules d'adhésion de l'endothélium (Woltmanralet 2000). Le leucotriene B4, les
leucotrienes cystéinyl (LTC4, LTD4 et LTE4) et laogtaglandine (PG) D2 interviennent
également dans l'accumulation et la migration dssnéphiles (Fujishima et al., 2005). Une
fois présents dans les tissus, les éosinophilegilooent a la manifestation des symptémes
par le relargage de leurs granules contenant difftérmédiateurs proinflammatoires comme
MBP (major basic protein) ECP (eosinophil cationic protein)EDN (eosinophil-derived
neurotoxin) et EP (eosinophil peroxydase)ls ont également la capacité de générer des
médiateurs eicosanoides tels que la prostacyci@I2) et les leucotrienes. La MBP
provogque une dégranulation des mastocytes etdealilon d’histamine et de leucotrienes qui,
a leur tour, vont causer une bronchoconstrictiontliBnberg, 1998). Elle induit aussi un
dysfonctionnement des fonctions vagales au nivesurécepteurs muscariniques (Piliponsky
et al., 2001). A l'activation, les éosinophilesélient des superoxydes qui potentiellement
induisent des Iésions tissulaires et égalementygekines et des chimiokines (Maddox and
Schwartz, 2002). Il a été récemment démontré qibld des éosinophiles modulait les DC
pour amplifier la réponse Th2 en stimulant TLR21fyat al., 2008). Par la capacité a générer

des TGFB et induire la prolifération des fibroblastes, lnthése du collagéne, et la
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maturation des myofibroblastes, ils contribuentl&dgant au remodelage tissulaire bronchique

(Williams and Jose, 2000).

Bien que le rble effecteur des éosinophiles ait r@ntré dans différents modeles
expérimentaux d'asthme, il existe des argumentgesaigt un role protecteur de ces cellules dans

la défense de I'hote tel qu'il a été montré dusastinfection par le RSV (Rosenberg et al., 2007).

Neutrophiles, monocytes et macrophages

Certains asthmatiques ont des neutrophiles dans lexpectorations. En général,
asthme associé aux neutrophiles tend a étre giase, probablement a cause de la

destruction tissulaire accrue et du remodelagevdies aériennes (Holgate and Polosa, 2006).

Le nombre des monocytes et des macrophages dapsuesons des patients atteints
d'asthme est augmenté. lls sont dérivés de morsciytilants qui migrent vers les poumons
en réponse a l'action chimiotactique des chimiakieés que CCL2 (MCPL1), agissant sur le
CCR2, le CXCL1 (GRQ@), et sur le CXCR2 (Sandor and Buc, 2005c). Biea cgs cellules
constituent une source de leucotrienes, de RQluee variété d'enzymes lysosomales, leur
réle précis dans des lésions tissulaires et damattaogenése de l'asthme reste a élucider.
Dans l'asthme réfractaire a la corticothérapie, nesnocytes et les macrophages sont

considérés comme ayant un role important (Loké. e2@06).

Lymphocytes T

Les cellules T activées jouent un réle importamsdasthme. Pendant une longue période,
la réponse des lymphocytes T dans l'asthme atém@réiée dans le cadre du fameux paradigme
Th1/Th2 dans lequel le développement des cellut@sebt considéré comme capital et essentiel
dans le développement de I'asthme allergique. ticipation des cellules T dans la pathogenese
de l'asthme allergique a été élargie pour inclareohtribution des cellules T régulatrices (Treg),

des lymphocytes NKT et de la sous population T albewent décrite, Th17.
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« Lymphocytes Th2

Les cellules Th2 jouent un rble central dans Hmfination allergique. Une fois
coordonnées et stimulées, elles augmentent I'esipresd'un cluster de geénes sur le
chromosome 5¢31-33 comprenant les genes codaig, lill-4, IL-5, IL-9, IL-13 et GM-CSF.
Ces cytokines sont impliquées dans la commutatienclksse d'immunoglobulines des
cellules B vers la synthese d'IgE (IL-4 et IL-18) recrutement des mastocytes (IL-4, IL-9 et
IL-13), et la stimulation, maturation des éosindghi(IL-3, IL-5 et GM-CSF) et des
basophiles (IL-3), cellules effectrices esserdgellle la réponse allergique (Barnes, 2008a).
Les cellules Th2 différenciées sont recrutées tlasgte inflammatoire par la production des

chimiokines CCL1, CCL2, CCL11 et CCL17 (TARC) (Tey2000).

Le facteur de transcription GATAS est crucial ptaudifférenciation des cellules Th2,
des cellules T naives et la sécrétion de cytolileetype Th4Fig.6). L'expression de GATA3
est controlée par STAT@ignal transducer and activator of transcriptiof, §ui est induit

par la liaison de I'lL-4 & son récepteur (Barn€§8b).
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Le facteur de transcription essentiel pour la wifiéiation des cellules Thl est T-i{Eig.6).
L'expression de T-bet est contrélée par STATL, iinghar la liaison de I'lFN¢ a son
récepteur. Lorsqu'il est phosphorylé, T-bet peagssicier a GATA-3 et inhiber sa fonction.
L'IL-27 augmente également I'expression de T-bgiagtconséquent diminue la fonction de

GATA-3 (Barnes, 2008a).

« Lymphocytes T réqulateurs

Il existe des arguments attestant I'existence djpmygulation de cellules T régulatrices
(Treg) qui se sont développées durant la maturatescellules T dans le thymus (appelées
cellules T régulatrices naturelles) ou en réponsme stimulation particuliére en périphérie
(cellules T régulatrices induites) (Bluestone anbds, 2003). Les Treg dites naturelles
constituent 5 a 10% des lymphocytes CD4+ de lappérie. Ces cellules expriment
constitutivement et fortement la molécule CD25I(tes T CD289"), la molécule CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen-4), le GITR (gluaoticoid-induced tumor necrosis factor
receptor) et le facteur de transcription Foxp3 Kii@ad box protein 3) (Nomura and
Sakaguchi, 2007). Contrairement aux autres cellll€D4+, ces cellules ne proliferent pas
et ne produisent pas de cytokines lorsqu’elles sbmtulées avec un antigemevitro, mais
suppriment la prolifération et la production deogyhes par d'autres cellules T appelées
effectrices. Le marqueur CD25 n’est pas spécifidgiees cellules car il est aussi exprimé par
les CD4+ activées, tout comme GITR et CTLA-4. Um buarqueur phénotypique est le
facteur de transcription FoxP3, puisque la suppessu la réduction de FoxP3 abroge leur
capacité suppressive et inversement, I'expressiiopiue de la molécule FoxP3 aux
effecteurs CD25confere des propriétés suppressives a ces cellatedenot et al., 2003).
Des travaux récents ont montré que I'expressior-obeP3 inhibe le développement des
cellules effectrices produisant de I'lL-17 (Th1® empéchant I'expression du facteur de

transcription RORA (Zhou et al., 2008). L'expression du facteur F&xd3t lui-méme inhibé
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par l'expression du facteur de transcription de$ THbet ou du facteur de transcription des
Th2 GATA3 (Wei et al.,, 2007; Mantel et al., 200Des cellules FoxP3+ exercent des
fonctions suppressives via la production de cytegirtelles que I'lL-10 et le TGB-
(Nomura and Sakaguchi, 2007; Sakaguchi and Po20i@7). Il a été montré que ces cellules
exercent également des fonctions suppressivesavigrdduction d’IL-35 (Collison et al.,
2007a). Ces cellules peuvent exercer leur fonctiodgulatrices sur différents types
cellulaires, directement ou via des effets surD€s Les cellules T CD2%" peuvent aussi

supprimer directement les fonctions effectricesrdastocytes (Gri et al., 2008).

A la différence des effets des lymphocytes T rdguid naturels non spécifiques de
l'allergene, les lymphocytes T régulateurs ditglliits” limiteraient les réponses allergiques par
des actions spécifiques de l'allergéne. Chez laisoles cellules T déja converties a la
différenciation d'une lignée effectrice (Th2, Thbi) au phénotype mémoire, préservent encore
leur plasticité et, dans certaines conditions, qademt se redifférencier pour exprimer FoxP3 et
adopter un phénotype régulateur (Kim et al., 2@0Bpki et al., 2008). Une étude récente a
proposé une classification du pool des celluleség@ulatrices humaines en trois sous
populations, CD45RAOXP3 (Treg quiescent), CD45RROXP3' (Treg activé) et
CD45RAFOXPZ (Treg induit). Cette derniére population pourrsét redifférencier des
cellules T mémoires en périphérie (Miyara et 009. Il a été suggeéré que le déclenchement
de I'asthme chez 'homme pourrait étre lié a uretiypement insuffisant des lymphocytes T
régulateurs ou/et une inhibition de leur fonctidtrovoost et al., 2009; Mamessier et al.,
2005; Robinson, 2009). Inversement, des travaurntécmontrent que l'immunothérapie
spécifique utilisant l'allergéne impliqué dans thase pourrait induire des cellules T
régulatrices produisant de I'lL-10 (Trl), ce qunduairait a une atténuation de l'inflammation
allergique(Francis et al., 2008; Radulovic et al., 2008; Akdnhd Akdis, 2009; Mobs et al.,

2010; Larche, 2007; Bohle et al., 2007). Toutefdiautres études récentes sur des protocoles
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utilisant des adjuvants comme les motifs CpG, orintré des avantages cliniques
indépendants de la production d'IL-10, indiquan¢ glautres mécanismes sont mis en jeu
dans cette situatioNagata and Nakagome, 2010). Des recherches suppigimes portant
sur la différenciation dynamiquea vivo des Treg dans l'interaction avec d'autres pojulsati
cellulaires ainsi que sur le réle de différenteasspopulation de Tregs en immunothérapie

dans le contexte de la maladie asthmatique sooremécessaires.

* Lymphocytes NKT

Les lymphocytes NKT (Natural Killer T) constituammie sous-population de lymphocytes
T qui exprime a la fois des marqueurs de T et de G cellules sont soit CD4+, soit CD4-
CDB8- et une petite population de NKT humains esB€0ls expriment un TCé&B avec une
chainea invariante. Chez la souris, la chaine invarianieT€R de ces cellules est de type
Valdhl8 alors que chez I'homme, ils expriment la chalin@4h18 (Park et al., 2000). On
suppose que le ligand endogene qui assure laisélest I'isoglobotrihexosylcéramide (iGb3),
un produit de dégradation de lipides de la membi@&ig7). Les NKT répondent a des
antigenes glycolipidiques présentés par la moléCél de classe | non polymorphique CD1d,
en produisant rapidement de grandes quantités wé&imgs telles I'lL-4, I'lL-13, I'L-10 et

I'FN-y (Park et al., 2000).

Récemment, I'équipe de Trottein a démontré queiaoon des DC par les agonistes des
TLR7/8 et TLR9 induisait la production d’'IFN de &p et de glycosphingolipides, deux
phénoménes nécessaires a I'activation des lymp®dyKT (Vanhoutte et al., 2008). Premiére
indication que les agonistes des TLR peuvent indi@kpression de(s) ligand(s) endogéne(s) des
lymphocytes NKT, ce travail permet de mieux appnéee le paradoxe entre le répertoire TCR

restreint de ces cellules et leur implication dédesssituations infectieuses treés variées.
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Par la production rapide de cytokines, ces cellgesvent inhiber ou amplifier les
réponses immunes. Des observations expérimentatesuggéré un rble délétéere des cellules
NKT dans le développement de l'asthme. Il a étpad@ que les souris déficientes pour les
cellules NKT développent un asthme allergique dameleur tres réduite (Akbari et al., 2003;
Lisbonne et al., 2003; Bilenki et al., 2004). Cesnkes ont été confortées par des observations
cliniques (Akbari et al., 2006; Hamzaoui et al.p@0Pham-Thi et al., 2006) ce qui a méme
conduit certaines équipes a proposer que les eglINKT pourraient étre l'acteur essentiel
responsable du développement de I'asthme (UmetsDealdruyff, 2010). Pourtant ces données
et arguments ne paraissent pas encore suffisantsépablir une conclusion. D’autres études
expérimentales ne confirment pas I'observation emant le réle indispensable des NKT dans

le développement des réponses d'asthme (Apostblly €999; Brown et al., 1996; Korsgren

33



et al., 1999). L'étude utilisant les souris défites pour Ig32-microglobuline, qui n'expriment
ni les molécules du CMH I, y compris le CD1d, rs keellules CD8 et NKT, a montré que
I'hyperréactivité bronchique n'est pas affectée zcloes souris (Zhang et al.,, 1996). En
revanche, une fois activées par-GalCer, ces cellules inhibent le déclenchementadéhme
(Morishima et al., 2005; Matsuda et al., 2005; Hmehet al., 2005) ce qui suggere leur réle

potentiellement régulateur.

Ainsi, le r6le spécifigue des lymphocytes NKT daasdéveloppement de I'asthme est
complexe. En effet, leur action dans le déclencheie la réponse asthmatique dépendra de leur

statut d’activation mais aussi des collaboratives @'autres populations T conventionnelles.

* Lymphocytes Thl7

En 2000, Infante-Duarte et coll. ont montré que deules T productrices d'IL-17
constituaient une population distincte des celldibs et des cellules Th2 chez les souris et
les humains (Infante-Duarte et al., 2000). Ivanioal eont identifie ROR4 comme un facteur
de transcription essentiel pour la différenciatiles cellules Th17 (lvanov et al., 2006). Chez
la souris, I'lL-23 est nécessaire a la differemarainduite par I'lL-6 et le TGPB-des cellules
Th17 (McGeachy and Cua, 200(Big.8). Chez 'homme, le réle du TGFest remplacé par
IL-1B. Il a été récemment décrit que I'lL-35, produitar pes lymphocytes T régulateurs
FoxP3+, supprimait la réponse des cellules Thligdfdla et al., 2007; Collison et al., 2007b).
Tres rapidement apres leur description, il a érm@aléré par I'étude des souris déficientes
pour le géne codant I'lL-17R que les cellules Thafaient indispensables a la phase
d'induction (sensibilisation) du développement dégonses asthmatiques expérimentales

(Schnyder-Candrian et al., 2006).
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Figure 8. Les cytokines impliquées dans le développemesntdiules Thl7.
Nature Reviews Immunology 2010

L'augmentation des ARNm de I'lL-17 et la sécrétlercette protéine dans les poumons,
le lavage broncho-alvéolaire (LBA) et le sérum gasients asthmatiques ont été montrées
(Wong et al., 2001; Molet et al., 2001). De plesniveau d'IL-17 est étroitement corrélé au
degré de sévérité de I'hypersensibilité bronchichez les patients asthmatiques (Barczyk et
al., 2003). L'IL-17 potentialise I'activation degbfoblastes, des cellules épithéliales et des
cellules musculaires lisses. Ainsi, I'lL-17 favarita production d'IL-6, d'IL-8, d'IL-11 et de
CXCL1/Graun par les fibroblastes bronchiques humains (Mole4lgt2001). La combinaison
d'IL-17F et d'IL-23 peut stimuler la production dsgokines inflammatoires telles que I'li31

et le TNFe par les éosinophiles (Cheung et al., 2008).

« Lymphocytes B

La production des anticorps IgE et le déclencherdestréponses allergiques

Les cellules B jouent un réle important dans letadias allergiques, y compris I'asthme
allergique, pour la synthése des IgE spécifiquesatiergenes sous l'influence des réponses
dérégulées a cellules Th2. Chez la souris, leskinge de type Th2, IL-4 ou I'lL-13,
stimulent la commutation isotypique vers l'lgGlvets I'lgE. Chez I'hnomme, I'lL-4, induit la

commutation vers l'lgE et vers un isotype d'lgGGA4Q qui interagit d'une maniére peu
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efficace avec les récepteursyFet active faiblement le complémeftable 12) Le contact

avec l'allergene dans la phase de sensibilisatidaiti la synthese par les cellules B des
anticorps IgE spécifiques de l'allergéne. Cettesphaet de deux a trois semaines pour se
développer pleinement Ces anticorps se fixent espaht a leurs récepteurs de haute affinité

(FceRI) présents essentiellement sur les mastocytes basophiles (DeFranco, 2009).

Table 12Sélection des isotypes d'anticorps chez la souris

Cytokine Isotype sélectionnés
IL-4 lgG1, IgE

IFN-y Ig2a

TGFH IgA, IgG2b

Lors d'un contact ultérieur avec l'allergene inHalééponse est déclenchée par le pontage des
molécules d'IgE liées aux R, ce qui entraine la dégranulation immédiate rdastocytes et des
basophiles avec libération des médiateurs dostathine et de protéases suivie par la syntheae et |
libération des médiateurs lipidiques et des cyaskimflammatoires peu de temps ayffég9). La
réponse inflammatoire précoce provoque le recrutemie nombreuses populations cellulaires, y

compris les basophiles, les €osinophiles et ledeelh2 aux sites inflammatoires.

@ médiateurs lipidiques @ transcription
prostaglandines de génes
leucotriénes de cytokines

inflammatoires
immunorégulatrices

@ dégranulation
histamine
protéoglycanes
protéases
TNF

Figure 9: L'activation des mastocytes déclenche une réaatlergique
Immunité Ed deboeck 2009
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Régulation de la synthése d'IgE

Le FeRII (CD23) est une protéine membranaire de tymgppartenant a la famille des
lectines de molécules d'adhérencesRit existe sous deux formes, CD23a et CD23b. Les
deux isoformes de CD23 se trouvent sur les cellBlete CD23a est exprimé de fagon
constitutive, alors que CD23b est induit par detefars tels que I'lL-4 et la combinaison de
CDA40L avec I'lL-4. Structurellement, CD23 présamieseul domaine transmembranaire suivi
d'un domaine extracellulaire. La liaison de CD23g& fournit un signal régulateur négatif &
la production d'IgE qui en fait arréter la synthdkamers and Yu, 1995). Le domaine
extracellulaire de CD23 est sensible a la protéplgsenduisant a la libération de fragments
solubles. ADAM10 est la principale protéase endeggui libére le CD23 soluble (Weskamp et
al., 2006). CD23 se lie aux IgE par lintermédialhen deuxieme ligand, CD21 (Aubry et al.
1994) et CD23 soluble est considéré comme un fadewegulation positive de la synthese des
IgE par la co-liaison aux IgE membranaires et a Li2a été montré que Der p 1, l'antigene
majeur des acariens clive de maniére sélective @D28/orise ainsi la synthése d'IgE (Schulz et
al., 1998). CD23 soluble se lie également a CDIDBA(Mac-1) et a CD11c¢/CD18 (CR4), ce
qui favorise la libération de médiateurs pro-inftaatoires comme ['lLf3, IL-6 et TNF4a. Les
complexes IgE-allergénes liés a CD23 exprimé pacddules B activées facilitent la présentation
des antigénes aux cellules T (Gould and Suttorg)2Q0nteraction entre CD23 et HLA-DR dans
la membrane cellulaire B est impliquée dans lesprart des complexes IgE-allergene-CD23 aux
endosomes, ou les peptides dérivés d'allergenest sgrargés dans les rainures des molécules
CMH (Karagiannis et al., 2001). Par ce procédécdiles B exprimant CD23 sont alors en
mesure de présenter une variété de peptides dostriectures sont parfois lointaines de celles

correspondant aux molécules des cellules B.
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Comme la synthese des IgE est dépendante desnegdliérées par les cellules Th2, elle
est régulée par les facteurs qui influencent leld@pement et les activités de ces derniéres. C'est
le cas par exemple des cellules Thl, Thl7, depHgoytes NKT, et des T régulateurs. Les
cellules épithéliales, les cellules dendritiques,basophiles participent également a la régulation

de la production des IgE par les cellules B.

b. Médiateurs de l'inflammation asthmatique

De nombreux médiateurs sont impliqués dans la ppgsiologie de I'asthme. lIs sont
sécrétés geéenéralement par différentes populatiogitulaires, et inversement chaque
population cellulaire sécrete plusieurs médiateGes molécules ont des effets multiples et
souvent redondants sur les voies aériennes ee¢sgellules présentes localement pour induire
des modifications pathologiques caractéristiquedadenaladie: oedéme, hypersécrétion de
mucus, recrutement des cellules immunitaires, h&stssulaires, hyperréactivité bronchique.
La multiplicité des acteurs rend tres difficiletdBlissement du rbéle de chacun de ces

médiateurs dans la physiopathologie de I'asthme.

Histamine

L’histamine est sécrétée essentiellement par lsspbales et les mastocytes. Elle a une
propriété bronchoconstrictrice puissante par stioraclirecte sur les récepteurs H1 exprimés
sur les cellules musculaires lisses. Elle entralmsi une extravasation vasculaire également
dépendante des récepteurs H1, et par conséquenbedeme muqueux qui participe a
'obstruction bronchique. Des recherches récentes identifié un réle déterminant du
récepteur H4 exprimé par les cellules immunita@tedu transporteur Oct3 dans la régulation
de I'histamine (Schneider et al., 2005). L'impocarde ces deux derniéres molécules dans

'asthme n’est pas encore clairement établie.
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Chimiokines

Le recrutement de cellules inflammatoires dans \eges respiratoires par des
chimiokines est un processus essentiel au dévelogute de l'asthme. Les chimiokines
agissent par lintermédiaire de leurs récepteuésifigues et sont fréquemment ciblées en

recherche thérapeutiqieig10).

L’expression de CCR3 par les mastocytes, les bassdhs éosinophiles et les cellules
Th2 et la production de ses ligands, CCL11 (éo®xilCCL24 (éotaxine-2), et CCL26
(éotaxine-3), sont augmentées dans l'asthme et ispiiquées dans le recrutement des

eosinophiles (Medina-Tato et al., 2006).

CCR4 est exprimé essentiellement sur des cellul®, Tais aussi sur une sous
population des cellules Th17, des cellules NKT, biesophilegFig.9). Le nombre de cellules
Th2 exprimant CCR4 ainsi que l'expression de sag gancipaux ligands CCL17 (TARC) et
CCL22 (MDC) dans les voies aériennes asthmatiqued augmentés aprés stimulation
allergénique (Kallinich et al., 2005; Panina-Borthg et al., 2001; Thomas et al., 2003).
Cependant, les souris déficientes en CCR4 ne piefdgras de changement dans le recrutement
des cellules dans les poumons ou dans l'inducgdthgperréactivité bronchique (Conroy et al.,
2003). Pourtant, des anticorps dirigés contre CGit1CCL22 ont été efficaces pour diminuer

l'inflammation dans des modeles animaux d'asthmed{iva-Tato et al., 2006).

CCR5 fonctionne comme un récepteur de chimiokinarie»é principalement sur les
lymphocytes Th1l, les macrophages, les cellulesrdenets mais aussi les cellules NKT. Les
chimiokines qui sont des ligands naturels de ceptéar sont MIP-4, MIP-13 et RANTES
(également connu sous le nom CCL3, CCL4, CCL5 mseenent). Dans un modéle animal
d'asthme, RANTES/CCL5 diminue linflammation desiegorespiratoires induite par les

allergénes (Thomas et al., 2003; Chvatchko e2@03).
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CCR8 est exprimé sur les cellules Th2. Les sowgficigntes en CCR8 ont une forte
réduction de linfiltration des éosinophiles et wiminution de I'hyperréactivité bronchique
induite par les allergenes. Des antagonistes de 8C&€Rde son ligand CCL1 ont été

récemment développés (Ghosh et al., 2006).

CCR2

CCR8 CXCR1/CXCR2
CCR4 CCR2 CCR4 CCR2
CRTH2 CRTH2 CRTH2 CRTH?2 CCR2 CCR2 CCRS
CCR3 CCR3 CCR3 CCR3 CCRS CCR4 CCR4 CCR5 CXCR1/CXCR2
€S 8 =% 86 & o
2k © - © ‘e
i i W ] w i
Eosinophile Basophile Mastocyte Cellule Monocyte/ Cellule Cellule Cellule Neutrophile
Th2 Macrophage Th17 NKT Th1

Figure 10.L'expression de CCR3, CRTH2, CCR4, CCR5, CCR8, ZERCXCR1/CXCR2 sur les principaux
acteurs cellulaires impliqués dans l'inflammatisthanatique

La molécule chémoattractante CRTH2 (chemoattractaptor-homologous molecule
expressed on TH2) est exprimée sur les cellules Tels aussi sur les mastocytes, les
basophiles, les éosinophiles, représente un ragegéehaute affinité pour la PGD2, et sert
ainsi de meédiateur pour la migration des cellulé®,Tdes mastocytes, des basophiles, des
eosinophiles vers les sites inflammatoires. De membantagonistes sélectifs CRTH2 ont été
développés et les résultats des essais cliniqguesaatendus avec intérét (Ly and Bacon, 2005;

Pettipher et al., 2007).

CXCL8 (IL-8) est une chimiokine importante pourdhimiotaxie et l'activation des
neutrophiles, et des macrophages. Cette chimickgiesur ses deux principaux récepteurs
(CXCR1 et CXCR2) dont elle induit fortement l'exgg®mn, essentiellement sur les
neutrophiles mais aussi, a un niveau plus faibtdesicellules NKT (Thomas et al., 2003).
L'expression de CXCR1/CXCR2 et de CXCL8 est augaemtans les biopsies prélevées
chez des patients souffrant d’asthme sévere. Degy@mistes de CXCR1/CXCR2 ont été
rapportés efficaces dans le traitement des exacambagraves ou chez les patients atteints

d'asthme séveére (Qiu et al., 2007).
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CCR2, qui est exprimé sur les monocytes et leshgtyies Th2, les mastocytes, une sous-
population de lymphocytes Th1l7, et a un faible aniveur les cellules NKT, est aussi une cible

pour la thérapeutique dans l'asthme (Barnes, 2004).
Leucotriénes

Ces médiateurs sont impliqués dans la maladie adithoe. lls sont synthétisés par
de nombreux types cellulaires. L'enzyme nécessaieur synthese est la 5-lipooxygénase
dont Il'activation induit la synthese de LTBguissant agent chimioattractant pour les
neutrophiles. Les LTC4, LTD4 et LTE4 qui ont tous effet bronchoconstricteur puissant
et induisent une hyperréactivité bronchique, audgerdnla perméabilité vasculaire et
stimulent la sécrétion de mucus. L'efficacité dagunistes spécifiques du LTD4 ou
d’inhibiteurs de synthese des leucotrienes a pedmidémontrer que les LT participent a la
bronchoconstriction induite par un effort ou l'esition a un allergéne chez les
asthmatiques. lls sont également efficaces dantests de provocation a I'aspirine, ce qui
indique que le LTD4 est un agent bronchoconstricteportant au cours de I'asthme a

I'aspirine. Actuellement, les leukotriénes congittile seul médiateur dont l'inhibition ait un

effet thérapeutique (Adcock et al., 2008; Leff, 20Dahlen, 2006).

Monoxyde d’'azote

Le monoxyde d’'azote (NO) est produit de fagcon dtriste dans les voies aériennes. Le
NO endogéne est le médiateur qui agit comme un $w@i la bronchoconstriction dépendant du
systeme cholinergique (Ward et al., 1993). Le Ngule également les mouvements ciliaires et
la perméabilité vasculaire (Barnes and Kharitord®86). L'augmentation de la production de
NO chez les asthmatiques a été décrite comme &taatiée a une hyperexpression de la NO

synthase inductible par les cellules épithéliales doies aériennes (Kharitonov et al., 1994).
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Cependant, l'inhalation breve de NO n’a qu'un effieonchodilatateur trés modéré chez
'asthmatique et linhalation d’inhibiteurs de laON synthase n'a pas deffet sur la
bronchocontriction chez les patients asthmatig¥eseg et al., 1995). Le NO exhalé pourrait

étre considéré comme un index de l'inflammationvidéss aériennes (Singh and Evans, 1997).

Dans la pathogénése de l'asthme, le NO est assdéésinophilie, et a I'inflammation
des voies aériennes (Bochner and Busse, 2005agBenbet al., 1997a). Le NO favorise la
différenciation des cellules Th2 et augmente ladpotion d’'IL4 tout en inhibant la
prolifération et la production d’IL2 et d’'IFN-par les lymphocytes Thl (Taylor-Robinson et
al., 1994; Chang et al., 1997). Le NO pourrait ipgrer a la réponse inflammatoire en se
combinant a des anions superoxydes pour aboutr farination d’ions peroxynitrites qui

peuvent avoir un effet toxique direct sur les va@ésgennes (Barnes and Kharitonov, 1996).

Cytokines
Les cytokines impliquées dans les réponses inflamirea asthmatiques ont été décrites
avec les cellules qui les produisent. Une attentiamticuliére a été donnée dans nos travaux au

réle de I'lL-33 que nous traiterons ici plus eradét

L’IL-33 est un membre de la famille de I'lL-1 récemant identifié comme le ligand
naturel de ST2, son récepteur {IRL1, T1, fit1, IL-33Rux) (Fig.11l). L’IL-33 est
synthétisée par les cellules épithéliales, pacédisiles endothéliales, les cellules musculaires
lisses et les adipocytes sous forme d'un précude®0 kDa (pro-IL-33). (Moussion et al.,
2008; Paul and Zhu, 2010). Il a été récemment ra@mue la cytokine est clivée vivo par

la calpaine pour libérer sa forme active de 18 ¢ayakawa et al., 2009).
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Son récepteur, qui existe sous forme transmembea(&ir2) et sous forme soluble
(leurre), est exprimé principalement sur les maséscmatures, sur les basophiles, les cellules
T CD4" Th2, les cellules NK et NKT chez la souris et chleamme (Smithgall et al., 2008;
Kondo et al.,, 2008b; Lambrecht et al., 2000). L'adstration d'IL-33 aux souris induit la
production d'IgE, d’IL-5 et d’IL-13 et s’accompagde changements histopathologiques dans
les poumons et dans le tractus gastro-intestinaVitto, I'lL-33 polarise les lymphocytes T
CD4" en une population de cellules T qui produisentltdes et de I'lL-13 en présence de
lantigene et d'APC. Cette polarisation nécessitemolécule ST2 et MyD88, et est
indépendante de I'lL-4 et de STATG6. Cette differatian est également dépendante de la
phosphorylation de la protéine kinase activée @amntitogénes (MAPK) et NKB, mais pas

de l'induction de GATA3 ou de T-bet (Schmitz et 2005; Kurowska-Stolarska et al., 2008).
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Figure 11.Représentation schématique des membres de lddatailL-1 et leurs récepteurs
Nature Reviews Immunology 2010
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Bien que I'expression de ST2 soit fortement augéeestir les cellules Th2, 'absence
d’'IL-33 n'affecte pas la différenciation des cedlsil Th2 ni leurs fonctions effectrices
(Hoshino et al., 1999a). Ces arguments suggerent'lit83 pourrait induire une population
de cellules T distincte des cellules Th2, et faaori la production dIL-5 et dilL-13
indépendamment de INL-4. Par ailleurs, un traitenpar I'L-33 des souris RAG2 déficientes
en cellules T et B, induit encore une hyperréa&ivironchique et une inflammation des
poumons identiques a celles des réponses asthmstilftveloppées sur des souris contrbles
de type sauvage. Cette évidence suggere d’une queet]a principale cible de I'lL-33 est
différente du lymphocyte Th2 et d’'autre part, qlle-33 favorise la réponse de cellules

innées résidant dans les voies respiratoires digaméponses inflammatoires asthmatiques.

Les cellules qui sont ciblées par IL-33 et pgrénot aux réponses de type Th2 ont été
identifiees comme les mastocytes, les basophéiesdllules NK et NKT et les cellules dendritiques
(Smithgall et al.,, 2008; Kondo et al., 2008b; Laedint et al., 2000; Rank et al., 2009;
Schneider et al., 2009b). L'étude des basophileshément isolés de la moelle osseuse qui
expriment ST2 constitutivement a montré que cdgleglrépondent a la stimulation par I'L-33 en
produisant une quantité substantielle d'histandiiie et d'lL-4 dans des proportions qui different

du profil des cytokines produites en réponse &8l{Kondo et al., 2008b; Schneider et al., 2009b).
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II. INFECTION ET ASTHME

A. DETECTION DES INFECTIONS PAR LES RECEPTEURS DE L'IMMUNITE INNEE
1. Récepteurs de reconnaissance des pathogenes

a. Famille TLR

Les récepteurs Toll-like (TLR), de par leur capadtdétecter des motifs moléculaires
conserves spécifiques des pathogenes (PAMP), jaureridle essentiel dans la mise en place
de la réponse immunitaire chez les vertébrés. @odsdout au long de I'évolution, les TLR
sont exprimés par un grand nombre de types celslaiconférant ainsi aux cellules, y
compris non immunitaires, la capacité a distindeesoi du non-soi. lls sont donc les premiers
détecteurs des infections tant bactériennes quadesirfongiques ou parasitaires et peuvent
orienter la réponse immune vers un phénotype tahelper (Th)l que Th2, Thl7 ou T
régulateur (Treg). Leur aptitude a activer lesutedl présentatrices de l'antigene (CPA),
notamment les cellules dendritiques (DC), placeréespteurs a l'interface entre 'immunité
innée et I'immunité adaptative. Décrits initialerhg@our leur capacité a induire une réponse
inflammatoire anti-infectieuse, la voie de sigratisn TLR/IL-1R est aujourd’hui connue pour
intervenir dans de nombreuses maladies y compnms dasthme ouvrant de nouvelles
perspectives dans le champ thérapeutique. Notile @trte essentiellement sur la modulation de
lasthme par la stimulation de la voie de signabsaTLR/IL-1R et notamment sur la place des

cellules NKT, des cellules T régulatrices, desuted Th17 et des basophiles dans cette pathologie.
Découverte et répartition des TLR

Les TLR sont des récepteurs transmembranaires e Itydont la spécificité est
déterminée génétiquement. Initialement décrits ¢thelzosophile, des analogues du récepteur
Toll sont aujourd’hui connus chez les plantes gieertébrés. Hautement conservés chez les

mammiféres, les TLR ont été décrits chez 'hommneleez la souris, exprimés par un grand
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nombre de types cellulaires. Jusqu'a présent, 12 LR fonctionnels ont été identifiés chez
I'homme et chez la souris, respectivement, aved l#&l a TLR9 conservés chez les deux
espéeces. Le TLR10 de la souris n'est pas foncli@gnnause d'une insertion des rétrovirus et les
TLR11 a TLR13 ont été perdus dans le génome hurbaiétudes de souris déficientes en TLR
ont démontré que chaque TLR a une fonction digtienttermes de motifs moléculaires (PAMPS)

gu'ils reconnaissent et de réponses immunitaidestes (Kawai and Akira, 2010).

Malgré quelques différences inter especes, lesleglhumaines et murines présentent des
profils d’expression de ces récepteurs semblaBlasni les TLR, les TLR3, TLR7, TLRS et le
TLR9 représentent les TLR exprimés sur les membramelosomiques et spécialisés dans la
détection des acides nucléiques microbiens tanagks lgs TLR1, TLR2, TLR4, TLR6 sont
présents sur la membrane cytoplasmique et détafgennotifs composants de paroi bactérienne

et des proteines de I'enveloppe virale (TregonmiSchwarze, 2010; DeFranco, 2009).

Les cellules phagocytaires et CPA professionnetiesnocytes/macrophages et DC,
expriment la quasi-totalité des TLR quoique sufédéntes sous populations. Ainsi, chez la
souris, les TLR1 a 6 sont présents esentiellemantes DC myéloides (mDC), alors que
'expression des TLR7 et TLR9 au niveau détectaslierestreinte aux DC plasmacytoides
(pDC). Les monocytes/macrophages, quant a eux,imregpt I'ensemble des TLR, a
I'exception du TLR3 présent préférentiellement sarsous type mDC (CR¥) (Muzio et al.,
2000). Les cellules B expriment également de nombid.R, de méme que les cellules T, les
cellules natural killer (NK), les lymphocytes T-NKvariants (iNKT), les basophiles, les

éosinophiles et les mastocytes (VaradaradjaloL, &093).

Outre les cellules immunitaires, les TLR sont pnésesur de nombreux autres types
cellulaires qui contribuent aux réponses inflamnnagy notamment les cellules épithéliales
des surfaces des muqueuses intestinales et resgisatjui sont a l'interface avec le milieu

extérieur (Wang et al., 2002).
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Reconnaissance des motifs moléculaires conserggsatlieogenes par TLR

Lors des infections bactériennes, le TLR4 seraépeétiellement activé par les
bactéries a Gram négatif via le LPHg12) alors que le TLR2 associé au TLR1 ou TLR6
répondra aux lipopeptides et a l'acide lipotéicheides bactéries a Gram positif (Hoshino et
al., 1999b; Ozinsky et al., 2000). Ces deux récepteoopéerent également entre eux et avec
d’autres TLR pour détecter des pathogéenes. Les TdtRA.R11 reconnaissent respectivement
la flagelline, composant principal des flagellesaybkshi et al., 2001), et les bactéries
uropathogénes (UPEC) (Zhang et al., 2004), aloesTJLR9 est stimulé par des motifs CpG
hypométhylés de 'ADN bactérien (Hemmi et al., 20Q0etude de la réponse immune induite
par la présence de Mycobacterium tuberculosis aemiévidence la participation de TLR2,

TLR4 et TLR9 (Abel et al., 2002; Quesniaux et 2004).

bactérie
Gram-négative

LBP-LPS

CD14

TLR4-MD-2

Figure 12.Le TLR4 reconnait les bactéries a Gram négatifeviaP S

Immunité Ed deboeck 2C
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Les virus stimulent également le systeme immumitaia différents TLR: les TLR2,
TLR4, TLR6 sont impliqués dans l'interaction deBubes hotes des protéines de I'enveloppe
virale, en particulier pour le cas du virus redpir@ syncytial (Kurt-Jones et al., 2000;
Murawski et al., 2009). L'acide ribonucléique daultdrin (ASRNA) de certains virus ou la
forme intermédiaire générée lors des phases deatépi virale active le TLR3 (Wang et al., 2004)
alors que les TLR7 et TLR8 reconnaissent I'ARN Maianple brin (ssRNA) (Heil et al., 2004)
et le TLR9 reconnaissent I'acide désoxyribonucléiggénomique viral (Lund et al., 2003). La
guestion de la discrimination entre acides nuckEsqendogénes et exogénes reste donc
ouverte mais il est possible d'imaginer que laington ne soit pas opérée au niveau des
TLR mais en amont, par d’autres molécules qui sataesponsables de l'internalisation et de
la dégradation de ces acides nucléiques, les reattas accessibles aux TLR qui a leur tour,

induiraient une réponse immunitaire, indépendantrdeneur nature.

Comme nous nous sommes intéressés au roéle denlalation de TLR7 dans I'asthme,
nous présenterons ici quelques données de latittérsur ce récepteur. TLR7 appartient a un
groupe des TLR spécialisés dans la reconnaissasxadaides nucléiques avec TLR3, 8 et 9.
TLR7 n’était précédemment connu que pour la recssaace de composés synthétiques.
Néanmoins il est désormais associé a la détectesn ARNsb viraux et impligué dans

certaines infections virales.

La famille des imidazoquinolines, agonistes syntjuéts de TLR7, a démontré leur
capacité a induire des cytokines inflammatoiresamonent I'lFNe. Les composés de cette
famille possedent une structure similaire aux acidgcléiques. Outre ses activités antivirales

par l'induction des IFN, ce composé a été testé famtivité anticancéreuse étant donné sa
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capacité a induire I'apoptose sur plusieurs typesceéllules. Par ailleurs, des composés
synthétiques non viraux mais analogues de ces ARB@mDMe le Poly(U) peuvent aussi

activer les cellules immunitaires via TLR7 (Diebeldal., 2004).

Le resiquimod (4-amino-2-ethoxymethyk-dimethyl-1H-imidazo[4,5- c]quinolin-1-
ethanol, R848,) est un analogue de I'imiquimodnduit 50 a 100 fois plus de cytokines
essentiellement Thl que son analogue (Megyeri.etl@b5). Le principal type cellulaire
activé par le resiquimod est la cellule dendritiqoais il est également capable d’activer
d'autres types de cellules telles que les monaclgsscellules NK (Hart et al., 2005). Il est
utilisé comme adjuvant de vaccination pour sostesfimulateur sur la réponse immunitaire

(Vasilakos et al., 2000).

Bien que TLR7 et TLR8 soient fortement homologuksgxiste une spécificité dans la
reconnaissance des ARNsb. Des études chez des défidentes pour TLR7 ont montré son
réle dans l'induction d’IFN de type | en réponsevaus A de la grippe et a celui de la stomatite
vésiculaire (VSV) (Lund et al., 2003; Diebold et @004). TLR8 reconnait préférentiellement les
ARNSsb riches en guanine et uridine dérivés du \HElil(et al., 2004).

L'activation de TLR7 recrute la protéine MyD88 doiime un complexe avec IRAK1,
IRAK4 et TRAF6. Cette derniere protéine va conduréactivation de NReB et d'IRF5,
IRF7. La stimulation de TLR7 induit différentes geide signalisation qui aboutissent a la
production de deux grands groupes de cytokineskows inflammatoires et IFN de type |.
La reconnaissance des agonistes se fait dans Senty mais la signalisation est cytosolique

comme pour tous les autres TLR.
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Figure 13 Représentation schématique des récepteurs deuifiité innée et des protéines adaptatrices conmporta
des domaines CARD, PYRIN et TIR. Abbréviations RToll-like receptor; RLR, RIG-like receptor; NLRod-like
receptor; CARD, Caspase recruitment domain ; LRfcine rich repeat; TM, transmembrance domain; TaR;IL-1
related domain; DD, Death domain; RIG-I, retinaiidanducible gene I; Mda-5, melanoma differertiatassociated
gene 5; Nod, Nucleotide-binding oligomerization @imrcontaining protein; Nalp, NACHT, LRR and P\
domain-containing protein; IPS-1, IFN-promotor stlator-1; Rip-2, receptor interacting protédn-ASC,
apoptosis-associated speck-like; MyD88, myeloifewdiftiation primary-response gene 88; Mal, MyD@8gor-like
protein; TRIF, TIR-domain-containing adaptor proténducing IFNB; TRAM, TRIF-related adaptor molecule.

Adapté d'aprés Wertst al. Cell death and differentiati®906.

Outre les TLR qui détectent efficacement les coraptssmicrobiens a I'extérieur des
cellules et a l'intérieur des endosomes, deux sufdireilles de récepteurs de I'immunité innée

ont été identifiés, les NLR (NOD-like receptors)est RLR (RIG-like receptorg}-ig.13).
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b. Famille NLR

Les membres de cette famille de molécules cytasedigont été regroupés pour leur
structure similaire qui comporte une région NACH@rmpettant la liaison de nucléotides et
l'oligomérisation et un domaine LRR en C-termirlannaissant les ligands (Kufer et al., 2005;
Ting et al., 2008; Chae et al.,, 2003). Les ligaddsces protéines intracytosoliques restent
largement inconnus. Certaines ont cependant étkquéps dans les réponses inflammatoires,
notamment NOD1 et NOD2 reconnaissant des composdntspeptidoglycane, lacide
diaminopiméliqgue et muramyldipeptide; Ipaf, la #me; NALP3, l'acide muramyldipeptide,
I'ARNdb et les ADN viraux et bactérierfBig.14) NOD1 a un spectre d'expression étendu y
compris sur les cellules épithéliales, NOD2 estrimy®e notamment par les macrophages et
cellules dendritiques mais aussi par les cellul&s el les cellules épithéliales de certains

tissus (Athie-Morales et al., 2008; Shigeoka et24110; DeFranco, 2009).
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Figure 14. Ligands bactériens des molécules NOD1, NOD2 etP@\Immunité Ed deboeck 2009

c. Famille RLR

Parallelement a la découverte de la famille NLR,ndenbreux travaux ont mis en
évidence l'existence d'une réponse anti-virale pehelante des voies TLR suggerant

I'existence de senseurs cytoplasmiques détectawings en cours de réplication, et identifiés
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ultérieurement comme appartenant a la famille ddg,Rlont font partie les protéines RIG-I
et Mda5 (Kang et al., 2002; Diebold et al., 2008n¥yama and Fujita, 2004; Yoneyama et
al., 2004). Dans les infections respiratoires, RE3t activée par les paramyxovirus, les virus
de la grippe, le virus respiratoire syncytial, @tnhétapneumovirus humain (hMPV), tandis
gue Mda5 est activé par les picornavirus commeHhemvirus (Fig.15). Les paramyxovirus,
les virus de la grippe sont également détectédaparolécule NALP3, de la famille NLR

(Tregoning and Schwarze, 2010; DeFranco, 2009).
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Figure 15. Détecteurs de linfection virale respiratoire.api® d'apreés Tregoningt al, 2010.RSV: virus

respiratoire syncytial; I1V: virus influenza; RVimbvirus; AV: adenovirus; HMPV: métapneumovirus laim
2. Signalisation des TLR

Les voies de signalisation décrites ci-dessougt@nparticulierement bien documentées
mais restent assez générales. En effet, ellesnaeme pas compte de la grande diversité des
réponses observéas vitro etin vivo aprés stimulation des TLR. De nombreuses études se
sont attachées a déterminer les spécificités dies \em aval des différents TLR. L'objet de
notre étude n’étant pas leur description détaille®)s ne décrirons pas cette incroyable

complexité d’interactions protéiques.
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Figure 16. Les deux grandes voies de signalisation décritedesuCPA: La voie dépendante de MyD:
utilisée par tous les TLR a I'exception de TLR3aetoie dépendante de TRIF utilisée par TLR3 et ZLR
Cell signaling technology 2010

a. La voie en aval de MyD88

Cette voie d'activation conduit a la libération ME-xB qui migre dans le noyau et
initie la transcription des genes codant pour skines proinflammatoires et les IFN de
type | (Wang et al., 2001). MyD88 participe égaleme la liberation du facteur de
transcription AP-1 (Wang et al., 2001), a I'activatde différents membres de la famille des

IRF, IRF5, IRF7 (Kawai et al., 2004; Kawai and Akir2005). En aval de TLR7, 8 et 9,
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MyD88 est nécessaire a l'activation d'IRF7. Cesstrécepteurs sont tres présents sur les cellules
dendritiqgues plasmacytoides. Sur cette populat@lulaire, I'activation d'IRF7 induit la forte
production d’'IFN« (Kawai et al., 2004). Il a été montré égalemerd RF1 était activable par
MyD88 , ce qui permet sa translocation nucléaiténduction des génes de I'lFRI-de I'lL-12p35

et de la NO synthase inductible (Negishi et alQ&0L'activation de la voie dépendante de
MyD88 induit la transcription de nombreux genesgatains d'entre eux ont un réle crucial
dans la modulation de transcription NF-kB-dépeneléhity.16). Les protéineskB 1kB( et
C/EBR agissent en collaboration avec NF-kB pour fawsria production de I'lL-6 alors
que kB-NS supprime l'induction de I'lL-6, et du TNFen modulant la liaison de NF-kB p65

a son ADN cible (Kawai and Akira, 2010).

b. La voie en aval de TRIF

Cet adaptateur a été décrit pour l'instant dangdess de signalisation en aval de TLR3 et
de TLR4 et répresente le seul recruté par TLRSstlcapable d’activer IRF3 via TBK1 et MB-
et de conduire a la production d’IHNet de cytokines proinflammatoires (Yamamoto et al.
2003b; Yamamoto et al., 2003a). Les molécules RtPFIRAM sont essentielles pour 'activation
de cette voie (Meylan et al., 2004; Fitzgerald1gt2903). TRAF3 et NAP-1 ont été impliqués
dans la régulation de I'activation de TBK1 par TRH#acker et al., 2006; Oganesyan et al., 2006).
A la suite de la reconnaissance de I'agonisteglabsation est induite, conduisant a I'activation
de facteurs de transcription, responsables derssmn de nombreux gen&sg.16).

Un point commun entre tous les TLR est l'inductitncytokines proinflammatoires et de

médiateurs immunologiques dépendant notammentatiéines NF<B, AP1 et des IRF. Ce type

de réponse a pour l'objectif d’éliminer des pathegé
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3. Réle des récepteurs innés dans l'induction degponse immunitaires

Ainsi, des récepteurs membranaires (TLR) et cyigges (NLR, RLR) coopérent pour
mettre en place une protection anti-infectieusedéfense antivirale repose essentiellement
sur les TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 exprimés majoriganent par les pDC mais aussi les
TLR2, TLR4, TLR6 exprimés préférentiellement pas imDC et induisant la production
massive des IFN de type |. Les RLR sont exprimésipanombreux autres types cellulaires et
activent, via NF-kB et IRF3, la production d'IFN dgoe | dans les cellules infectées. Les
récepteurs Ipaf, NALP1 et NALP3, regroupés au deitiinflammasome, induisent la caspase-1,
protéine clé dans I'activation des cytokines pilamimatoires de la famille de I' IL-1, alors que
NOD1, NOD?2 et les TLR peuvent induire les précursale ces cytokines par la voie NB-
(Martinon and Tschopp, 2005; O'Neill et al., 2003¢ plus, lI'activation des TLR, par des
mécanismes encore mal définis, peut potentialiser fdrmation et [I'activation des

inflammasomes (Kahlenberg et al., 2005).

Les signaux de détection déclenchent rapidement rdpsnses immunitaires en
produisant des interférons et des cytokines inflatomes comme ['lL-1, I'lL-6, I IL-18 et
eventuellement I'lL-33. Les cytokines inflammatsignsi que des lésions tissulaires causéees
par les microbes vont induire la production d'aitrgokines, essentiellement par les cellules

résidantes, en particulier les cellules épithétiale

Les TLR interviennent a tous les stades d'une mpammunitaire, du plus précoce
(détection des microorganismes invasifs et ingiatide la réponse innée) au plus tardif
(atténuation de la réponse et retour a I'état mhygique de veille). Cette capacité
exceptionnelle des TLR a diriger la réponse immestedue, entre autres, a leur expression

ubiquitaire sur des cellules de I'organisme, destdellules non immunitaires.
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La capacité des TLR a activer les différentes tadlde 'immunité innée est largement
documentée et cette seule caractéristique suffiraibnférer a cette classe de récepteurs une
place importante dans le domaine de I'immunolobes DC une fois activées migrent vers
les ganglions lymphatiques ou elles activent ldkiles T en présentant les antigenes et en
fournissant différents signaux de co-stimulationvagant orienter la polarisation des cellules T
vers un phénotype effecteur (Thl, Th2 ou Th1l7) égulateur (Treg, NKT) (Kawai and
Akira, 2010; de Jong et al., 2002). Cela leur canfa capacité unigue d’induire les réponses
immunes adaptatives ou la propriété régulatrice.pbmt de départ de ces phénomenes de
maturation débutant trés souvent par la stimulaties TLR par leurs agonistes respectifs, ces

récepteurs occupent une place prépondéranteexftiot entre les réponses innées et adaptatives.

Il est généralement admis que les différents eftest T permettent de lutter contre
'ensemble des pathogenes invasifs, les celluldséfant plus particulierement recrutées dans
le cadre de microorganismes intracellulaires, lefules Th2 permettant de contrdler
essentiellement les infections fongiques et paiass. Plus récemment sont apparues les
cellules Th1l7 qui seraient impliquées dans la d&faezontre les pathogénes extracellulaires.
Ces trois sous populations de cellules effectrsmedifférencient a partir de cellules T naives
(ThO) activées par les DC, sous linfluence deélédhts profils cytokiniques induits en
réponse a l'activation des TLR dans l'interactiotre I'aggresseur et les cellules résidantes
qui servent de barriere et les DC. L'lfFNet I'lL-12 jouent un rdle essentiel dans la
différenciation Thl, I'lL-4 favorise le développemale la lignée Th2, alors que I'lL-6 et de

le TGF{3 sont impliqués dans la différentiation de la ligrién17 (Bettelli et al., 2007).

Les agonistes des TLR ont prouvé leur efficacitésdanduction des réponses CTL et
sont largement utilisés en tant qu'adjuvants dasssltratégies de vaccination, entre autres

pour lever la tolérance en présence de cellulelylilatrices CD4+CD25# vitro etin vivo
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(Yang et al., 2004). Les lymphocytes B exprimerdl&gent différents TLR, et ce de fagon
constitutive pour les cellules murines naives. iAstar de leur double role dans I'activation
des lymphocytes T, les TLR contrblent et modulestréponses B, indirectement via les DC
et macrophages producteurs de cytokines et autiteurs d’activation des cellules B, et
directement par le double engagement du réceptsucellules B (BCR) et des TLR présents
sur les lymphocytes. Les TLR et la protéine MyD88tsndispensables a I'établissement de
limmunité humorale (Pasare and Medzhitov, 2005asaRe and Medzhitov, 2005b) et la
stimulation des TLR lymphocytaires contrle la iféohtion, la commutation de classe isotypique

et la différenciation en plasmocyte (Ruprecht aadzavecchia, 2006; Genestier et al., 2007).

Si les Treg jouent un réle crucial dans le maintiknla tolérance périphérique et
contrlent les réponses immunitaires afin de prévieut dommage tissulaire, des études
récentes ont révélé qu'ils peuvent également freiimduction de ces mémes réponses. |l
apparait donc évident que l'activité de ces cdlldeit Etre finement contrélée pour permettre
la mise en place d’'une protection efficace cong® ihfections. Cette régulation implique
certes des signaux endogénes humoraux et celklajcgtokines et molécules de
costimulation sur les CPA), mais récemment de nemd®s équipes ont montré que les
pathogenes eux-mémes intervenaient dans ce phémomanles TLR exprimés par les
lymphocytes Treg (Caramalho et al., 2003; Kubol.e2@04). A I'heure actuelle, il est établi
que TLR2 joue un réle prépondérant dans la mtidualae ces cellules, et ce de facon directe.
Non seulement les souris déficientes en TLR2 ptésenn défaut numérigue en lymphocytes
Treg, mais encore la stimulation par ses agonistdgit la prolifération et augmente les
capacités suppressives de ces cellules (Zanin-Xhetr@l., 2006; Sutmuller et al., 2006).
Liu et collaborateurs ont proposé un élégant mod@letivation séquentielle des lymphocytes
T conventionnels et des Treg par la stimulationTdd®2. Durant les phases précoces de

linfection, la stimulation du récepteur par les MR induirait la prolifération des
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lymphocytes Treg et T conventionnels, mais seuks aerniers seraient activés dans un
premier temps. Au niveau des cellules Treg, I'adton du TLR2 induit une perte transitoire
de linduction de Foxp3, molécule clé de leur atdivA I'inverse, la reconnaissance des
PAMP par le TLR2 des lymphocytes T conventionndiside la production de grandes
quantités d’IL-2, phénomeéne qui contribuerait dbeh transitoirement I'activité suppressive
des lymphocytes Treg. Ce n'est que dans un secemgst que les cellules régulatrices
regagneraient leur potentiel suppresseur permetetimiter la réponse immune (Liu et al.,
2006). Cet effet dans le contréle des lymphocytexyThe semble pas étre généralisé pour
d'autres TLR. Si la stimulation du TLR5 des celuleeg humaines augmente leurs capacités
suppressives (Crellin et al., 2005), celle des TERBLR9 ont des effets opposés (Peng et al.,
2005). De plus, le role du TLR4 sur l'activité dbsnphocytes Treg reste controversé
(Caramalho et al., 2003; Kubo et al., 2004; denrHetaal., 2007; Pasare and Medzhitov,
2003; Fehervari and Sakaguchi, 2004; Lewkowicz let 2006). Les mécanismes de cette
particularité du TLR2 n'ont pas encore été éluciniéss sa place centrale dans le contrble des
cellules régulatrices pourrait étre reliée a lameaissance de ligands endogenes et/ou exogenes qui

participeraient & I'induction d’un état de toléraet & la maintenance des cellules Treg.

Les lymphocytes iINKT contribuent aux réponses talles et humorales de par leur
auto-réactivité et leur capacité a produire rapieleimet massivement des cytokines tant Thl
gue Th2. Exprimant un répertoire TCR restreinil¥-J18, ces cellules sont sélectionnées
par la molécule CD1d reconnaissant des ligandsoljydiques dont certains d’origine
bactérienne (Fischer et al., 2004; Kinjo et alQ20Kinjo et al., 2006; Sriram et al., 2005;
Mattner et al., 2005) et interviennent dans de nmendes situations infectieuses tant d’origine
virale que bactérienne, parasitaire ou fongiquaysnt de facon bénéfique, mais parfois aussi

préjudiciable pour I'h6te. Les lymphocytes INKT peut étre activés par I'lL-12 et I'lL-18
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produites par des DC activées par du LPS, mémalesehce de stimulation par des antigenes
présentés par le CD1d (Nagarajan and KronenberQ7)20.es voies d’activation des
lymphocytes iINKT dépendantes du TCR sont égalersgettes a l'influence des stimulations
TLR. D’'une part la présence de pathogenes ou PAMMante I'expression de CD1d sur les
CPA (Berntman et al., 2005; Skold et al., 2005;HRegman et al., 2006), d'autre part la présence
de cytokines seules n'est pas toujours suffisaote pctiver les cellules INKT. Etant donné le
profil d’expression relativement restreint des Th&ur chaque type cellulaire, la coopération
entre différentes sous-populations de DC peut rélmaise pour une activation optimale des
lymphocytes iNKT (Montoya et al., 2006). Cette alvagion souléve la question de la nature

du ligand endogene des cellules iNKT qui serairiex par les DC activées.

Pressenti pendant quelque temps comme candidatyltibotrinexosylcéramide (iGb3)
est aujourd’hui sujet a controverse quant a sonortapce réelle dans la génération et
l'activité des lymphocytes iINKT (Zhou et al., 20(Horubsky et al., 2007). Il reste toutefois
envisageable que ce ligand endogéne soit expriméepaCPA apres stimulation des voies
TLR, hypothese qui permettrait d’expliquer le pareal entre un répertoire TCR restreint et

un réle dans des situations infectieuses tresesdés cellules iINKT.

Les TLR interviennent également a la phase ultimdadréponse immune, I"induction de
lapoptose des cellules cibles, et constituent fdeteurs clés de la défense anti-infectieuse ou
antinéoplasique (Maratheftis et al., 2007; Lehriesle 2007; Salaun et al., 2006). De nombreux
microorganismes ont mis en place des stratégiesudee impliquant le détournement ou
linhibition des voies TLR pour circonvenir le s§ste immunitaire. Ces phénomenes
d'échappement, qui se traduisent généralement parenvironnement immunomodulateur
caractérisé par une importante production d’lLek@,été particulierement étudiés dans le cadre des

infections parasitaires et fongiques que nous rdabons pas ici.
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B. Relation entre infections et asthme

Bien qu'il existe une prédisposition hériditairéagthme, I'augmentation de l'incidence de
l'asthme dans les pays développés au cours demsrmiécennies reflete l'influence importante
de facteurs de l'environnement. Ce phénoméne auitoada formulation de I'hypothése de
'hygiéne qui énonce que l'amélioration des camuitid’hygiene est associée a la fréquence
croissante des troubles immunologiques de natdetgigue ou autoimmune. A linverse,
l'observation clinique mais aussi des données midiggiques ont rapporté le cas de
déclenchement et/ou d'exacerbation de l'asthmewas des épisodes d'infection respiratoire en
particulier pour les infections virales ou dautrggpes dinfections (DeFranco, 2009;
WHO/NHLBI workshop report, 2009 onceptuellement, une infection virale peut étoditée
et exacerbée chez les personnes présentant ungppsiibn asthmatique en raison d’'un biais
de leur fonction immunitaire vers des réponsesTir®- conduisant a une production réduite
d'lL-12 et d'IFNy, et par conséquent, une plus faible immunité aate: Inversement,
l'infection virale active les cellules épithéliales d’autres cellules résidantes de la muqueuse
bronchique, qui peuvent a leur tour favoriser oacexber I'asthme. Ces différents aspects

seront développés ci-dessous.

1. Hypothese de I'hygiéne

Ce concept du rble protecteur des infections mest nouveau. Dans les années 60,
I'étude portant sur le risque de sclérose en plagsaggéré que ce risque augmente chez les
personnes ayant grandi dans des demeures dortateRrels sanitaires étaient particulierement
élevés (Leibowitz et al., 1966). Deux décennies péud, I'observation que le risque de rhinite
allergique était inversement corrélé a l'ordre dessance au sein de la fratrie et a la taille de la
famille, il a été proposé que I'exposition aux atifens au cours de la petite enfance pouvait jouer

un réle dans la prévention de cette maladie alj@eeg(Strachan, 1989). Ainsi naquit 'nypothese
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dite “de I'hygiene” postulant une corrélation inserentre la fréquence des maladies infectieuses et
le risque de développement des pathologies alledgiqu autoimmunes. Bien que certaines études
n'aient pas confirmé un effet bénéfique du corsaet des agents infectieux (Krause et al., 2003;
Ota et al., 2003), de nombreuses observationsréjaildgiques parmi lesquelles celles des études
utilisant le questionnaire ISAAC et portant surdaefants "a la ferme", ont apporté des arguments en
faveur de cette hypothese (Ma et al., 2009; Petasi, 2005; Von Ehrenstein et al., 2000; Shirakaw
et al., 1997; Herz et al., 2000; Aaby et al., 200@pfenspirger and Agrawal, 2002). Ainsi, au cours
des trente derniéres années, l'incidence de l'asthia la rhinite, de la dermatite atopique, du
DT1 et de la maladie de Crohn n'a cessé d’augmelates les pays industrialisés alors que la
fréquence des maladies infectieuses a continuelledi@inué, suite a l'utilisation généralisée de
lantibiothérapie et de la vaccination, mais égaetnde I'amélioration des conditions socio-
économiques et d’hygiene (Bach, 2002). Il existetes une prédisposition génétique aux
désordres immunitaires. Cette observation semblétare une forte influence des facteurs

environnementaux.

Les études sur 'asthme dans des modéles animatiassez nombreuses, ce qui a permis
de comprendre les modulations que les agents isf&cpourraient engendrer sur la réponse
immune de type asthmatique développée expérimargate Le modele le plus fréquemment
utilisé est lallergie a l'ovalbumine, dans lequeh observe un recrutement important

d’éosinophiles dans les poumons, une production Igiesspécifiques de l'allergéne et une

hyperréactivité bronchique, symptdomes tres prodbezux de I'asthme chez 'homme.

En accord avec le rapport de l'effet protecteurladeraccination par le BCG sur le
développement de l'atopie chez les enfants (Shile al., 1997; Aaby et al., 2000), dans un
modéle d'asthme, la préimmunisation avec Mycolantebovis juste apres leur naissance a fait
diminuer les IgE produites apres immunisation ak@ealbumine, effet accompagné d'une

atténuation des changements histopathologiquesféhlegirger and Agrawal, 2002; Ozdemir et
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al., 2003; Tukenmez et al., 1999). Administréeszclies souris déja immunisées, les
mycobactéries n'influencent pas la sensibilisafidiantigeéne mais exercent des effets bénéfiques
méme si les souris ont déja développé une inflalnmatlergique. En effet, 'administration
intranasale de BCG apres une premiére stimulationinde I'hyperréactivité bronchique, le
recrutement des é€osinophiles et le niveau d'IL-Bisddes lavages bronchopulmonaires
(Hopfenspirger and Agrawal, 2002). La protectios-&ivis de l'asthme expérimental a été
rapportée également quand le Mycobacterium bowst &é traité par la chaleur ou par un
processus de lyophilisation (Wang and Rook, 1998pMet al., 2002; Lagranderie et al., 2008).
Le mécanisme responsable de la protection a éténégat exploré (Lagranderie et al., 2010).
D'autres especes bactériennes comme Listeria mimganes, Propionibacterium acnes,
Bordetella pertussis, Chlamydia sont égalementepirites dans differents modeles d’asthme
(Liu et al., 2003; Braga et al., 2003). Le role dfé&que de la microflore a également été rapporté
dans d'autres modéles. L'administration d’antigiotis qui modifie la composition des germes

commensaux induit une augmentation des IgE eégpesmses Th2 (Bashir et al., 2004).
2. Les infections dans le déclenchement/exacerbatide I'asthme: role clé de I'immunité innée

Les données épidémiologiques ont montré que lestagafectieux associés aux
réponses asthmatiques sont souvent de nature yBakse, 1993), et rarement bactérienne
(Kraft, 2000). Quelques virus tels que le viruspredoire syncytial (VRS), le rhinovirus
(RV), le virus de la grippe A et le virus parairghza sont souvent associés a l'asthme

(Newcomb and Peebles, Jr., 2009).

L’association de linfection par le VRS et l'astheoteez I'enfant a été décrite depuis de
nombreuses années. Des études chez I'hnomme etfaaml ont démontré I'impact de ce
virus sur l'exacerbation de I'asthme (Gershwin, @00Plus récemment, les infections a

rhinovirus (RV) ont été rapportées fortement assexiau développement d'une respiration
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sifflante persistante (Kusel et al., 2007). Leslétuportant sur des patients souffrant d'asthme
atopique infectés avec RV ont montré une assooiaidre ces deux entités (Newcomb and
Peebles, Jr., 2009). Bien que le VRS et RV repténties virus les mieux caractérisés dans
les épisodes d’exacerbation chez les enfants, lee®&\Wagent viral le plus souvent associé

aux crises graves d'asthme chez les patients aquéenanske, Jr. et al., 2005).

Table 2 Pathogénes les plus fréquemment identifiés denépisodes d'exacerbation de I'asthme

Pathogenes Acide nucléique (%) des épisodes d'exdxion
Adenovirus ARNdb nu <1
Coronovirus ARNSsb capsulé, (+) 26-40
Métapneumovirus humain ARNsb capsulé, (-) 7

Influenza ARNsb capsulé, (-) 2-9

Virus respiratoire syncytial| ARNsb capsulé, (-) 2-1
Rhinovirus ARNSsb noncapsulé, (+) 34-75
Mycoplasma pneumoniae AND/ARN 18-46
Chlamydia pneumoniae AND/ARN 2-12

De multiples études ont montré que prés de 80% alexerbations de I'asthme chez les
enfants et aussi chez les adultes ont été précpdéese infection virale des voies respiratoires,
dont la majorité est associée avec le rhinovirdg@Ket al., 2005; Mallia and Johnston, 2006).
Récemment, le métapneumovirus humain (nouveaunvatiavirus parainfluenza) a été associé a

une exacerbation grave de l'asthme chez I'enfahii@§en et al., 2004).

Les infections des voies respiratoires inférieupes le VRS sont associées a une
augmentation du risque de respiration sifflant@gelde 6 ans. Le risque diminue avec l'age des
enfants (jusqu'a I'adge de 11 ans) et il n'y a fEssdciation avec l'atopie. (Stein et al., 1999). |
est établi que l'infection a VRS provoque le déppment et souvent la persistance d'une

réponse Th2. Il a été démontré que les IgE spéeifiga VRS étaient associées a une
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hyperréactivité des voies aériennes a la méthawholune induction des cytokines et
chimiokines inflammatoires comme TSLP, IL-4, IL{B;6, IL-13, TNF-a ainsi que CCL5,
MIP-1a et MCP-1, et une synthése accrue de prostaglaméinde leucotrienes. L'activation
des mastocytes, des éosinophiles, des cellulesitiguds et des lymphocytes T a été bien
documentée aprés une infection virale associéesaédisodes d’exacerbation de l'asthme

(Gershwin, 2006; Ogra, 2004; Esnault et al., 2008).

L'infection a rhinovirus augmente aussi l'exprassie multiples chimiokines, y
compris RANTES (CCL5) (Schroth et al., 1999), gavdrise l'infiltration des éosinophiles
(Kameyoshi et al., 1992). Dans cette infectionspfession d'iNOS et de NO est également
augmentée (Sanders et al.,, 2004). Dans la pathsgéte I'asthme, le NO est associé a
I'éosinophilie, a l'inflammation des voies aérienmd a la différenciation des cellules Th2

(Bochner and Busse, 2005b; Benbernou et al., 1997b)

Les cellules épithéliales des bronchioles stimufggsdes cytokines proinflammatoires
(IL-1B, TNF-u), par le peptidoglycane bactérien (PGN), pardadipotéchoique (LTA) des
bactéries Gram-posititsu encore par des ARN double brin, produisent duPT@llakhverdi
et al., 2007b). La production de TSLP est égalembstrvée aprés une infection par RSV
(Wang et al., 2009) ou RV (Kato et al., 2007). itnos le RV16 induit fortement la production
de TSLP par les cellules épithéliales humainegtt production est dépendante de NF-kappaB
et dIRF-3 (Lee and Ziegler, 2007). Avec son lasgectre d'activité sur un éventail d’acteurs
cellulaires (cf. partie décrivant de TLSP dangkction inflammatoire asthmatique), le TSLP est
proposé comme un médiateur important dans le dgubement et/ou l'exacerbation de

I'asthme (Esnault et al., 2008).

Ainsi, les infections virales activent les cellutgsthéliales qui, dans un environnement

inflammatoire de type Th2, produisent des quaniit§sortantes de TSLP et cette cytokine
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pro-allergique amplifie la réponse Th2 préexistaftette cytokine pourrait jouer un réle a la

fois dans le déclenchement et dans I'exacerbagdagthme.

Parmi les autres mécanismes qui ont été proposds paticiper a l'exacerbation de
lasthme par les virus respiratoires, on peut cleer augmentations de ['expression de
neuropeptides survenant apres infection par VR$s(éan, 2006; Newcomb and Peebles, Jr.,

2009; Tregoning and Schwarze, 2010).

Mycoplasma pneumoniae et Chlamydia pneumoniae, ébétdécrites comme des
bactéries atypiques et ont souvent été associ@ase dexacerbation de l'asthme chez les
enfants et les jeunes adultes, méme si leur intgicalans I'exacerbation de cette pathologie
reste a confirmer (Hansbro et al., 2004; NewconmbReebles, Jr., 2009). Des études récentes
ont également décrit M. pneumoniae ainsi que Cumoaiae dans la pathogenese de I'asthme

chronique (Gershwin, 2006).

Les données épidémiologiques montrent que I'exposéux allergénes fongiques est
associée a l'exacerbation de l'asthme. C'est ledeasombreux champignons aéroportés
comme les especes d'Alternaria, Aspergillus, Piioiti et Cladosporium dont I'exposition
peut survenir a lintérieur, ou a l'extérieur dedbitats (Denning et al., 2006). Outre leur
allergénicité, la plupart de ces allergenes forgggpossédent une activité protéase qui leur
permet d'activer les DC, en stimulant des réceptdarprotéases (PAR), et différentes cellules
comme les cellules épithéliales, les fibrobladtes cellules musculaires lisses, pour induire la

production de TSLP qui, a son tour, amplifie lexctidns allergiques (Kouzaki et al., 2009).

Parmi les infections parasitaires, les helminthé&tlehchent de fortes réponses
immunitaires pro-Th2 qui se caractérisent par lfaagtation du nombre d’éosinophiles,
I'activation des mastocytes muqueux et un tauxeatelgE. D'un c6té, I'état atopique semble
conférer une reésistance aux infections parasitail@ss niveaux élevés d'IgE et une

eosinophilie importante réduisent le taux de féaendes vers et la fréquence de réinfection
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aprés un traitement (Quinnell et al., 2Q0&D'un autre co6té, la réponse immunitaire
développée par les mécanismes de défense anttpaeagpourrait exacerber l'asthme.
Cependant, ces observations ne peuvent pas étlenfant généralisées puisque la défense
antiinflammatoire développée vis-a-vis de certgiasasites arrive parfois & moduler voire

diminuer I'asthme (Leonardi-Bee et al., 2006; Yaddkhsh and Matricardi, 2004).

3. Polymorphisme des détecteurs innés des pathogéret asthme

L'immunité innée est maintenant considérée conouant un role important dans le
déclenchement de la réponse immunitaire et damsnkino-régulation. La synthése des IgE et
l'inflammation allergique sont influencées par getymorphismes dans les génes qui codent
pour les récepteurs de reconnaissance des motissamolécules accessoires présentes a la
surface des cellules telles que la molécule CDdglrécepteurs Toll-like 2 (TLR)2 , TLR4,
TLR6, TLR10, dans le cytosol comme les moléculeDIQCARD4) et NOD2 (CARD15),
ou sur la membrane endosomique (TLR7, TLR8, TLR&83. polymorphismes des genes codant
pour ces récepteurs sont associés a des maladies gue I'asthme et les allergies ce qui
expligue le réle fondamental de I'immunité innée(&&lli, 2008). Il est a noter que selon les
criteres environnementaux utilisés pour définir leshortes de sujets, des résultats

contraditoires ont été publiés quand au polymorphides genes de l'immunité innée.

Le LPS est la fraction bioactive. Cette structiseemmune a toutes les bactéries gram-
négatives et a été utilisée comme substitut dendge microbienne de l'environnemebé
molécule CD14 se trouve a la surface des monoeytdss macrophages mais aussi sous forme
soluble (sCD14) dans le sérum et les sécrétiortte @mlécule interagit avec le LPS délivré par
LBP (LPS-binding protein) pour former un complexepliqué dans linitiation de la réponse
immunitaire innée a une infection bactérienne/ ativation du complexe TLR4-MD-gFig12).

Un polymorphisme fréquent dans la région promotliceCD14, caractérisé par un remplacement
de base C (allele C) par T (allele T) en positib@ &n amont du début de la transcription du géne

codant pour CD14 ou 260 de l'emplacement de ladtadt (CD14/-159 ou CD14/-260), a été
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associé a une élévation de sCD14 et un risquepeatoninuéBaldini et al., 1999). Depuis cette
premiére description, plus de 200 études évaldassdciation de ce polymorphisme aux
phénotypes de l'asthme, mais aussi a d'autres iemlamt été publiées et l'effet initialement
décrit n'était pas uniformément reproduit. Il a é@@montré au moins dans cingq études
indépendantes que l'exposition a un niveau eéleve emdotoxines dans l'environnement
domestique avait un réle protecteur contre le dfpmEment de I'atopie parmi les porteurs de
l'allele C(Zambelli-Weiner et al., 2005; Eder et al., 200Bn@&on et al., 2006; Williams et al.,
2006; Williams et al., 2008; Simpson and Martin2@10). Cela signifie que l'influence de
I'environnement sur une population devrait étresm@rée en se référant a I'étude du génotype
de celle-ci. Cette complexité est biologiguememtugible. Notre systéme immunitaire inné
reconnait le LPS par le complexe trimoléculaire @DLR4/MD2. Ainsi, le facteur de
'environnement ou le génotype n'est pas suffigaitii seul pour causer des maladies
complexes comme l'asthme et |'atopie et cellesmi glutot le résultat de l'interaction de I'un
avec l'autre. Ces résultats concernant le polynismpd de CD14 et de TLR4 constituent un
exemple typiqgue non seulement de la relation erige facteurs génétiques et
environnementaux, mais aussi du contexte de détatimnh multigénique d'une maladie ou

d'un phénotype patrticulier.

Il a été proposé que les produits microbiens mitésgans le milieu agricole pourraient
interagir avec TLR2 et cette observation est sadgrar I'observation d'une augmentation de
I'expression de ce récepteur a la surface des QPAadg périphérique chez les enfants
d’agriculteurs par rapport aux enfants qui n’org p& élevés dans une exploitation agricole.
Cette interaction pourrait avoir un effet protecteis-a-vis de l'asthme et l'allergie. Le
polymorphisme TLR2/-16934 du géene codant pour TLE&&Z mentionné comme un
déterminant majeur de prédisposition a I'asthma I&topie chez les enfants d’agriculteurs.
De plus, il a été constaté gu'une variation génétidans les TLR4/+4434 est inversement

associée au niveau d’IgE spécifiqgues chez les enflantement exposés aux endotoxines
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(Eder et al., 2004a; Lauener et al.,, 2002). Uneeaétude a montré, dans une population
adulte en Allemagne, que seuls les sujets avdeldamineur G de TLR4/+4434 ont une
association inverse avec lI'exposition aux endotsxit a la poussiere de maison mesurée par
la réponse bronchique a la métacholine (Wernet.,e2@03). Le polymorphisme Asp299Gly
substitué dans TLR4, a été associé a une diminalionisque de la réactivité bronchique
(Fageras et al., 2004). Dans une étude effectuée ldapopulation afro-américaine, il a été
décrit un polymorphisme de TLR6 dans lequel la &@&r@st remplacée par la Pro, associé a
une diminution du risque d’asthme (Tantisira et 2004a). Le polymorphisme de TLR10,
avec la 1031G remplacée par la A et la 2322A p&,la été montré associé a la pathologie.
Ce résultat a été reproduit dans une autre étudegaftus et al., 2004). En outre, le
polymorphisme dans I'IRAK4, qui est important dales voies de signalisation IL-

1R/TLR/MyD88, montre une forte association enteeltgE et I'asthme (Tewfik et al., 2009).

L'étude du polymorphisme du géne TLR3 est impdransqu’il est impliqué dans la
réponse a certains virus qui déclenchent la braotithirespiratoire chez I'enfant, et qui
pourraient augmenter le risque d'asthme. Plusjgaigsnorphismes, exoniques et introniques
ont été décrits; cependant, ceux-ci n‘ont pas stéc#&s a l'asthme ou a la sécrétion d'IgE
dans I'étude des familles asthmatiques au Japoguo et al., 2004). Les associations des
polymorphismes pour TLR7 (rs179008) et TLR8 (rs®92j a l'asthme et d'autres maladies
atopiques ont été identifies (Moller-Larsen et 2008). Un polymorphisme pour TLR9 avec la
A-1237T remplacée par la C, a été associé a uneaisgcru d'asthme dans une population

Euro-américaine (Lazarus et al., 2003).

Le polymorphisme du gene de la molécule NOD1 anététré avoir une forte association
avec la présence de l'asthme avec des niveaus@dge (Hysi et al., 2005). Le polymorphisme
de NOD2 est également associé a la gravité darestmaladies atopiques et a la prévalence de

l'asthme et ce avec une élévation des taux séritjgés(Kabesch et al., 2003a).
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L'asthme est déclenché par des allergénes déréenement, des irritants ou par des
infections chez les sujets génétiqguement prédispdsée caractérise par une inflammation
des voies respiratoires qui est fortement assoxié®e hyperréactivité bronchique et aux
manifestations cliniques. L'inflammation asthmagicpst caractérisée, pour toutes les formes
de la maladie (d'origine allergique ou non allengi)y par une infiltration des cellules innées
et des lymphocytes T et par la libération de cytegkiet chimiokines. Ces médiateurs sont, en
grande partie, responsables du développent, duiergide I'exacerbation et ensuite du retour
a 'homéostasie. La relation entre les agents tieiec et I'asthme est complexe sachant que
les agents infectieux peuvent déclencher, exacarbeaprotéger cette pathologie et celle-ci
implique initialement des réponses immunitaireséem L'étude de la modulation de la
réponse immunitaire responsable de l'inflammati@mmthique asthmatique, peuvent a terme

permettre de développer de nouvelles stratégieapbeatiques.

Bien que les réponses immunitaires de type ThZsemtent un aspect caractéristique
de l'asthme allergique, les connaissances récematgntises sur I'asthme attribuent aux
cellules résidantes des voies respiratoires etedinaniére générale, aux cellules immunitaires
innées recrutées et a leurs composants spécifignedle de plus en plus important a tel point
gu'ils peuvent assurer par elles seules, en absetade des réponses immunes adaptatives, les
réactions pathologiques pathognomoniques de I'&sthm

L’IL-33 (IL-1F11) est la cytokine de la famille d&L-1R la plus récemment décrite.
Cette cytokine favorise la polarisation des cefiule naives vers les cellules Th2 et cette
fonction est associée avec la production des aygskcomme I'lL-4, I'IL-5 et I'lL-13. L'IL-33
favorise la réponse des mastocytes et des bassml@léacon dépendante et indépendante de
la stimulation du récepteur de haute affinité pgE et induit la production d'IL-4, d'IL-6 et
d'IL-13. Bien que cette cytokine puisse induirgotaduction de cytokines Th2, son rble dans

le développement des cellules Th2 a été montréeedsgble. En revanche, en absence totale
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des cellules responsables des réponses immunitedagstatives, I'lL-33 est suffisante pour
générer tous les aspects des réponses asthmatiaesla souris. Dans le contexte de
immunorégulation, nous avons examiné le role 'le3d3 sur la population de lymphocytes
NKT qui se situe a l'interface entre limmunitééeret immunité adaptative. Les résultats obtenus
sont décrits dans l'articléh

Les Thl7, la population T effectrice qui a un r@leysiologique dans la défense
immunitaire contre les bactéries extracellulairésles infections fongiques ainsi qu'une
implication dans l'autoimmunité a été identificecedment. La caractérisation du
développement, la fonction et une description trapide leur implication dans le
développement de l'asthme, a posé la question asylace dans le contexte global du
développement des réponses inflammatoires asthumeatideur activité en phase effectrice, la
relation de cette population avec d'autres popratiT. Les cellules NKT sont considérées
comme une population soit effectrice soit régutatriselon leur implication dans la
modulation de pathologies autoimmunes ou allergigu€es cellules sont également
impliquées dans la défense anti-infectieuse vigssade certains pathogenes. Dans l'asthme,
ces cellules ont été décrites, chez 'hnomme et Benmodéles murins, comme des cellules
effectrices bien que certaines évidences et argisnsmggere un role différent. En effet, la
production rapide et modulable d'une quantité irrgoae des cytokines telle que I'lFNest
en accord avec une fonction régulatrice de cetpellation dans I'asthme. Compte tenu que de
nombreux facteurs peuvant influencer le développmemes cellules Th17, nous avons testeé si
les cellules NKT pourraient influencer non seuletnda balance Th1l/Th2 mais
eventuellement le développement et/ou les actidésscellules Th1l7. La partie des résultats
concernant cet aspect est présentée dans l'artzle

Les polynucléaires basophiles sont identifiés deprés longtemps et sont souvent

décrits en paralléle avec les mastocytes, dankdaepprécoce des réactions allergiques. Bien
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gue leur réle dans I'asthme puisse étre considéméne redondant avec celui des mastocytes,
il n'a jamais été validé ou invalidé et par cons&gu cette population cellulaire n’était pas
officiellement reconnue dans cette fonction. Pattecraison, nous avons testé les réponses
fonctionnelles des basophiles en réponse a diff@r@gonistes TLR et testé leur implication
apres stimulation dans le modele d’asthme expétehdres résultats obtenus sont présentés
dans larticle n°3 et nous discuterons de limpgiama des basophiles dans l'asthme et
notamment dans les situations ou les réponses astjums sont exacerbées.

Les TLR représentent une des principales classeéadpteurs de reconnaissance des
pathogenes du systeme immunitaire inné et jouentrdle initiateur des réponses
immunitaires de l'organisme. La relation entredgents infectieux et I'asthme est confinée
essentiellement sur les interactions entre lesiagnTLR et les acteurs cellulaires impliqués
dans l'asthme. Il est communément admis que laukttion d'un TLR est associée avec la
production des IFN et des cytokines proinflammaiqui favorisent la différentiation des
cellules Thl. C'est dans la pathologie allergiquee d'hypothése de I'hygiene a été
initialement formulée pour expliquer les effets tpmeurs des infections ou des agents
infectieux vis-a-vis des manifestations allergiquBsurtant, des études épidémiologiques
ainsi que des données expérimentales montrent aueldtion entre les infections et les
allergies en général, I'asthme en particulier nexgms étre expliquée en se basant seulement
sur I'équilibre des populations effectrices Thl/TB2issi, nous avons développé des études
en postulant que la stimulation des TLR pourrain reeulement induire des réponses
immunitaires innées mais aussi favoriser le déyeagent de cellules immnorégulatrices ce
qui pourrait expliquer I'effet bénéfique dans lésardres immunopathologiques et dans l'effet
protecteur observé dans le modele d'asthme. Laepdes résultats obtenus dans cette

approche est présentée dans l'article n°4.
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Le résiquimod (R848) est une molécule de la famiks imidazoquinolines, un
analogue de l'imiquimod et se comporte comme umist® TLR7. Il possede la capactité
d'induire des cytokines essentiellement Thl cheaime ainsi que chez la souris. Par sa
capacité a stimuler le systeme immunitaire de ¢héét agoniste TLR est décrit comme un
adjuvant dans la vaccination. Nous avons ici étlidfeet immunomodulateur de R848 dans
le modéle d'asthme. Les résultats obtenus sontsldans l'article 4, 5, 6.

Dans nos études expérimentales, le potentiel @igilateur de la stimulation des
récepteurs de la famille TLR/IL-1 a été explorésdenmodele d'asthme allergique. Nous avions
postulé que la stimulation des réponses “innéesis deertaines conditions influence non
seulement les cellules effectrices mais aussi éllsles régulatrices ce qui aboutit soit a la
protection voire a la suppression des réponse®logilques, ounversementa l'exacerbation
de ces derniereka stimulation de la voie de signalisation TLR/IR-par des agonistes naturels,
microbiens ou synthétiques module les fonctionseti@ines cellules effectrices et/ou régulatrices
impliquées dans cette pathologie telles que lssiales, les lymphocytes NKT, les cellules de
type Th2, les cellules Th1l7 et les lymphocytes guldteurs. Pour réaliser ces expériences,
nous avons adapté le protocole du modéle d'asthymérimental aux questions posées. Les
conséquences de ces réponses immunitaires sesoutiddis dans le contexte de I'asthme.

L'identification des mécanismes cellulaires et rmolgres pouvant aboutir a la
protection ou la suppression ou inversement I'eskst@n de 'asthme sont fondamentaux

pour la connaissance de cette pathologie.
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Article n°1

Interaction directe entre I'lL-33, cytokine proTH2 et les lymphocytes NKT invariants

(INKT) et NK dans la production d'IFN y

Elvire Bourgeois, Linh Pham VaMichel Samson, Séverine Diem, Anne Barra, StépRaga,
Jean-Marc Gombert, Elke Schneider, Michel Dy, Riggourdy, Jean-Philippe Girard, André
Herbelin.

L'IL33 a été identifiée recemment comme une cytelexercant des fonctions pro-Th2, ce
qui souleve la question de son effet sur les lynoptes NKT invariants (iNKT), qui sont des
producteurs importants d'lL4. Dans ce travail, n@pportons le fait que I'lL-33, administrée
pendant 7 jours chez la souris, entraine un dowieniu nombre de cellules INKT dans la
rate et le foie. Cette augmentation résulte d'uet afirect, puisque les cellules INKT
purifiées expriment de facon constitutive le réeeptT1/ST2 et répondent & I'lL-33 par une
expansiorin vitro et une activation fonctionnelle. Contrairementeé#fdt Th2 attendu, I'lL-33
induit une augmentation préférentielle d'lfNplutét que la production d'IL-4 apres
engagement du TCR et ce dépendant de I'lL-12 endo@n association avec I'lL-12, I'lL-33
induit également I'augmentation de la producti®iNty par les cellules NK. Considérés dans
leur ensemble, ces résultats suggéerent que I'lheBB étre considérée comme un facteur de co-
stimulation des réponses cellulaires de l'immunitée et cette production de cytokines par les

cellules NK et NKT pourrait représenter un des miraes de régulation immunitaire.
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The pro-Th2 cytokine IL-33 directly interacts with
invariant NKT and NK cells to induce IFN-y production
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IL-33 has recently been identified as a cytokine endowed with pro-Th2 functions, raising
the question of its effect on invariant natural killer T cell (iNKT), which are potent IL-4
producers. Here, we report a two-fold increase of iNKT-cell counts in spleen and liver after
a 7-day treatment of mice with IL-33, which results from a direct effect, given that purified
iNKT cells express the T1/ST2 receptor constitutively and respond to IL-33 by in vitro
expansion and functional activation. Conversely to the expected pro-Th2 effect, 1L-33
induced a preferential increase in IFN-y rather than IL-4 production upon TCR engagement
that depended on endogenous IL-12. Moreover, in combination with the pro-inflammatory
cytokine IL-12, IL-33 enhanced IFN-y production by both iNKT and NK cells. Taken toge-
ther these data support the conclusion that IL-33 can contribute as a co-stimulatory factor
to innate cellular immune responses.

Key words: Cytokines . Inflaimmation . Natural killer cells . Natural killer T cells .

Th1/Th2 cells

Introduction [4, 5]. T1/ST2 engagement triggers a signalling pathway that

requires MyD88 and NF-xB [1, 4, 6]. It has long been known that

IL-33 (or IL-1F11) has recently been identified as a ligand of the  T1/5T2 is expressed primarily in mast and Th2 cells and is

orphan T1/8T2 receptor, a member of the IL-1 receptor ([L-1R)
family [1] that was initially described as a nuclear factor, nuclear
factor from high endothelial venules, abundantly expressed by
endothelial cells in lymphoid tissues [2, 3].

IL-33 induces its bioclogical effects through a heterodimeric
complex comprising the T1/8T2 receptor [1] and the IL-1R
accessory protein (IL-1RAcP), another member of IL-1E family
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associated with impaortant Th2 effector functions [7-9]. Accord-
ingly, 1L-33 has been found to promote Th2 cyrokine production
by mast cells and polarized T cells in vitro, and to induce
pulmonary and mucosal Th2 inflammation when administered
in vive [1].

iNKT cells constitute a distinctive subpopulation of mature
af-T cells bearing an invariant TCR a-chain together with NK-cell
receptors [10, 11]. They recognize glycosphingolipid Ags
presented by CD1d, a non-classical class [like Ag-presenting
molecule, and respond rapidly to TCR stimulation with x-galac-
tosylceramide (x-GC) by generating a number of cytwokines,
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particularly IFN-y and [L-4 [10, 11]. In most disease models in
which iNKT cells have been implicated their beneficial or detri-
mental effects have been ascribed w either Th1 or Th2 cytokines
[10, 11]. It has also been established that the balance between
these two profiles depends essentially on the microenvironment,
which favours IL-4 or [FN-y production [12-17].

Given its previously established pro-Th2 functions, [L-33
seemed a plausible candidate for the regulation of INKT-cell
activities, prompting us o investigate whether it could directly
interact with this regulatory cell subset to drive IL-4 production.
Starting from the observation that the incidence of INKT cells was
increased in spleen and liver of mice injected with IL-33, we
examined how this trearment affected their functional status in
terms of activation, as well as IFN-y and IL-4 production. We
found thar [L-33 is a potent co-stimulator of iNKT cells that
induces, in combination with IL-12, a preferential increase of
IFN-y production in vivo.

Results

IL-33 targets and activates iNKT cells to increase their
numbers both in vive and in vitro

Since repeated injections of IL-33 promote striking pathological
modifications associated with Th2 differentiation [1], we
addressed the question whether INKT cells, which are a potent
source of 1L-4, were affected by this treatment. To this end, after
seven daily i.p. injections with IL-33, spleen and liver iNKT cells
were counted as a-GC-loaded CD1d TT* cells expressing an
intermediate level of TCR-B. Mice treated with 1L-33, developed
splencmegaly, as previously described [1] as well as hepatome-
galy (lymphocyte counts: IL-33: 1.921+0.15x 10°  versus
0.99+0.14 % 10° after vehicle, p<0.005). IL-33 promoted a
nearly two-fold increase in iNKT-cell counts in both spleen and
liver (Fig. 1A, middle panels),
activation, attested by up-regulaton of the early activation
marker CD69 (Fig. 1A, right panels). In the same experimental
set-up, IL-33 did not modify mainstream T-cell (defined as «-GC-
loaded CD1d TT~ TCR-B* cells) counts, even though it led to a
modest increase in the expression of CD69. The incidence of iNKT
cells in spleen and liver was not altered by the trearment with
IL-33 (Fig. 1A, left panels; Fig. 1B), probably because of the
concomitant increase of B cells (data not shown), and the
significant decrease in the percentage of mainstream spleen
T cells (Fig. 1A, left panels).

We next performed in vitre experiments to assess whether IL.-33

concomitant with cellular

contributed directly to iNKT-cell expansion. To address this ques-
tion, we evaluated its effect on IL-7-induced thymocyte prolifera-
tion, an experimental procedure leading to the expansion of both
iNKT and mainstream mature T cells ([18]; Fig. 2, panel A versus
panel H). Even though IL-33 did not support the survival of mature
thymocytes on its own (data not shown), it clearly increased the
number of iNKT cells after a 5-day exposure to IL-7 (IL-7+IL-33:
2.82+0.34 x 10° versus IL-7: 1.07+0.14 x 10%, p<0.05). Further-
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Figure 1. 1L-33 targets and activates iNKT cells to increase their
number in vive. iINKT and mainstreamn T cells were defined as «-GC-
loaded CD1d TT™ TCR-f* cells and a-GC-loaded CD1d TT- TCR-B* cells,
respectively. Wild-type C57Bl/6 mice received PBS (white columns) or
IL-33 (hatched columns) daily for 7 days. (A) iNKT and mainstream
T-cell percentages (left panels), iNKT and mainstream T-cell counts
(middle panels), and MFI of the early activation marker CDE9
(PE labelled) on INKT and mainstreamn T cells (right panels) in spleen
and liver MNC. Data are mean+5SEM from 5 to & mice per group; NS,
not statistically significant. Statistical significance was established by
Student's unpaired t-test. (B) A representative flow cytometry plot
defining the two T-cell populations in spleen and liver MNC assessed in
(A). The values indicate the percentages of iINKT cells corresponding to
the indicated (outlined) population.

more, iNKT-cell frequency was significantdy higher in cultures
supplemented with IL-33 (Fig. 2B), whereas that of mainstream
T cells remained unchanged (Fig. 2C), indicating a preferential
effect of IL-33 on the iNKT-cell fraction. Once again, as in vivo, the
surface expression of the early activation marker CD69 was up-
regulated preferentially on INKT cells (Fig. 2D) compared with
mainstream T cells (Fig. 2E). Lastly, in support of a direct inter-
action, iNKT cells sorted from thymocyte cultures with [L-7,
expressed the T1/S8T2 receptor (Fig. 2F) and proliferated in
response to [L-33 (Fig. 2G). Note that freshly isolated thymic iNKT
cells (Fig. 2H) expressed the T1/ST2 receptor constitutively
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Figure 2. 11-33 contributes directly to iNKT cell activation and expansion. (A) Flow cytometry plot showing the gating and percentages of iNKT
(a-GC-loaded CD1d TT* TCR-f*) and mainstream T (a-GC-loaded CD1d TT™ TCR-f") cellsisclated from wild-type C57BV/6 mice after a 5-day culture
of thymocytes with IL-7. Percentages of (B) iNKT and (C) mainstream T cells, as well as, (D and E) their respective surface expression levels of CDg9
(PE labelled) after a 5-day culture of thymocytes, isolated from wild-type C57Bl/6 mice, with IL-7 or IL-7 plus 1L-33 (D, iNKT cells; E, mainstream
T cells). (F) Expression of the TL/ST2 receptor on iNKT cells (bold line) relative to isotype control {thin line) after a 5-day culture of thymocytes with
IL-7; one representative experiment out of three. (G) iNKT cells were sorted from thymocyte cultures supplemented with IL-7 and then incubated
(1 x 10F cells) for further 48h with or without IL-33. (B-E, G) Data represent the means + SEM of three to four separate experiments, each carried out
with four to six pooled thymi from wild-type C57Bl/6 mice. (H) Flow crtometry plot showing the gating and percentages of iNKT and mainstream
T cells ex vivo from C57Bl/6 mice. Expression of the T1/5T2 receptor (bold lines) relative to isotype controls (thin lines) on {I) iNKT and
(/) mainstream T cells. Values in histograms are the percentages of cells expressing either the T1/5T2 receptor. (H-J) One representative experiment

out of three is shown. Statistical significance was established by Wilcoxon or Student's t-test, as appropriate.

(Fig. 21) and the percentage of T1/8T2* cells in this population was
higher than in mainstream T cells (Fig. 2J). IL-33R gene expression
was further confirmed by real-time RT-PCR since both ST2 and
IL-1RAcP transcripts were consistently detected in purified thymic
iNKT cells using 23.3 and 26.9 threshold cycles, respectively. A
similar result was obtained with spleen and liver iNKT cells that did
likewise express the T1/5T2 receptor constitutively, as assessed by
flow cytometry (Fig. 3A) and real-time RT-PCR (data not shown).

IL-33 directly enhances IL-4 and IFN-y production by
iNKT cells upon TCR engagement

One of the original features of iNKT cells consists in their
capacity to release large amounts of both Thl and Th2
cytokines, mainly IFN-y and [L-4, following TCR engagement.
We examined the effect of IL-33 on this particular Th1/Th2
cytokine profile, by measuring IFN-y and IL-4 production by
total spleen cells simulated with the specific iINKT-cell ligand
2-GC. We observed a more than two-fold augmentation of IL-4
levels in these conditions (Fig. 3B), in agreement with the
previously reported pro-Th2 effect of IL-33 on other cell
populations, such as mast cells [5, 6, 19, 20] and Th2
lymphocytes [1, 4]. Surprisingly, IL-33 induced much more
IFN-v than IL-4 since it induced on average a 30-fold increase in
response to #-GC, which is 15 times more than the effect on IL-4.
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The enhancement was strictly iNKT-cell-dependent since IFN-y
was detected at very low levels and [L-4 was virwally absent in
the supernatants of cells recovered from the iNKT-cell-deficient
mice (Fig. 3B). The up-regulation of IFN-y and IL-4 production by
IL-33 alone or in combination with -GC was also abrogated in
the absence of the MyD88 adaptor molecule (Fig. 3B), a member
of the IL-33 signalling receptor complex [1, 4, 6]. The preferential
effect of IL-33 on IFN-y was maintained when splenocytes from
BALB/c rather than C57B1/6 mice were used (Fig. 3C), showing
that the pro-Th1 effect of IL-33 persists in strains biased towards
Th2-mediated immunity.

We further investigated the effect of IL-33 on cytokine
production by iNKT cells in vivo. As shown in Fig. 4, both IFN-y
and II-4 were rapidly and markedly increased in the serum of
mice having received IL-33 together with -GC, as compared with
a-GC-injected controls. To prove that iNKT cells were responsible
for this cytokine production, we analysed IFN-y expression in
single cells using intracellular staining. As shown in Fig. 4B, IL.-33
augmented not only the percentage of IFN-y* cells among the
gated iNKT subset of the spleen, but also upregulated their CD69
surface expression (Fig. 4C).

We confirmed that 1L-33 targeted iNKT cells specifically by
sorting them electronically from both spleen and liver, using the
1-GC-loaded CD1d TT and the receptor CD5 for positive selection
(Fig. 5A). DC loaded with «-GC (DC 2-GC) promoted a
substantial IL-4 production by sorted «-GC-loaded CD1d TT"
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CD5" spleen cells that was about two-fold higher in the presence
of IL-33. Once again, IFN-y rather than IL-4 production was
enhanced, as attested by its ten-fold increase relative to control
cultures set up with DC «-GC alone.

As shown in Fig. 5B and C, a significant but less marked
increase in cytokine production in response to [L-33 was obtained
when freshly isolated «-GC-loaded CD1d TT" CD5% cells
from spleen and liver were stimulated with coated anti-CD3
mAb instead of %-GC-loaded DCs, suggesting a possible
conrribution of DC. IL-33 enhanced the effect of anti-CD3
mAb at both suboptimal (1-2 pg/mL) and optimal (5-10 pg/mL)
concentrations (data not shown) and promoted preferential
IFN-y production, which increased by a factor 10 instead of 2
for IL4. This ratio remained the same at different doses of anti-
CD3 mAb (data not shown). Lastly, [L-33 amplified the prolif-
eration of sorted liver or spleen iNKT cells in response to TCR
engagement (Fig. 5, right panek) in accordance with a direct
interaction.

Endogenous IL-12 contributes to IL-33-dependent
enhancement of IFN-y production by iNKT cells

It has been reported that %-GC-loaded DC produce IL-12
upon interaction with iINKT cells, which in wrn enhances
their IFN-y production [12]. To examine whether this mechanism
was involved in our experimental protocol, we performed
DC/iNKT co-culture experiments in the presence of neutralizing
anti-IL-12 mAbs. As shown in Fig. 6A, the blockade of
endogenous I[L-12 largely reduced IFN-y levels generated
during incubation of iNKT cells stimulated with a«-GC-loaded
DC and IL-33, whereas IL-4 production remained unchanged. As
a definite proof for the implication of IL-12, we repeated
the experiments in C57Bl/6 mice in which the IL-12 p40
chain had been deleted (Fig. 6B). Once again, the loss of 1L-12
reduced IFN-y but not IL4 production upon costimulation with
a-GC and IL-33.

IL-33 enhances IL-12-induced IFN-y production by
iNKT and NK cells

iNKT cells participate not only in acquired bur also in innate
immune responses, since, like classical NK cells, they can be fully
activated and produce large amounts of [FN-y without TCR
engagement, after exposure to the pro-inflammatory cytokine
IL-12 [12, 13, 21]. When assessed in this experimental set-up,
1L-33 markedly enhanced the synthesis of IFN-y by sorted x-GC-
loaded CD1d TT* CD5" cells from spleen and liver, stimulated
with IL-12 (Fig. 7A). However, it is important to note that the
sorting of iNKT cells using #-GC-loaded CD1d TTs implies a TCR
engagement, which may have conferred responsiveness to IL-33,
as previously reported [22]. To avoid this stimulation, we purified
NK1.1*CD5" INKT cells and found that unlike their «-GC-loaded
CD1d TT" counterpart (see Fig. 5B and C), they produced neither
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IFN-y nor IL-4 spontaneously or in response to IL-33 alone but
conserved their reactivity to IL-12 and its enhancement by IL-33
(Fig. 7B). These data are in accordance with a possible
involvement in early immune responses occurring independently
from TCR engagement. Consistent with this view, we found that
other typical 11-12 responder cells, namely the NK- (NK1.1*CD37)
cell population, expressed the T1/5T2 receptor constitutively, in
both spleen and liver (Fig. 8A). Furthermore, its functionality was
assessed by the remarkable 250-fold increase of [FN-y production
that occurred when 1L-33 was added to sorted NK1.1*CD5 cells
from spleen and liver stimulated with [L-12 (Fig. 8B).

Discussion

COur study provides the first evidence that IL-33 directly targets
immunoregulatory iNKT cells to increase their state of activation
and their incidence in spleen and liver after a 7-day in vive
weatment. This effect resulted from a direct interaction, as
assessed by in vitro experiments with purified iNKT cells which
express the T1/5T2 receptor constitutively and are expanded and
functional in response to IL-33.

Based on the current view that IL-33 exerts its biological
activity by promoting a Th2 immune response [1], we expected
that it would also drive a preferential 11-4 production by iNKT
cells. However, it turned out that exposure to [L-33 privileged the
production of IFN-y production in response to TCR engagement,
revealing a marked pro-Th1 effect that was enhanced on average
30-fold, that is 10-15 times the increase of IL-4, as well as that of
other pro-Th2 cytokines, namely IL-5 and IL-13 (data not shown).
Finally, the capacity to promote a pro-Thl cywkine profile
constitutes a general fearure of IL-33 applying likewise to
C57Bl/6 and BALB/c mice, which are biased towards a pro-Thl
and a pro-Th2 response, respectively.

It is not yet clear whether this activity is restricted to iNKT
cells or applies to conventonal T-cell populations. Our preli-
minary data indicate that IL-33 can also amplify IFN-y production
by conventional CD4" memory T cells, sorted as CD44"
CDA2L-CD4" «-GC-loaded CD1d tetramer~ (TT) cells, in
response to primary TCR stimulation (data not shown). The
discrepancy between these findings and those reported by
Schmitz et al. [1] might be explained by the use of polarized Thl
and Th2 cells rather than freshly isolated, naturally activated
CD4" T cells, as in our experimental serup.

The preferential IFN-y production induced by IL-33 in iNKT
cells indicates that the immunomodulatory functions of this newly
discovered cyrokine might actually be more complex than initially
assumed. Depending on the local cytokine environment it might
indeed behave like an enhancer of Th1-mediated inflammation, as
is the case in our study where endogenous [I-12 mediates the
enhancement of IFN-y production by iNKT cells in response to
IL-33 both in vitro and in vivo. Further investigations are now
needed to determine to what extend the contrasting activities of
INKT cells regarding Thl [21] versus Th2 [23] adaptive immune
responses are regulated by endogenous [L-33 in vivo. Our results
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Figure 3, IL-33 enhances both IL-4 and IFN-y production by spleno-
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MyD88. (A) Ex wivo expression of the T1/5T2 receptor by spleen and
liver iNKT cells (bold line) relative to their isotype controls (thin line)
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(lz18~) or MyD88~'~ C57B1/6 mice or (C) wild-type BALB/c mice were
cultured for 48 h with or without 2-GC, and in the presence (hatched
columns) or absence of (white columns) of IL-33. FN-y and IL-4
concentrations in the supernatants were gquantified by ELISA. Data
represent means+t SEM of three separate experiments, each carried out
with three pooled organs for each group of mice. NS: not significant
statistical significance was established by Wilcoxon or Student’s t-test,
as appropriate.

also support the notion that [L-33 may contribute not only w
acquired but also to innate immune responses by targeting iNKT
cells. Indeed, we demonstrate that I[FN-y production can be induced
without TCR cross-linking, provided that the proinflammatory
cytokine 1L-12 is present during stimulation. Rapid regulation of
ST2 expression during human NK-cell activation by [L-12 is one
mechanism that has been proposed to explain the ability of 1L-33
and IL-12 to synergistically induce IFN-y [24]. However, we
detected no up-regulation of ST2 surface expression on mouse iNKT
cells in response to IL-12 both in vitro and in vivo (data not shown),
suggesting that other mechanisms must be involved.
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The capacity of [L-12-induced [FN-y production by iNKT
cells exposed t IL-33 is of potential interest in a patho-physio-
well-established
population

logical setting, considering the

functions of this cell

regulatory
in anti-infectious and
anti-tumor immune responses [10, 11, 13, 25]. The potential
involvement of the IL-33/ST2 pathway in innate cellular
immune responses is also supported by our observation
that IL-33 targets not only iNKT but also NK cells, both in vitro
and in vivo, and by previous reports on the release of
pro-inflammatory mediators by mast cells in response
to [L-33 [5, 20, 26]. It is not yet clear how IL-33 increases
cytokine production by iNKT or NK cells. According to our
in vitro data, the interaction with its receptor alone is not suffi-
cient to induce IFN-y secretion, which failed w occur in the
absence of TCR or IL-12 signalling in cultures set up with naive
iNKT (CD5" NK1.1") (Fig. 7B) or NK cells (Fig. 8). The same
conclusion applies w IL-4 production (data not shown),
suggesting that [L-33 acts as a cofactor rather than an inducer per
se. Yet, somewhat paradoxically, IL-33 administration alone
activated both iNKT (Fig. 1) and NK cells (data not shown) in
vive. [t is conceivable that this occurs indirectly through endo-
genous factors generated by other target cells of IL-33. This
hypothesis is consistent with the fact that IFN-y could only be
detected in IL-33
up with whole spleen cells (Fig. 3B and C) but not with sorted

response o alone in cultures set
iNKT cells. It remains to be determined whether endogenous
IL-33 provides a general means of amplifying inherent iNKT-cell

activities, by enhancing both IL-4 and [FN-y secretion, as
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Figure 5. 11-33 directly induces a preferential increase in IFN-y rather than IL-4 production by iNKT cells upon TCR engagement. Freshly sorted
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appropriate.

previously proposed for IL-12 [16, 17]. This hypothesis is
consistent with the constitutive surface expression of T1/ST2
receptors by iNKT cells.

As o the molecular events leading to the pro-Thl effect, our
data support the conclusion that [L-33 amplifies the signalling
pathway initiated by TCR cross-linking or [L-12 since it has no
effect on its own. It remains to be elucidated whether this occurs
through the recruitment of MyD88 adaptor protein, which we
found to be required for the activity of IL-33.

Another important issue concerns the relevance of our results
in humans. According o preliminary experiments, [L-33 amplifies
the expansion of iNKT cells in PBMC in response to the «-GC
ligand and enhances the production of IFN-y by IL-12-activated
NEK cells (J. M. G. and A. B.; unpublished data). These data, along
with those recently reported by Smithgall er al. [24], support a
similar mechanism of action in mice and humans.

In conclusion, we demonstrate a new pro-Thl activity of IL-33,
which can act as a co-stimulatory factor in innate cellular immune
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responses. Our findings challenge the prevailing opinion that [1-33
is strictly a pro-Th2 cytokine and provide further evidence for the
importance of the microenvironment and the cellular context for
determining both Thl and Th2-oriented immune responses.

'erials and methods

Reagents

Murine rIL-12, rIL-33 and ant-IL-12mAb (clone C17.8) were
purchased from R&D Systems (Abingdon, UK). «-GC (KRN 7000)
was provided by the Pharmaceutical Research Laboratory
of Kirin Brewery (Gunma, Japan). Fluorochrome-conjugated
anti-pTCR (clone H57-597), ant-CD3 (clone 500-A2), anti-CD4
(clone RM4-5), anti-CD5 (clone 55-7.3), antd-CD69 (clone
H1-2F3), anti-CD44 (IM7), ant-IFN-y (clone XMG1.2) and
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Figure 6. IL-12 contributes to the enhancement of FN-y production
but not that of IL4 in response to the co-treatment of «-GC and
IL-33. (A) Freshly sorted iNKT (z-GC-loaded CD1d TT'CD5™") cells
from the spleens of wild-type C57Bl/6 mice were cultured for 48h
with 2-GC-loaded (DC 2-GC), in the presence (hatched columns) or
absence (white columns) of IL-33 with or without neutralizing
anti-IL-12maAb. IFN-y (left panels) and IL-4 (right panels) concentra-
tions in the supernatants were quantified by ELISA. Statistical
significance was established by Wilcoxon or Student's t-test, as
appropriate. (B) Wild-type and mutant CS57Bl/6 IL-12 p40 mice
received a single i.p. injection of NaCl or 1L-33 (data not shown) or 2 pg
#-GC in combination with 4pg of IL-33 (hatched columns) or alone
(white columns), and were sacrificed 2h later. FN-y (left panels) and
IL-4 {right panels) concentrations in sera were quantified by ELISA The
concentrations of 1L-4 and IFMN-y were less than 20pg/ml in mice
injected with NaCl or IL-33 alone. Statistical significance was estab-
lished by Student's unpaired t-test

anti-NK1.1 (clone PK136), and corresponding isotype controls
were from BD Pharmingen (San Diego, CA). The FITC-conjugated
anti-T1/8T2 and its FITC-conjugated isotype control Ab were
obtained from MD Bioscience and BD Pharmingen, respectively.
APC-conjugated o-GC-loaded CD1d TT was obtained through the
NIH tetramer facility.

Production of human rIL-33

The human cDNA encoding [L-33 aa 112-270 [3] was subcloned
into expression vector pET-15b (Movagen), and human rll.-33 was
produced in E coli BL21pLysS (Novagen) and purified on Ni-NTA
agarose (Qiagen), according to the manufacturer’s instructions.

Mice and in vivo treatments

Seven- w eight-wk-old mice were used in this study. Wild-type,
mutant Jo~ 18, MyD88 "~ female mice on a C57Bl/6 genetic
background and wild-type female mice on a BALB/c genetic
background were bred and maintained in our animal facility under
specific pathogen-free conditions. Mutant CS7Bl/6 IL-12 p40~/"

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 7. 1L-33 enhances IL-12-induced IFN-y production by iNKT cells
without TCR engagement Freshly sorted splenic (upper panels)
and liver (bottom panels) (A) «-GC-loaded CD1d TT'CD5™ or
(B) NK1.1"CD5* cells from wild-type C57BV6 mice were cultured for
48h with or without 1L-12, in the presence (hatched columns) or
absence (white columns) of IL-33. IFN-yin supernatants was quantified
by ELISA. Data represent the means+SEM of three separate experi-
ments, each carried out with 8-10 pooled organs. NS: not significant.
Statistical significance was established by Wilcoxon or Student's t-test,

as appropriate.

mice and their wild-type male controk from the Jackson Laboratory
were provided by Jean-Frangois Arnal (Institut National de la Sante
et de la Recherche Médicale, US89, Toulouse, France). The in vivo
efficiency of IL-33 was controlled by measuring the increase of the
hematopoietic cell counts in the spleen of treated mice. Based on
preliminary experiments using a seven-day treatment with various
doses of IL-33 (1, 2, 4 and 8 pug daily) followed by sacrifice 12h
after the last injection, we currently injected a dose of 4 pug per day
and per mouse, which was sufficient to induce reproducibly a
maximal splenomegaly, as previously described by Schmitz et al.
[1]. In another series of experiments, mice received a single ip.
injection of 2 pg 4-GC in combination or not with 4 pg of IL-33, and
were sacrificed 2h later. Animal experiments were performed
according to the French institutional committee.

Cell preparation

All cell preparations were carried out in complete RPMI ((RPMI
1640; Invitrogen Life Technology, Grand Island, NY) supplemen-
ted with 10% FCS, antibiotics and 2-ME). After perfusion with
PBS, livers were homogenized through a 100-pum cell strainer and
washed. Parenchymal cells were removed by centrifugation at
50g for 5min. The suspension was centrifuged over a 35% Percoll
(Amersham Biosciences Europe, Orsay, France) gradient and
mononuclear cells (MNC) were isolated by harvesting the
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Figure 8, IL-33 enhances IL-12-induced IFN~ production by NK cells. (A) Flow cytometry plot showing gating for splenic and liver NK (CD5 NEK1.1%)
cells isolated from wild-type C57BL/6 mice and ex vive expression of the T1/ST2 receptor (bold line) by these NK cells relative to the isotype
control (thin line). One representative experiment out of three is shown. (B) Freshly sorted splenic {top panel) and hiver (bottom panel)
NE {CD5 NK1.1%) cells from wild-type C57BI/6 mice were cultured for 48 h with or without IL-12 in the presence (hatched columns) or absence
(white columns) of L-33. FN-y concentrations in the supernatants were quantified by ELISA. Data represent the means+SEM of three
separate experiments, each carried out with 8-10 pooled organs. Statistical significance was established by Wilcoxon or Student’s t-test, as

appropriate. NS: not significant.

interphase. Spleen cells and thymocytes recovered after homo-
genization and lysis of RBC in ammonium chloride buffer were
suspended in complere RPMI 1640,

Staining for flow cytometry, FACS sorting and cell
purification

Cells were re-suspended in staining buffer (PBS with 10% FCS)
and anti-CD16/32 (BD Pharmingen) to block non-specific
binding. Membrane labelling, as well as intracellular cytokine
staining, was performed as described before [16]. At least 1500
events gated among the population of interest were analysed on a
FACS Canto cywometer using BD FACSDiva software (BD
Bioscience). The proportion of «-GC-unloaded CD1d TT™" cells
among gated B-TCR* T cells was always below 0.05, 0.1, and
0.5% in thymus, spleen and liver, respectively. iNKT cells were
sorted from thymus, liver or spleen as a-GC-loaded CD1d TT"
€D5" cells, while NKT and NK subsets were distinguished and
sorted from the liver or spleen as CD5™NK1.1" and CD5~NK1.17
cells. In some experiments, thymic iNKT cells were sorted after a
5-day expansion of whole thymocytes with IL-7 (see section
Cell cuiture and cytokine assays). Prior to sorring, freshly
isolated thymocytes or splenocytes were enriched for iNKT and/
or NK cells by magnetic depletion of CD8, CD11b, CD62L and
CD19 cells (Invitrogen Life Technology), according to the
manufacturer's instructions. Sorted cells were routinely =>97%
pure.

& 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Cell culture and cytokine assays

Activation and expansion of thymic iNKT cells were assessed by
flow cytomeoy after a 5-day culture of whole thymocytes
{20 = lﬂﬁ.fw'allJ with or without IL-33 (10ng/ml} in the presence
of IL-7 (40ng/mL), as previously described [18]. Bone marrow-
derived DC were prepared as reported [19]. On day 6, DC were
loaded or not with «-GC (100 ng/mL) for 18 h. A total of 2.5 x 107
sorted INKT, NK and NKT cells were culured for 48h in 200 pL
complete RPMI with or without coated anti-CD3 maAb (10 pg/mL,
BD Pharmingen}, a-GC-loaded or unloaded DC (5.0 = 10%), in the
presence or absence of IL-33 (10ng/mL) or IL-12 (20ng/mL) or
both, and with or without ant-IL-12mAb (5pg/mlL) in round-
bottomed 96-well plates at 37°C and 5% CO.. In another set of
experiments, total splenocytes (0.5 x 10° cells/well) were incu-
bated for 48 h with or without «GC (100 ng/mL) in the presence
or absence of IL-33 (10ng/mL). IL-4 and IFN-y in supernatants
were quantified using standard sandwich ELISA, as previously
described [18]. Cells were pulsed [3H] thymidine, then harvested
and thymidine uptake was assessed as described [14].

RNA isolation and real-time RT-PCR

Total RNA was extracted from thymic iNKT and T ymphocytes or
from liver, spleen and thymic iNKT cells using the SV Total
BNA isolation Kit® (Promega, Charbonnieres-lesbains, France)
and then subjecred w a reverse manscriprion reaction using
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high-capacity ¢cDNA archive kit® (Applied Biosystem, Foster City,
CA). A total of 30ng twotal complementary DNA was used as a
template for amplification with primers specific for T1/8T2 (for.:
5'TACCAGGGTGGAGCCTACTZ, rev.: 5'GCCCAACCTTCTACCTC-
CTC3"); IL-1RacP (for.: S'TGAGCTTTTTCATCCCCTTG3!, rev.:
S'ATAGATCTGGGGTGGCAATG3') and 18S (for.: 5'CGCCGCTA
GAGGTGAAATTCY, rev.: 5'TTGGCAAATGCTTTCGCTC3') used
at a 250nM final concentration. The real-time quantitative PCR
were performed as previously described [16].

Statistical analysis

Data are expressed as means+SEM. Mean differences berween
experimental groups were evaluated by Student’s unpaired ttest.
Paired statistical analysis of the in vitro effect of IL-33 was performed
according  Wilcoxon or Student’s r-test, as appropriate.The
p-values under 0.05 were considered statistically significant.
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Avrticle n°2

Les lymphocytes NKT invariants (iNKT) inhibent le développement de la lignée TH17

Lennart T. Mars, Luiza Araujo, Philippe Kerscheéy&ine Diem, Elvire Bourgeois, Linh Pham Van
Nadege Carrié, Michel Dy, Roland S. Liblau, Andexthélin

Les cellules T se différencient en sous-populatiefisctrices distinctes en réponse a un
pathogéne. Les lymphocytes NKT invariants (iNK®Bstreints par CD1d, qui se trouvent a
l'interface entre I'immunité innée et 'immunitkaptative, orientent ce processus : ils peuvent
soit amplifier, soit bloquer les réponses Thl &.Tta nouvelle population de cellules T CD4(+)
auxiliaire Th17 identifiee récemment est impliqudens les défenses contre certains
microbes, dans l'autoimmunité et dans le pathogédéd'asthme. Pour analyser l'influence
des cellules INKT sur la différenciation des cetwlT naives, nous avons utilisé un
modéle de transfert adoptif de cellules TCD4(+)csigues d'antigene. L'activation des
cellules T CD4(+)CD25(-)CD62L(+) transférées a dearis receveuses, permet normalement
I'expansion et la différenciation Th17. Cette étadgabli que I'activatiom vivo des cellules
INKT empéchait le développement des cellules T emixers la lignée Th17. Cette réponse
Th17 revenait a la normale lors du transfert aflojeticellules INKT dans des sourisl8(-/-),
confirmant le fait que les cellules iINKT contrblelet compartiment Th17. Ces résultats
concordent avec l'observation d'une augmentatiom réponses Thl7 chez des souris
dépourvues de cellules iNKT. Les expériences dealmation cytokiniquen vivo ont révélé le
role de I'lL-4, de I'lL-10 et de I'lFN-dans cette régulation. Les résultats suggerentlague
cellules iINKT jouent un réle important dans le c¢ol& de la lignée Th1l7 et constituent une

barriere naturelle régulant les réponses Th1l7.
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T cells differentiate into functonally distinct effector subsets in
response to pathogen encounter. Cells of the innate immune
system direct this process; CDld-restricted imvariant natural killer
T (iNKT) cells, for example, can either promote or inhibit Thy and
Thz responses. Recently, a new subset of CD4+ Thelper cells, called
Thy7, was identified that is implicated in mucosal immunity and
auteimmune disorders. To investigate the influence of INKT cells
on the differentiation of naive T cells we used an adoptive transfer
model of traceable antigen-specific D4+ T cells. Transferred naive
CD25-CD62L* CD4* T cells were primed by antigen immunization
of the recipient mice, permitting their expansion and Thyr differ-
entiation. This study establishes thatinvivo activation of INKT cells
during T-cell priming impedes the commitment of naive T cells to
the Thyz lineage. In vivo cytokine neutralization experiments
revealed a role for IL-4, IL-10, and IFN-y in the INKT-cell-mediated
regulation of T-cell lineage development. Moraover, by comparing
IL-17 production by antigen-experienced T cells from unmanipu-
lated wild-type mice and INKT -cell-deficient mice, we demonstrate
an enhanced Thy; response in mice lacking iINKT calls. This invig-
orated Ther response reverts to physiological levels when INKT
cells are introduced inte la 18—/~ mice by adoptive transfer, indi-
cating that iNKT cells control the Thyz compartment at steady state.
We conclude that iINKT cells play an important role in limiting
development of the Thyy lineage and suggest that INKT cells
provide a natural barrier against Thy7 responses.

autoimmune encephalomyelitis | immune regulation | INKT cells |
multiple sderosis

Tu respond to diverse microbial infections, T cells differenti-
ate into functionally distinct subsets that secrete unigue
combinations of cytokines (1). Recently, a novel subset of T
helper (Th) cells was identified— called Th,; cells—that produce
IL-17A, IL-17F, and IL-22 (2). Thy; cells protect the host against
extracellular pathogens encountered at mucosal surfaces, but
they also play a detrimental role in experimental models of
multiple sclerosis, as well as in human inflammatory bowel
disease and psoriasis (2). In mice, cytokines TGF-g and IL-6
initiate the differentiation of T cells into the Thyy lineage by
inducing expression of a transcription factor called retinoic acid
receptor-related orphan nuclear receptor (ROR)-yt and of the
IL-23 receptor (3-6). IL-21 and IL-23 further support the
differentiation of Thy7 cells, permitting IL-22 expression (6-10).
In addition to providing autocrine support to the cells that
produce them, some lineage-specific cytokines can impede the
development of other Th lineages. For example, IL-21 secretion
by Thiyy cells inhibits Thy cytokines (11), whereas the reciprocal
regulation of Thy and Thy responses is mediated by IL-4 and
IFN-y (12), both of which antagonize Th,; differentiation (13,
14). Upon pathogen encounter, innate immune cells critically
influence Th differentiation. For example, triggering of Toll-like
receptors (TLRs) on dendritic cells (DXCs) drives IL-12 produc-
tion, which favors Th, differentiation. Similarly, upon engage-
ment of their receptors dectin-1 or nucleotide oligomerization
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domain 2 (Nod2), DCs produce IL-6 and IL-23, which orientate
T cells to the Thy; lineage (15-17). Other cells of the innate
immune system that influence Th differentiation include imvari-
ant natural killer T cells (iNKT), a CDIld-restricted T-cell
population that expresses an invariant T-cell receptor a-chain by
using a Vald-Jol® rearrangement in mice and a Vo24-Jel8
rearrangement in humans. Like conventional T cells, iNKT cells
comprise distinct functional subsets. Notably, NK1.1P** iNKT
cells produce IL-4 and IFN-y, whereas NKL.1%¢ iNKT calls
produce IL-17 and IL-21 {18-21). The iNKT cell response is
elicited by the presentation of pathogen-derived or endogenous
glycolipid antigens by CIld-expressing antigen-presenting cells
{APCs) (22). iNKT cells can support and sustain Th, responses
by activating NK cells, which secrete IFN-y, thus facilitating DC
maturation and IL-12 production (22). Under different inflam-
matory conditions, iINKT cell activation favors Th, differentia-
tion by producing IL-4, thereby conferring clinical benefit in
animal models of organ-specific autoimmune diseases (23-27).

The ability of iNKT cells to regulate the differentiation of
comventional Thy and The cells raises the question of whether
they might also influence the Thy; lineage. On one hand, the
NEK1.1m2 iNKT cell subset that produces IL-17 and IL-21 might
support and sustain Th,; responses (18-21); on the other hand,
the clinical benefit provided by the activation or enrichment of
iINKT cells in Thysdriven models of organ-specific autoimmune
diseases suggests that iNKT cells might control pathogenic Thyr
responses (23-26, 28, 29). This study investigated the influence
of INKT cells on the Thyy response. We found that activation of
iNKT cells in vivo impedes commitment of naive CD4+ T calls
to the Thyy lineage. Moreover, when comparing the Thyr com-
partment between wild-type and INKT-cell-deficient mice, we
found that antigen (Ag)-experienced CD4+ T cells produce
more IL-17 when they are isolated from iNKT-cell-deficient
mice (Jeel&~). This invigorated Thy; response in the Je 18/~
mice can be corrected by the adoptive transfer of iINKT cells.
Consequently, our data reveal that INKT cells control the Thy;
lineage in healthy, unmanipulated mice and illustrate the im-
portance of iNKT cells both in regulating Thy; lineage develop-
ment and in the persistence of the Thy; population.

Results and Discusslon

iNKT Cells Regulate IL-17 Production by CD4* T Cells. To evaluate the
influence of iINKT cells on Thyy cells, we first compared the
capacity of CD4+ T cells from wild-type and iNKT-cell-deficient
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Fig. 1. iNKT cells negatively requlate IL-17 production by CDAY T cells.
Purified D4+ T cells were stimulated for 72 hwith plate-bound anti-C03 and
anti-D28 mAbs and IL-23. (&) Releasa of IL-17 (Left), IL-4 (Middie), and IFN-y
(Right) by CDA* T cells from (A)wild-type (NT) or C01d ™~ CE7BLE mMice or (8)
wild-type (NT) arla18~" CE7BLE mice was assayved by ELISA. Eachidata paint
represents the mean = SEM of 2 (A) or 3 (B) experiments.

(CD1d~~, Jal8~~) animals to produce IL-17. Splenic CD4+ T
cells purified from unmanipulated C57TBL/6 mice were stimu-
lated for 3 days with plate-bound anti-CD3 and anti-CD28 mAbs
in the presence of IL-23. Under such APC-free conditions, IL-23
promoted the expansion of preexisting IL-17-producing cells,
but did not permit de novo Thy; differentiation of naive CD4+*
T cells (4, 6, 30%. CD4+ T cells from the iNKT-cell-deficient
CD1d~~ mice produced up to 3-fold more [L-17 than CD4* T
cells from wild-type mice (Fig. 14), suggesting that a CD1d-
dependent T-cell population controls the Thy; lineage. By con-
trast, the production of IL-4 was significantly reduced in CD4*
T-cell cultures from CD1d~"~ mice, indicative of the absence of
iNKT cells, which produce large amounts of IL-4 in response to
TCR stimulation (31). To unequivocally assess the implication of
CD1d-restricted iNKT cells we determined the cytokine pro-
duction of stimulated CD4* T cells from Jal8~/~ mice that
selectively lack iINKT cells. Similar to the phenotype observed
with CD1d~"~ mice, CD4* T cells from Ja 18—/~ mice produced
more IL-17 as compared with CDd* T cells from wild-type mice
(Fig. 1B), confirming that iNKT cells limit IT.-17 production in
vitro. Stimulated CD4* T cells from Jeel 8/~ mice also produced
less IL-4 than their wild-type counterparts (Fig. 1B) compatible
with the absence of iINKT cells. A less pronounced reduction in
IFN-y secretion was equally observed. To assess if the impact of
iNKT cells on the Thy; lineage extends to other mouse strains we
compared the cytokine profile of stimulated CD4* T cells from
wild-type and J 18—~ NOD mice, and observed a comparable
inhibition of IL-17 secretion in the presence of INKT cells
(NOD: 864 + 110 pg/ml vs. Jal8-/—: 2707 = 379 pg/ml; P =
0.03). Inmterestingly, the CD4* T-cell cultures from NOD mice
produced more IL-17 than C57BL/6-derived cultures, potentially
reflecting the autoimmune process developing in NOD mice.

Activating INKT Cells in Vive Inhibits Autoantigen-Specific Thy and Thyy
Responses. To investigate the influence of iNKT cells on the Thy;
lineage in wvivo, we used the mouse model of experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE), in which immunization
with a peptide fragment of myelin oligodendrocyte glycoprotein
{MOG) induces myelin-specific Thy and Thy; cells that syner-
gistically contribute to the demyelinating lesions in the CNS5 (32,
33). In this model, activation of iINKT cells ameliorates the
disease by reducing the intensity of the pathogenic T-cell re-
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Fig. 2. Invivo treatment with o-GalCer prevents EAE. (A) The 202 transfer

mode] uses traceable MOG-specdfic natve CD4* T cells purified from C0A45.1
congenic 202 mice. Twenty-four hours after transfer of 10° COGZLYCD25
DAY T cells, the recipient CDA45.2 CS57BLE mice wiere immunized with
MOG3c cc in the presence either of a-GalCer or the PBESDMS0 sohent fvehi-
cle). (B) The average clinical score from o-GalCer-treated mice (open circles,
n = B} and vehicle-treated controls (filed cirdes, n = 7} from 2 independent
experiments is presented.

sponse (24-26). To study the differentiation of autoreactive T
cells at the single-cell level, we introduced a traceable population
of natve MOGas ss-specific CD4+ T cells into the mice before
inducing EAE (Fig. 24). These CDA2LtCD25~ autoreactive
CD4+ T cells were purified from CD45.1 congenic, 2D2 trans-
genic mice expressing an 1-AMrestricted TCR (Va3.2-WB11)
specific for MOGazss on CD4t T cells. These transferred
MOG-specific T cells underwent an expansion of up to 3,700
fold, 9 days after immunization with MOG;s 55 (Fig. 51). Anal-
ysis of the intracellular cytokine profile of the congeniec
{CD45.1") MOG-specific T cells by FACS enabled us to quantify
IFN-y-producing Thy and IL-17-producing Th,; cells (Fig. 51.4).
Both the Thy and Thy; responses peaked 9 days after immuni-
zation in the spleen (Fig. 518) and draining lymph nodes (LNs;
data not shown), but the number of Thyy cells was significantly
inferior to that of Thy cells. These mice developed moderate
clinical signs of EAE, on average, 17 days after immunization
Fig. 2).

{ 'lg';u vglidate the regulatory capacity of INKT cells in this model,
we treated immunized mice with 2 injections of a-GalCer
{Fig. 2.4), an exogenous glycolipid that closely resembles the
microbial glycosphingolipids that are agonists of iINKT cells (34).
These injections significantly reduced the severity of EAE when
compared with the vehicle-injected control mice (Fig. 2B). In
vitto recall responses to MOGas 55 revealed that a-GalCer
injections inhibited the antigen-specific secretion of IL-17 (Fig.
34), IFN-y, and TNF-«& (data not shown) by splenocytes. This
was not due to los of MOG-specific CD45.1% CD4+ T cells,
which were only slightly reduced after «-GalCer treatment (Fig.
3B). Instead, activation of iINKT cells with «-GalCer markedly
reduced both the frequency (Fig. 3 C and I}) and the absolute
numbers (vehicle: 17 * 6 x 10P vs. o-GalCer: 2 = 1 = 105, P =
0.001) of Thyr cells as assessed by analysis of intracellular
cytokines in the transferred CD45.1* TCRVa3.2* CD4* T cells.
A similar inhibition of Thyy differentiation was observed
amongst endogenous CD45.1~ CD4* T cells (data not shown).
Interestingly, although the activation of iINKT cells also reduced
the frequency {Fig. 3E) and slightly reduced the absolute num-
bers (vehicle: 34 + 12 % 1P wvs. a-GalCer: 8 = 2 % 105, P =0.1)
of Thy cells, its impact on the Thy response appeared more
modest than on the Thyy response. This inhibition of the
MOG-specific Thy; and Th; responses is attributable to iINKT
cells because e-GalCer treatment of Jx15~'~ mice had no
significant influence on the expansion and differentiation of
autoreactive T cells (Fig. 3 B, [}, and E). Similar results were
obtained with cells from the draining LNs, where a-GalCer
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Fig. 3. Activation of iNKT cells by «-GalCer blocks the commitment of
natve MOG specific T cells to the Thy and Thy; lineages. By using the 202
transfer model described in Fig. 2, we assessed MOG-specific T-cell differ-
entiation in immunized CS7AL%E (WT) and Je 187" recipient mice treated
with a-GalCer orvehicle. (A) Mine days after immunization, we assessed the
in vitro recall response by splenooites from a-GalCer-treated recipients
fwhite bars; WT, n = 4; Ja18~'~, n= 4) orvehicle-treated recipients (black
bars;WT,n =4; Ja18~", 0 = 4). IL-17 release was measured from unstimu-
lated (MN5), MOGs_g-stimulated (MOG; 100 pg'ml), and anti-CD3 mAb-
stimulated (CO3) cultures after 72 h. (F) The number of CO45%.1 * TCRVa3.27
CDAt Teellswasestablished in mice treated with a-GalCer fwhite bars; WT,
n=11;Ja18"", n = 4) or vehicle (black bars; WT, n = 11; Ja187", n = 4).
o-GalCer slightly reduced the proportion of 202 CDA5. 1*TCRV3.2* CDA*
T cells in the spleens of WT but not Ja18 ™" mice. ((-G) The MOG-specific
Th 7 and Thy differentiation was analyzed by establishing the intracellular
IL-17 and IFN-y preduction of CDA45. 11 TCRVe3.2* CDA* T cells from WT and
Jo 187~ recipient mice treated with o-GalCer or vehicle. Thy; differentia-
tion is indicated by the frequency of IL-17-producing 202 T cells in the
spleen {Cand D) and draining LNs{F). Thy differentiation is indicated by the
frequency of IFN-yproducing 2D2 T cells in the spleen (C and E} and
draining LNs {G). Intracellular gytokine analyses were alse performed after
antigen-spedfic restimulation with MOG3c g and revealed a similar inhi-
bition of Thy and Thy; respenses by a-GalCer treatment, although the
number of cytokine-posithee cells was generally lower. Cytokine secretion
in (4) presents 1 representative experiment of 3 performed. Intracellular
cytokine analysesin (B-G) present 3 independent experiments for the WT
mice and 1 experiment for Je18™"" mice.
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Fig. 4. Activation of iMKT cells by «GalCer regulates the Thy and Thyz
responses by immune deviation and IL-10 preduction. By using the 202
transfer model described in Fig. 2, we asessed MOG-spedfic T-cell differen-
tiation in the draining LNs of immunized C57BLS (WT) and Ja1 8~ mice. Nine
days after immunization, the intracellular IFN-y, IL-17, IL-4, and IL-10 expres-
sion by CO45.1 *TCRVa3.2* C04* T cellswas asessed ina-GalCer-treated mice
twhite bars; WT, n = 11; Ja 18", n = &) and vehicle-treated mice (black bars;
WT,n=11;1a18™"", n= 4). (A) The effectofa-GalCeron the proportion of 202
CD451*TCRV a3 .2t COAY T cells in the draining LNs of recipient mice. (B) The
frequency of Foxp3-positive cells ameong 202 C045.1 *TCRVR3. 2 and endog-
enous COA5.17 CDA* T cells. (C) The proportion of IL-d-positive calls among
202 (DAS1*TCRVe3.2* CO4* T cells inreased upon e-GalCer treatment of
WT, but not e 187 mice, indicating an enhanced The differentiation in the
presence of iNKT cells but not in their absence. (D and E) The release of IL-5 (D)
and IL-10 (E) during the in vitro recall response was asessed in o-GalCer-
treated mice (white bars; WT, n = 4; la18~", n = 4) or vehicle-treated mice
(black bars; WT, n = 4; KO, n = 4). Cytokine release inunstimulated (N5) and
MOGae ce-stimulated {100 pgdml) cultureswas measured after 72 h by Luminex
immunoassay. (F-H) The role of IL-4, IL-10, and IFM-y in regulating T-cell
differentiation was evaluated in vive by injecting neutralizing mAkbs. Thy (F)
and Thyz (G-H) commitment was asessad in mice treated with vehicle or
w-GalCerthat had received mAbs neutralizing IL-4 and IL-10R {(Fand &), or IL-4,
IL-10R, and IFM-v (H}. The single-cell analysis presents 3 separate experiments
for the WT mice (4 and C) and a single experiment for the la18™ mice (4 and
Q). For the cytokine secretion (D' and E), 1 representative experiment of 2 is
shiowm. The cytokine neutralization data (F-H) are from 1 experim ent irvalv-
ing 4 indhvidual mice per group for each neutralization protocol.

treatment influenced expansion only modestly (Fig. 44), but
blunted IFN-y and IL-17 production by MOG-specific CD4+ T
cells in an iINKT-cell-dependent manner (Fig. 3 F and & and Fig.
52). Taken together, our data show that activation of iNKT cells
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in vivo inhibits differentiation of naive autoreactive CD4 + T cells
into pathogenic Thy and Thyy effector cells, and that the
inhibitory effect is most pronounced on the Thyr lineage.

INKT Cel-Induced IL-4 arvd IL-10 Inhibit the Thy Response, and 11-4,
IL-10, and IMN-y Are Required to Control the Thyz Response. The
therapeutic efficacy of #-GalCer in EAE depends on the pro-
duction of anti-inflammatory cytokines IL-4 and IL-10 (24, 25).
To assess whether a-GalCer promotes the commitment of CD4+
T cells to the IL-4-producing Th, or IL-10-producing Tr, lin-
eages, we analyzed the intracellular cytokine-profile of the
MOG-specific T-cell response. In addition, given the reciprocal
relationship between Thy; and inducible regulatory T cells (3, 4,
35), we enumerated the frequency of Foxp3t CD4* T cells. No
variation in the proportion of Foxp3t CD4+ T cells was observed
among congenic 202 T cells and in the endogenous CD4* T-cell
pool (Fig. 4B). Evidence of immune deviation was obtained, as
the proportion of IL-4-producing congenic 2D2 CD4+ T cells
(and endogenous Th; cells; data not shown) augmented signif-
icantly in a-GalCer-treated wild-type mice when compared with
the vehicle-treated mice (Fig. 4C and Fig. 52), and their re-
stimulation in witro is associated with elevated lewals of the
Ths-associated cytokine IL-5 (Fig. 4D). By contrast, a-GalCer
treatment of Jae 18—~ mice had no effect on the frequency of Thz
cells and their associated eytokines (Fig. 4 C and [)), indicating
that the Ths bias seen in wild-type mice depended on iNKT cells.
Interestingly, an enhanced production of IL-10 was observed in
cultures from #-GalCer-treated mice (Fig. 4F) irrespective of
MOG s _s: restimulation. In addition, no detectable increase in
the frequency of IL-10-producing MOG-specific 2D2 T cells
(Fig. 52) was observed, suggesting that iNKT cells can promote
IL-10 production by non-T cells.

To assess whether IL-4 and IL-10 contributed to the inhibition
of Thy and Thy; differentiation by the in vivo a-GalCer treat-
ment, we neutralized the effects of both IL-4 and IL-10 with
mAbs injected i.p. Under these cytokine-blocking conditions,
the proportion of Thy 2D2 cells tripled and the regulatory effect
of INKT cell activation by «-GalCer on Thy cells was fully
blocked (Fig. 4F and Fig. 534). Concomitantly, the proportion
of Thy; cells increased. Nevertheless, a-GalCer treatment still
significantly limited the Thy; response (Fig. 4 and Fig. 534).
Given the capacity of INKT cells to produce copious amounts of
IEM-y (22), the increase in IFN-+y-producing Th, cells after IT-4
and IL-10R neutralization, and the capacity of IFN-y to antag-
onize Thyr differentiation (13, 14), we asked whether IFN-y
could be an additional factor involved in the regulation of Thy;
commitment by INKT cells. Neutralizing [IFN-y in vivo doubled
the proportion of Thyy 2D2 CD4* T cells in both PBS and
a-GalCer-treated mice (Fig. 338). Nevertheless, a-GalCer re-
mained efficient in reducing the frequency of Thyy cells, indi-
cating that [FN-y is necessary but not sufficient for the iNKT-
cell- mediated regulation of the Thy; respomse (Fig. S534).
Importantly, neutralizing IL-4, TL-10, and IFN- v simultanecusly
tripled the proportion of Thir cells and fully abrogated the
capacity of #-GalCer to inhibit Th,; commitment (Fig. 4H and
Fig. 534). Blocking IL-4 + IL-10R. andfor IFN-y also prevented
the EAE-protective effect of a-GalCer, rendering these mice
susceptible to sewere disease (Table 51). We conclude that
iNKT-cell-induced IL-4 and IL-10 production mediates the
inhibition of the Thy response, whereas the regulation of Thys
commitment by INKT cells requires IL-4, I1-10, and IFN-y.

INKT Cells Regulate the Thyy Compartment at Steady State. Having
established that INKT cells control Thy; differentiation, we
aimed to assess whether this cellular mechanism is of importance
in controlling the Thyr compartment under steady-state condi-
tions in vivo. To this end, we compared IL-17 production by
Ag-experienced CD4+ T cells from wild-type and Je 18/~ mice
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in vitro. Splenic CD62L- CD4% T cells were purified by FACS
sorting. In addition, using the CDld-aGalCer tetramer we
eliminated iNKT cells to exclude their potential in vitro effects.
Polyclonal activation in vitro revealed a 2-fold enhancement of
IL-17 production when the Ag-experienced T cells were isolated
from Jx18~~ mice when compared with those isolated from
wild-type mice (Fig. 54). No influence on the IFN-y response
was observed (cells from wild-type mice produced 3,150 pg/ml
IFM-v, those from Jax158~'~ mice produced 3,155 pg/ml IFN-v).
IL-17 production by Ag-experienced CD4% T cells was not
affected by neutralization of IL-4 and IFN-y in vitro (Fig. 5B),
consistent with the reported resistance of committed Thyy cells
to IL-4- and IFN-y-mediated regulation (13, 14). These findings
suggest that INKT cells control the Thys compartment in vivo at
steady state as they limit the IL-17-producing capacity of Ag-
experienced CD4t T ecalls.

To investigate this novel function of iINKT cells in vivo, we
reconstituted iINKT-deficient nonirradiated Jx18~/~ mice with
iNKT cells by adoptive transfer of 10° CD1d:¢-GalCer tetramer-
positive TCR-ap thymocytes from wild-type mice. We assessed
the impact of this iNKT cell reconstitution on the Thy; popu-
lation after 21 days, a period that is probably insufficient for the
Th17 compartment to be replenished by de novo activated naive
T cells at steady state. Thus, the data likely reflect the impact of
the introduced INKT cells on preexisting Ag-experienced cells.
CD1d:e-GalCer tetramer staining revealed efficient grafting of
wild-type iNKT cells in Jx18~'- mice as indicated by the 4%
frequency of CD1d:e-GalCer tetr amer-positive cells among liver
mononuclear cells (Fig. 5C). Strikingly, this grafting of wild-type
iNKT cells fully reversed the enhanced IL-17 production by
CD4* T cells from Jae18~/~ mice (Fig. 5D), demonstrating that
iNKT cells control the Thyy compartment at steady state. This
effect was specific for the Thyy lineage because we ‘observed no
alteration in IFM-y production by the Thy compartment (Fig.
5E)). No reciprocal induction of Foxp3* regulatory T cells was
observed after iINKT-cell reconstitution (data not shown). To
address whether the transferred iINKT cells impacted the fre-
quency of Thyy cells in vivo we enumerated the proportion of
IL-17-producing CD4* T cells using intracellular cytokine stain-
ing. The reconstitution of iINKT cells reduced the frequency of
Thyr cells almost to the level observed in unmanipulated WT
mice (Fig. 5F). These splenic CD4* T-cell cultures from recon-
stituted mice express on average 0.05% of iNKT cells (Fig. 5C),
making an in vitro effect by INKT cells unlikely. As such, our
findings reveal a previously undescribed function for iINKT cells
in regulating the size of the Thy; pool in vivo at steady state.

Conclusions. Thyr cells contribute to the host defense against
extracellular pathogens, but excessive Thy; responses or those
targeting self-antipens can provoke severe tissue injury (2, 36)
Mechanisms controlling the Thi7 subset might therefore be impor-
tant to preserve the integrity of tissues. Our study reveals the
importance of iINKT cells in regulating Thy lineage commitment
and persistence. We show that activation of INKT cells with
e-GalCer during priming of the CD4* T-cell response prevents the
differentiation of naive CDM* T cells toward the Thy, lineage
without impairing T-cell expansion. The mechanism used by INKT
cells to abrogate Thy; commitment by naive CDM* T cells requires
IL4, IL-10, and IFN-y. No reciprocal influence on Foxp3* T cells
was observed. After a-GalCer treatment I1-4 expression is likely
initiated by iINKT cells and sustained by autoreactive Th; cells that
regulated the Thy, response. «-GalCer activation of INKT cells and
the ensuing NK response are expected sources of IFN-y, with a
moderate impact of IFN-y by the conventional Th, response due to
its efficient inhibition by ¢-GalCer. Our data, therefore, suggest an
important role for imate IFN-y in regulating Thiy development.
These mechanisms were effective in limiting CNS tissue damage in
the paralytic mouse model of EAE, in which antoimmune Thy and
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Fig. 5.  iMKT cells inhibit IL-17 production by COM* T celk at steady state. (4)
CDe2L a-GalCer-C0d tetramer™d CD4* T cells from wild-type (W T)or Ja 187
CL7B L% micewere sorted by FACS and stimulatedwith plate-bournd anti-D3 and
anti-D28 mabs and |L-23. IL-17 levelswere measured after 72 h. (8) As in (A) but
in the presence or absence of neutralizing mAbs against IL-4 and IFN-y. These
mAkbs failed tosignificantly enhance IL-17 production by Ag-experienced COAY T
cells. Data are from 3 (4) or 2 (B} irdividual experiments using 2-4 pooled spleens
per group. (C) Ja18~'~ recipient mice received thymiciN KT calls (Jx18 7~ + iNKT),
and 3weeks later the proportion of the CO1die-GalCer tetramer TCRE ™ (INKT)
cells {gated on mononuclear cells) in the spleen (Upper) and lver (Lower) of
recipient mice was compared with that of the control wild-type (WT) and non-
reconstituted Ja18~~ mice. A represertative FACS plot is shown for each group.
(D30 Ja18-1- recipient mice received thymic iINKT cells as in (T Three weeks
later, MACS-purified splenicCD4* T cells from the recipient and control micewere
aulturedwith plate-bound anti-C03 and anti-C028 mAbs and IL-23. IL-17 (D) and
IFM-¥ (E) secretion were measured 72 h later in cultures derived from recipient
18~ + iNKET, n = 5) and cantral (WT, n =6;Ja 187", n= B)mice. The frequency
af Thyy celk (F)was asessed under identical conditions in cultures derived from
iNKT-reconstituted {Jat8~~ + iNKT, n = 2) and control (NT, n = 4; e 18", n =
&) mice. Data represent the mean = SEM of nindividual mice per group.
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Thy; responses contribute to demyelinating lesions in the CNS (32,
33). This observation might also be of relevance for microbial
infections where INKT cells are activated by either pathogen-
derived or endogenous glycolipid antigens presented in the hydro-
phobic groove of CDId (37-39). It is conceivable that the activation
of INKT cells during infections might similarly influence T-cell
differentiation and prevent the induction of an excessive Thy;
responsz, thereby limiting secondary tissue damage.

Importantly, we show that iNKT cells also impact on the Thys
pool in vive in unmanipulated mice. We reveal that iNKT cells
restrain [L-17 production by CD4* T cells in both C57TBL/6 and
autoimmune-prone WOD mice. Strikingly, the enhanced IL-17
production observed in iINKT-cell-deficient mice was fully re-
versed by the transfer of thymic iNKT cells. This was associated
with the capacity of the transferred iNKT cells to reduce the
frequency of Thyy cells in vivo, restoring a Thy; frequency similar
to that observed in WT mice. Because no effect on IFN-y
production by antigen-experienced Th, cells was observed, it is
assumed that iNKT cells specifically control the persistence of
Ag-experienced Thyy cells. Under steady-state conditions, iINKT
cells are activated and functionally engage dendritic cells and B
cells (40, 41), which is thought to be of importance to prepare the
host for future pathogen encounter. Our findings suggest that, in
addition, iNKT cells impact on Ag-experienced CD4* T cells at
steady state, implying a role for iNKT cells in shaping the T-cell
response before pathogen exposure. Given the role of the Thir
cell subset in inflammatory tissue damage, its confinement by
iNKT cells might provide a barrier that limits predisposition to
inflammatory diseases and supports iINKT cells as a therapeutic
target in Thyy mediated diseases (42).

Materlals and Methods

Mice, EAE induction, and in Wive Treatments. CS57BL'S mice (Charles River
Laberatories), C01d '~ mice (43}, Jo 18~ mice (44), 202 MOG-TCR mice (45),
and NOD mice were housed under specific pathogen-free conditions. All
experim ental protocols were approved by the local ethic committes and are
in compliance with European Union guidelimes. EAE was induced by s.c
immunization with 50 pg of MOGge e peptide (MEVGWYRSPFSRVVH-
LYRNGEK; Mimotopes) emulsified in CRA (Difco) and 2 i.v. injecti ons of pertussis
toxin (day 0, 200 ng day 2, 400 ng; List Biclogical Laboratories). Disease
severity was monitored daily (28). Where indicated, mice were treated with
two d-pg doses of o-GalCer (Kirin Brewery) on day 0 {(emulsified in the
MOGag g CFA mixture) and day 4 (i.p.) or with antiIL-4 (11B11), anti-IL10R
{181}, or arti-IFN-y (XMG1.2) mAbs injected i.p. at a dose of 0.5 mg/mouse on
days —3, —2, 0, 2, 5, and 8 for 202 differentiation, or days —2, —1,0, 3, (0.5
mg/meouse) and 5 9,13, 17, and 21 .15 mg/mowse) for EAE.

T-Cell Purification and Adoptive Tramsfer. Splenic COM* T cells were isolated
(=91% pure) by MACS positive selection (Milteryi Biotec). Subsequently,
comsentional Ag-experienced (D4 (CD1d:ia-GalCer tetramer™@ COG2L-
CO4*) T cellswere isolated by FACS (97% pure). MOG-specific naive CD62LY
CD25~ COd* cells were purified from C045.1 congenic 2D2 mice by MACS
negative selection (Miltenyi Biotec) by using anti-CO8 (¥T5169), anti-B220
[RA3-EB2), anti-Macl (C1:A3-1), and anti-CD25 (F04) mAbs followed by pos-
itive selection with anti-CD62L-coated beads, providing =80% CD4* T cells, of
which 95% expressed the transgenic 202 TCR. For reconstitution studies,
freshly isolated thymocoytes were enriched for iINKT cells by CDE depletion
{Irvitragen Life Technology); 3% —5% ofrecovered thymocyteswere CONdia-
GalCer tetramer TCRE™ INKT calls. The equivalent of 1.0 = 106 iNKT cellswas
adoptively transferred iv. into o187 mice.

Intracelular and Intranedear Cytokine Staining and Flow Cytometry. Single-cell
suspensiors from LNs (0.5 = 108%aell) or spleen (3 = 10fAvell) were stimulated
for 4 hwith PMA (0.5 pogiml), ionomydn (1 pg'ml; Sigma), and GelgiPlug™ (BD
Biosciences). After FoyR blodkade (mAb 2.4G2), cells were stained with flue-
rescently labeled mAbs: anti-TCR Wa3.2 (RR3-16), anti-CD4 (RM4-5), anti-
CDA51 (A20), and anti-cytokine mAbs against IL-10 (JES5-16E3), IFN-y
EMGT1.2), IL-17 (TC11-18H10), L4 (BWDA-1D11), or 1gG1 isotype contraol
[A110-1) using a Cytofie'Cytoperm™ Plus Kit (BD Biosciences) or an intranu-
clear Foxp3 detection kit (eBiosciences). Labeled cells were analyzed with a
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LSRII flow cytometer (Becton Dickinson) using the BO FACS-Diva software. Cell
sortingwas performed using a FACSAria Flow Cytometer (Becton Dideinson).

InVitro Cytokine Production. 2.0 = 105°C04* Teells or 0.5 x 105 Ag-experienced
CDd™ T cells were cultured with plate-bound anti-C03 (1 pg/ml)and anti-CD28
{10 pg'ml) mabs (BD Biosciences) and I1L-23 (10 ngiml; REBD Systems). When
indicated, anti-IFN-y{10 pg/ml) and anti-IL-1 (10 pgfml) mAbs (BD Bioscences)
wiere added. For in vitro recall responses, singlecell suspensions of LN cells
(0.5 = 10Fhwell) or splenccytes (1 = 10FAwel[jwere cuttured with the indi cated
stimuli. Supernatants were analyzed for IFN-y, IL-17A, or IL-4 by Duoset ELISA
(RED Systerns) or tested for 10 differert cytokines (IFM-y, THF-o, OXCL10, IL-2,
L, IL-5, IL-6, 1L-10, IL-13, and IL-17A) by using LINCOplex Multiplex immu-
noassays and Luminex instrumentation (Millipore).

Statistical Amalyses. Diata are presented as means of n individual mice per
group = SEM, unless otherwise stated. The Mann-Whitney U test was used,
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Article n°3
L’ARN double-brin poly(A:U) stimule les basophileset exacerbe I'asthme allergique

Abdulraouf Ramadan,_Linh Pham Vamimilie Bardel, Francois Machavoine, Hajime
Karasuyama, Bernhard Ryffel, Elke Schneider, MiéhglNathalie Thieblemont

Nous avons exploré la réponse des basophiles matirsagonistes TLR. Cette population
cellulaire a été générée vitro a partir de cellules de moelle osseuse. Parn@desistes testés
(poly(l:C), poly(A:U), R848, CpG-ODN), seul I'ARN alible-brin poly(A:U) a stimulé
efficacement les basophiles et induit une produacioportante d’histamine, d’IL-4 et d’IL-6.
L’administration intrapéritonéale de poly(A:W) vivo induit une mobilisation des basophiles
puisqu’il a augmenté leur fréquence dans le sarlg &tie. Nous avons testé la capacité du
poly(A:U) a stimuler I'asthme allergique dans undele induit par 'OVA et les résultats ont
montré que cet ARN active les basophiles et anepldi réponse d’asthme allergique. Nous
avons observé que cet agoniste avait maintenundesdes progéniteurs des basophiles.. Par
I'étude de la signalisation impliquée dans cet®mée, nous avons montré que cette voie était
indépendante des voies de signalisation TLR (My@88TRIF) ou RLR (IPS-1) dans les
basophiles. Etant donné que le poly(A:U) est @®@#réi comme un mimique viral, nous
proposons que ces résultats puissent reflétegflets de certains virus pulmonaires qui sont

bien connus pour exacerber I'asthme allergique.
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Activation of basophils by the double-stranded RNApoly(A:U) exacerbates allergic

inflammation
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ABSTRACT

We explored the response of murine basophils getkra vitro from bone marrow cells. to
TLR agonists. Among the molecules tested [poly(l:@ly(A:U), R848, CpG-ODN], only
the double-stranded RNA poly(A:U) effectively stitated basophils and induced significant
production of histamine, IL-4 and IL-6. Intrapental administration of poly(A:U) in vivo
induces mobilization of basophils since increadwseirtfrequency in blood and liver. We
tested the ability of poly(A:U) to stimulate allezgasthma in a model induced by OVA and
the results showed that this RNA activates bassmmnld amplifies asthmatic responses. We
found that this agonist had maintained the survofgbrogenitor basophils. By studying the
signaling involved in this response, we showed thi effect was independent of TLR
(MyD88 and TRIF) or RLR (IPS-1) signaling pathwaydasophils. Given that poly (A:U) is
considered a viral mimic, we propose that thesaltesnay reflect the effects of certain

viruses which are lung known to exacerbate alleagibma.
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INTRODUCTION

Basophils are the least abundant granulocytesesepting less than 1% of peripheral
blood leukocytes. For this reason, together withirtipoor phenotypic and morphological
characterization and lack of animal models, th@ecsic physiological role is not fully
understood. Even though mast cells and basoplal®ath considered primary effector cells
of bronchial asthma, there is compelling immunatagi biochemical and pharmacological
evidence that they exert distinct functions at theset and development of the asthma
phenotypée. Basophils are the major early producers of ietékin (IL)-4 and IL-13, T helper
(Tw)2-type cytokines crucial for initiating and maimiag allergic responses. Moreover, in
agreement with their putative effector functionasdphils are clearly associated with fatal
asthma® and detected in nasal lavage fluid after allergeallenge of patients with allergic
rhinitis *. This notion is further supported by the correiatibetween gain of function

mutations of the IL-4R and disease exacerbdtion

Murine basophils are most frequent in the bone omamwhere they originate and most
likely complete their maturation, conversely to tadls, which differentiate in the periphéty
They constitute an excellent source of IL-4, ILr&ldnistamine, in response to growth factors
like IL-3 and GM-CSF or calcium ionophore and & in accordance with the prevailing
notion that they are critical for the developmehtTg2 immune responses, either directly
through their T,2 cytokine profile or indirectly through the releasf histamine, which
inhibits Tyl responsés Recent studies have shown that basophil activaonot only
promoted by antigen-specific IgE crosslinking, btén be caused in non-sensitized
individuals by parasitic antigens, lectins and lv@aperantigens, either by direct crosslinking
of the FeR or binding to non-specific IgE antibodi¥s Furthermore, novel IgE- and $R-
independent routes of stimulation have been regodensistent with the assumed regulatory

functions of basophils in innate immunity In further support of this notion, several recent
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studies provide evidence they can also act aseampigesenting celtf™*, in particular in the

case of an allergen-inducegZresponse.

It is not clear so far whether pathogens contrilalitectly to activation and recruitment
of basophilgn vivo by triggering pathogen-associated molecular pattecognition pathways.
Toll-like receptor 2 (TLR2) and TLR4 expression hzeen reported for human basophils,
which responded selectively to the TLR2 ligand mEglycan by producing IL-4 and IL-13
but not histamin&*® while they failed to do so upon exposure to thdZ agonist LPS.
TLR2, TLR4 and TLR6 transcripts have been detettadurine basophils and4Z cytokine
expression in response to peptidoglycan and'LR& been reported. However, the activation
of basophils by TLR& vivo and its functional relevance remains to be ingastid and their

direct implication in allergic asthma has not bdemonstrated as yet.

Upper respiratory tract viruses, especially rhinaviand respiratory syncytial virus, are the
most common and important cause of asthma examerbahey generate replication-mediated
double-stranded (ds)RNA in infected cells whichvesras a ligand for pattern-recognition
receptors (PRR). We postulated that this type tdraction might lead to increased,2l
cytokine production by basophils accounting forirtteglverse effect in allergic asthma. To
verify this hypothesis, we tested the effect of N8Rand a number of TLR ligands on typical
basophil activities, using purified populationsided from bone marrow cultures. We found
that double stranded polyadenylic:polyuridylic agbly(A:U)] activated basophils botim
vitro andin vivo to produce histamine and;d cytokines, such as IL-4, IL-6 and IL-13 in a
MyD88- TRIF- and IPS-1-independent fashion. Funtth@re, we demonstrate the direct
implication of basophils in allergic inflammatioxacerbation, by means of either adoptive
transfer or depletion with a specific antibody, amssess the physiological relevance of
poly(A:U) in this model by showing the aggravatiohdisease hallmarks when basophils

were exposed to the dsRNA before transfer.
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MATERIALS AND METHODS

Mice, cytokines and reagentsThis study was performed with male and female wk9sld
mice. C57BL/6J mice were purchased from CERJ (LeseSt St. Isle, France). MyD88
TRIF" and IPS-T mutants, kindly provided by Dr. S. Akira, were kacossed for 12
generations into a C57BL/6Ja18" mice (C57BL/6J background) were originally prowdde
by Dr. T. Taniguchi and bred in our animal faciliupder specific pathogen-free conditions,
as were NOD mice. ERIa” mutants were a gift from Dr. S. Mecheri (Pastestitute,
Paris). TRIF, MD-2", TLR4", TLR7" and TLRY™ mice were provided by the CDTA
(Orléans, France). These mutant strains were ekdnassed on a C57BL/6J background.

Cytokines, antibodies, TLR agonists and other reatgeMurine recombinant IL-3 was
purchased from R&D Systems (Lille, France). Théofeing appropriately labeled antibodies
were used: anti-mouse CD117 (2B8), CD49b @2n FeRIa (MAR-1), CD69 (H1.2F3) and
isotype controls (BD Pharmingen, Le-Pont-de-Cldtxance). The poly(A:U) used was
purchased from Sigma-Aldrich (St.-Quentin FallayviErance), Midland (Midland, TX) or
prepared in the laboratory using polyA (Fluka/ SagAldrich, Lyon, France) and polyU (MP
Biomedical, lllkirch, France) as described bef6teThe TLR3 and TLR7 agonists, namely
poly(l.:.C) and R848, were from InVivoGen (ToulousErance). The TLR4 agonist
lipopoysaccharide (LPS) was purchased from AlexacBemicals (Paris, France). RNase A
was purchased from Sigma-Aldrich.

Preparation of RNA and RT-PCR analysiRNAs from splenocytes or sorted basophils
were extracted with TRIzol reagent (Invitrogen, g§ePontoise, France). Tem of transfer

RNA were added prior to RNA extraction and revdraascription was performed with total

RNA. TLR1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 and 11 expressias determined by PCR analysis carried
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out on a MWG AG Biotech Primus 96 apparatus usimggse and antisense primers (Sigma
Genosys, Table 1) under the following cycling caiodis: denaturation at 94°C for 1 min,
annealing at 60°C for 1 min, and extension at 781C1 min. Double-amplification of 35

cycles each was performed.

Sense primers Antisense primers

TLR1 5-TCTCTGAAGGCTTTGTCGATACA 5-GACAGAGCCTGTAAGCATATTG
TLR2 5-CATTGGGTGGAGAACCTCATGGTCCAG 5-CTAGGACTTTATTGCAGICTCAGATT
TLR3 5-CGGATTCTTGGTTTCAAGGAAATAGAC 5-TAATGTGCTGAATTCC@AGATCCAAG
TLR4  5-CAAGAACATAGATCTGAGCTTCAACCC 5-CTGTCCAATAGGGAAGCOTTCTAGAG
TLR5 5-GCTATGCTTTGAAGAAAGAGACTTCAT 5-TAGGAAATGGTTGCTATGGTTCGCAA

TLR6  5-AACAGGATACGGAGCCTTGA 5-CCAGGAAAGTCAGCTTCGTC
TLR7  5-TTCCGATACGATGAATATGCACG 5-TGAGTTTGTCCAGAAGCCGTAT
TLR8 5-GGCACAACTCCCTTGTGATT S5-CATTTGGGTGCTGTTGTTTG
TLR9 5-CCGCAAGACTCTATTTGTGCTGG 5-TGTCCCTAGTCAGGGCTGTATAG
TLR11 5-TTGATGTATTCGTGTCCCACTGC 5-CCACTCTTTCTCTCCTCTTACG

Sorting of BM-derived basophils and flow cytometrigasophil-enriched populations were
generated from total BM cells cultured for 7-9 dawith IL-3, as described before (). This
population contained on average 25-40% basophilsetkas c-kitFceRIa"CD49b" cells. To
avoid activation by FaR staining, they were electronically sorted ast&kd49b" cells using

a FACSAria cell sorter (BD). Purity was >98% upe@amalysis of aliquots stained with anti-
FceRla mAb. After Fo/R blockade by CD16/32, basophils were stained fiieréint organs
with CD49b-APC, c-kit-FITC and BERla-PE mAbs and analyzed in a FACSCdNtdlow
cytometer using FACSDiva software (BD). Basophikrevalso sorted after 6 days of culture
and incubated at a concentration of pér ml in the presence of 10 ng/ml IL-3 or 30§ml

of poly(A:U) in 24-well plates. Viable cells wereunted daily using trypan blue exclusion.

Cell cultures. For cytokine and histamine assays, cells from boaerow, liver, lung and

sorted basophils were recovered as previously ithesff. The cells were suspended in MEM
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medium (Invitrogen) supplemented with 10% horsermsefinvitrogen) instead of FCS, which
contains histaminade They were adjusted to a final concentration dfditd 2.5 x 1Bliver

and bone marrow cells per ml, respectively, andos&g for 24 h to different stimuli, as
stated in Results, relative to medium controlssdme cases poly(A:U) was pretreated with
RNase A (10Qug/ml) for 5 h at 37°C and 1%M. Supernatants were collected and stored at -

20°C for cytokine and histamine assays.

Cytokine and histamine assayH.-4, IL-5, IL-6, IL-13 eotaxin, and TARC were guéfied

in culture supernatants, BALF and liver using ELI&As from R&D according to the
manufacturer’s instructions. Histamine concentration cell supernatants were currently
determined by an automated continuous flow fluopimetechnique (lower limit of

sensitivity: 50 pg/ml), as previously descrifed

In vivo treatment.FemaleC57BL/6J or NOD mice received daily i.p. injectionfs100ug of

poly(A:U) or NaCl for 5 days. 24 h after the lagfeiction, they were anesthetized with
ketamine (35 mg/kg; Sigma-Aldrich) before collegtiblood from the retro-orbital sinus.
After sacrifice, basophils were identified amongnoiouclear cells from different organs

upon staining with CD49b-APC anddRla-PE mADbs.

Experimental allergic asthmaMale NOD mice were sensitized bp. injections of 10Qug
OVA on day 0, 2, and 4. Thereatfter, from D10 to Dtiey received a daily treatment with
aerosolized OVA at a concentration of 20 mg/ml @CNfor 20 min using an ultrasonic

nebulizer (Ultra-Neb99, DeVilbiss). 1 h later thegre given 5qug poly(A:U) or NaCli.n.

Adoptive transfer or depletion of basophild18" mice immunized according to the above
protocol received Ibone marrow-derived sorted basophils after a 2pgosre to poly(A:U)
or culture medium alone by injection 1 h before the first OVA aerosol chafien(6 mice

per group). For basophil depletion, immunized nN@ED mice were injectedp with 5 ug of
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Bal03 antibody per mouse twice a day from D7 to Bf¢enotypic and functional analysis of

basophils was performed after sacrifice on D16.

Statistics.All data are expressed as means + SD or SEM s8tati significance (* p < 0.05;

** p < 0.01; ** p <0.005) was established by Saundfs t test, using GraphPad Prism5 software.
Repeat administration of poly(A:U) increases periplral basophil recruitment.

Basophils are present at very low levels in mickside the bone marrow. We examined
whether poly(A:U) could promote their peripheratmétment following 5 dailyi.p injections
at a dose of 10Qig per mouse. On day 6, we analyzed CD&8tRIa" cells in different
organs and found increased frequencies among moleamwcells recovered from both liver
and blood (Fig. A). The effect was particularly striking in the I@here the percentage of
basophils rose from 0.1 to 1%, resulting in incegbresponsiveness to IL-3 in terms of IL-4

and IL-6 production (Fig.B).
Poly(A:U) aggravates allergic asthma through activion and recruitment of basophils.

Basophils are believed to carry out important eéfecfunctions during allergic
inflammation, but have not been detected so fdsranchoalveolar fluid (BALF) in murine
experimental allergic asthma. We used NOD miceciwhkievelop a more pronounced allergic
response than the C57BL/6 strafnto assess whether the incidence and activityasbphils
increased during disease progression. Knowing trall infections can exacerbate the
pathology in asthmatic patients” we postulated that as a dsRNA recognized by gatho
poly(A:U) might exert a similar effect through @bility to activate and recruit basophils to
the periphery. To mimic viral respiratory tract enfions, poly(A:U) was given.n. to
immunized mice 1 h after the OVA challenge from ddyto 15. In these conditions, we

detected a significant increase in the incidencgumonary basophils that has not been
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reported in this model before (FigAR It occurred already in mice challenged with OVA
alone and increased substantially after administratf poly(A:U), concurrently with a rise
of the hyperreactivity (AHR), an increase of infiing cells such as eosinophils in BALF
and an enhanced production of the pr@Tytokines IL-4, IL-5, IL-6 and IL-13, along with

the chemokine eotaxin (FigB2CandD).

To establish that basophils increased disease synspdirectly, we carried out adoptive
transfers of purified cells intoal8-deficient mice, which contain less medullary dpdsls
than their wild-type controls (0.28 £ 0.01% ver@u8 £ 0.04%, respectively). Basophils were
purified from enriched populations generated durrgdays of culture in the presence of IL-3,
followed by electronic sorting of CD43bkit™ cells, which yielded a >95% pure population
upon reanalysis (Fig.A). Sorted cells were treated for 2 h with or withd@00 pug/ml of
poly(A:U) prior to retro-orbital injection, 1 h barfe the first aerosol challenge with OVA of
mice previously immunized on day 0, 2 and 4 witB 1§ of OVA. The treatment with 20 mg
OVA in aerosol was continued from day 10 to day fblpwed by sacrifice on day 16. As
shown in Fig. B, these mice, which are known for mounting a pog fesponse, develop
modest asthma symptoms in terms of eosinophiltiafibn and secretion of eotaxin and
TARC, which become more severe in the group of nheging received unstimulated

basophils and are further aggravated after expdeysely (A:U) prior to injection.

Basophil depletion attenuates allergic asthma syndmes.

We chose the inverse strategy, namely basophiktep| to validate the transfer data.
To this end, we injected the monoclonal antibod{ @& from day 7 to 9, twice a day. The
treatment was very effective since it decreased étuced basophil recruitment to the liver
from 1.9% to 0.1% (Fig. A). Basophil depletion resulted in a less marked asttesponse

evidenced by reduced eosinophil recruitment to BAdtfel lower pulmonary cytokine and
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chemokine production (Fig.B}. Poly(A:U)-induced total cell and eosinophil itrition was
abolished after depletion of basophils, provingrtbetical role in cellular recruitment (FigG).
Taken together, these data support the conclusatratsynthetic analogue of double stranded
viral antigen can target basophils directly to potentheir typical pro-§2 activities and

increase their recruitmemt vivo, thereby exacerbating experimental allergic asthma

Poly(A:U) increases the life span of basophils.

We addressed the question whether poly(A:U) impdovasophil survival. In keeping
with this assumption, the loss of CD4BkeRIa” cells during a 48-h culture of bone marrow cells,
relative to those plated initially, was less prammed in the presence of poly(A:U) than in controls
set up in culture medium alone (Figd)5Accordingly, bone marrow cells that had beenosep
to poly(A:U) produced more IL-6 and histamine in &NA-specific manner than their
unstimulated counterpart (FigBj while IL-4 production was not detected in thesaditions. It
is also noteworthy that gated poly (A:U)-induceddgzhils contained a higher proportion of cells
expressing CD69, an early activation marker (Fig). 3he capacity of poly(A:U) to protect bone
marrow basophils against cell death was confirmé&t purified cells derived from culture
(BMDB), which until day 4 survived nearly as watl ihe presence of poly(A:U) as of IL-3

(Fig. D), whereas the dsRNA did not support basophil aifféation from BM cells.
Poly(A:U) targets basophils to promote cytokine andhistamine production.

Since the dsRNA poly(A:U) has been described astatipe TLR3/TLR7 agonist, we
examined the expression of TLR mMRNAs by RT-PCR yaislusing basophils purified from
enriched populations generated during 7-9 daysuttfie in the presence of IL-3, followed
by electronic sorting of CD49b-kit™ cells. We observed that these cells expressesdriats
for all TLRs tested (Fig.&). However, their responses in terms of IL-4 andl8_production

was much more limited since they responded onlyalg(A:U) but not to the TLR3 agonist
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poly(l:C), and agonists of 7 and 9, namely R848ingle- stranded poly(U) and ODN-CpG,
respectively, were likewise ineffective (FigB)6 Poly(A:U)-induced cytokine production was
dose-dependent, increasing from 10-1@@ml (Fig. 6C) and failed to occur after treatment
with RNase A, as illustrated by IL-4 productionFigy. @, which proves its RNA specificity.

RNase A had no effect on its own and did not modlifg-induced histamine and cytokine

production (data not shown).

Poly(A:U) activates basophils through a FeRI-independent route and a MyD88-, TRIF-

and IPS-1-independent signaling pathway.

Basophil activation by poly(A:U) did not rely onHgas it was maintained in &Rla-
deficient mice (Fig. &). It was also not mediated through endogenous dtk-GM-CSF since
basophils recovered from mice lacking both the comnand the IL-3-specifif3 chain
required for IL-3, IL-5 and GM-CSF signal transdant remained responsive (data not
shown). As expected, poly(A:U)-induced IL-4 prodantby basophil-enriched BM cells was
not mediated through TLR4 or 9 since it was notairgd in the corresponding KO mice
(data not shown). More surprisingly, poly(A:U) remed active on purified basophils recovered
from mice in which the gene encoding MyD88 or TRi&d been disrupted (FigB7andC).
Since these adaptor molecules are requisite for-ifideced signaling, the implication of the
putative dsRNA receptors TLR3 and/or TLR7 was ruwetl This was also true for basophils
purified from IPS-1-deficient mice that generatéedlin response to poly(A:U) (Fig.Dy.
These data were analyzed using different prepaatiof poly(A:U) either available
commercially or prepared from a mixture of poly(Anhd poly(U). Only a MyD88-
dependency was observed using a preparation ofcoRminated poly(A:U) that was no

more detectable when a LPS-free preparation of(Adly was used (data not shown). It is to
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note that, in vitro, LPS is a poor agonist of baslogctivation since very high concentrations of

pure LPS (Jug/ml) are required to induce low amounts of IL-4tédnot shown).

DISCUSSION

Our study provides the first evidence that the destranded RNA poly(A:U) targets
basophils to promote their activation in terms istdmine and TH2 cytokine production and
increase their survival. Using a murine model ¢drgic asthma, we established likewise that
this effect is relevant in vivo since it enhanclks peripheral recruitment and functions of
basophils, which in turn contribute directly to teverity of the disease by enhancing asthma

syndromes like eosinophil infiltration and TH2-typgokine production.

The sensors through which basophils recognize peti® during innate immune
responses have not been thoroughly investigatddrs@s reported by others' ?? purified
cells of this lineage express a wide range of TlbRdranscriptional levels, but apart from
poly(A:U), a putative TLR3/TLR7 agonist, none ofeth selective ligands induced a
consistent biological activity. Poly(A:U) promotecbncomitant histamine and cytokine
production, similarly to IL-3, the most efficiemhducer of basophil activities. However, a
contribution of endogenous growth factor could bked out since the activity persisted in

mice deficient for botlf8. andf,.-3 chains, which fail to respond to IL-3, IL-5 and GO&F.

The effect of poly(A:U) was also independent frorae® expression or classical TLR
transduction cascades involving MyD88 or TRIF. 8inbe IPS-1 (CARDIF) pathway has
been previously implicated in dsRNA recognition dwad been recently described in response
to poly(A:T) stimulation, we tested whether thisttpmay could be induced by poly(A:U).
However, results obtained in vitro established R8-1-independency. Although we have
tested the potential signaling pathway induced byARwe could not identified the pathway

through which viral infections might contribute b@sophil activation. In order to eliminate
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the potential doubt concerning a potential LPS aoration in poly(A:U), we have observed
that a high concentration of pure LPS induced d¢mly amounts of cytokine production and
cannot induce the results observed with poly(A:)rthermore, we still observed basophil
activation using two other preparations of LPS-frady(A:U) and this activity was lost

following RNase A treatment. However, we cannotlese that bacterial endotoxins may

exacerbate cytokine production of basophils indunedsRNA.

In vivo treatment with poly(A:U) enhanced the incidencéas$ophils in the blood and
in the liver where they conserved their functioclaracteristics, i.e. their capacity to produce
histamine and cytokines in response to IL-3. Furtioge, we provide the first demonstration
for increased infiltration of basophils in the luafjmice suffering from allergic asthma and
prove by adoptive transfer that they mediate OVdudiced eosinophil irecruitment and
cytokine/chemokine production. These activities eviirther upregulated upon exposure to
poly(A:U) before transfer, suggesting that they evepatho-physiologically relevant.
Converselyjn vivo basophil depletion by Bal03 antibody alleviateskdse syndromes, thus
validating the transfer data. In this context, Stnoteworthy that the exacerbated asthma
syndromes developed by some mouse strains, sucNGi3 vs. C57BL/6 mic¥ are
associated with increased basophil activity in eewhlL-4 and histamine production, while
the opposite is true in mice displaying a lou2Tresponse (L8 KO mice vs. WT mice). This
observation makes sense if one takes the regulétoctions of basophils during allergic

airway inflammation into account.

The exacerbation of asthma symptoms, such as seuleaosinophil infiltration in
BALF in response to poly(A:U), was associated wititreased production of several
cytokines known for their pro-inflammatory functgnsuch as IL-13, a central mediator of

allergic asthm&® and IL-6. The role of IL-4 in asthma exacerbation is pattidy well
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established, owing to its capacity to induce thE kwitch, upregulate the expression of
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), enhaaosinophil transmigration across the
endothelium, and increase mucus secretion andreliffiation of T,2 lymphocyte¥. Indeed,
increased susceptibility to allergic asthma has\biedked to polymorphisms in the IL-4 gene
promoter and IL-4R signaling, a finding that hazadly given rise to clinical trials evaluating
the effect of naturally occurring antagonid®s In conclusion, we postulate that the asthma
exacerbation associated with viral infections migatmediated at least in part by basophils
through their capacity to skew the antiviral resgwrioward a §2 cytokine profile. Our
finding provides new insights into the complex nmaukms that regulate the severity of

allergic diseases and their paradoxical aggravdyoviral infection.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank Dr S. Mecheri for providing FcéRmice. We thank J. Mégret and C. Garcia-
Cordier for cell sorting and Dr. A.F. Petit-Bertrdl. Levasseur and R. Bricard for technical

assistance. This work was supported by grants fregs Poix.

107



10.

11.

12.

13.

REFERENCES

Casolaro,V., Spadaro,G., & Marone,G. Humasophil releasability. VI. Changes in
basophil releasability in patients with allergidnitis or bronchial asthma. Am. Rev.
Respir. Dis. 142, 1108-1111 (1990).

Koshino,T. et al. Identification of basdghdy immunohistochemistry in the airways of
post-mortem cases of fatal asthma. Clin. Exp. 4ife23, 919-925 (1993).

lliopoulos,O. et al. Histamine-containinglls obtained from the nose hours after
antigen challenge have functional and phenotypiaratteristics of basophils. J.
Immunol. 148, 2223-2228 (1992).

Noben-Trauth,N. et al. An interleukin 4 {4)-independent pathway for CD4+ T cell
IL-4 production is revealed in IL-4 receptor-dedint mice. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A 94,10838-10843 (1997).

Kaplan,M.H., Schindler,U., Smiley,S.T., &Gby,M.J. Stat6 is required for mediating
responses to IL-4 and for development of Th2 céttsnunity. 4, 313-319 (1996).

Arinobu,Y., Iwasaki,H., & Akashi,K. Origiaof basophils and mast cells. Allergol. Int.
58, 21-28 (2009).

Schneider,E., Rolli-Derkinderen,M., Arock,M: Dy,M. Trends in histamine research:
new functions during immune responses and hemagsigoiTrends Immunol. 23, 255-
263 (2002).

Schneider,E. et al. Murine hematopoietiegenitor cells produce IL-6 in response to
IgE. Exp. Hematol. 23, 353-361 (1995).

Schneider,E. et al. IL-3-induced coexpssf histidine decarboxylase, I1L-4 and IL-6
MRNA by murine basophil precursors. Exp. Hematd).12010-1018 (1999).

Falcone,F.H., Zillikens,D., & Gibbs,B.Fhd 21st century renaissance of the basophil?
Current insights into its role in allergic respanisad innate immunity. Exp. Dermatol.
15, 855-864 (2006).

Oh,K., Shen,T., Le,G.G., & Min,B. Inducticof Th2 type immunity in a mouse
system reveals a novel immunoregulatory role ofophss. Blood 109, 2921-2927
(2007).

Sokol,C.L. et al. Basophils function aigen-presenting cells for an allergen-induced
T helper type 2 response. Nat. Immunol. 10, 713{2209).

Perrigoue,J.G. et al. MHC class lI-depaenhdeasophil-CD4+ T cell interactions
promote T(H)2 cytokine-dependent immunity. Nat. lomal. 10, 697-705 (2009).

108



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Yoshimoto,T. et al. Basophils contribute i(H)2-IgE responses in vivo via IL-4
production and presentation of peptide-MHC classolhplexes to CD4+ T cells. Nat.
Immunol. 10, 706-712 (2009).

Schramm,G. et al. Cutting edge: IPSE/alpha glycoprotein from Schistosoma
mansoni eggs, induces IgE-dependent, antigen-imdiepe 1L-4 production by murine
basophils in vivo. J. Immunol. 178, 6("1’68”"’.7 (2007

Bieneman,A.P., Chichester,K.L., Chen,Y.H®.,Schroeder,J.T. Toll-like receptor 2
ligands activate human basophils for both IgE-ddpahand IgE-independent secretion.
J. Allergy Clin. Immunol. 115, 295-301 (2005).

Yoshimoto,T. & Nakanishi,K. Roles of IL-ii8basophils and mast cells. Allergol. Int.
55, 105-113 (2006).

Araujo,L.M. et al. Exacerbated Th2-mediateairway inflammation and
hyperresponsiveness in autoimmune diabetes-prori2 iie: a critical role for CD1d-
dependent NKT cells. Eur. J. Immunol. 34, 327-33%4).

Jackson,D.J. et al. Wheezing rhinovirdsefises in early life predict asthma
development in high-risk children. Am. J. Respirit Care Med. 178, 667-672 (2008).

Stensballe,L.G. et al. The causal directio the association between respiratory
syncytial virus hospitalization and asthma. J. @jle Clin. Immunol. 123, 131-137
(2009).

Obata,K. et al. Basophils are essentisihiars of a novel type of chronic allergic
inflammation. Blood 110, 913-920 (2007).

Komiya,A. et al. Expression and functidriadl-like receptors in human basophils. Int.
Arch. Allergy Immunol. 140 Suppl 1, 23-27 (2006).

Kang,D.C. et al. mda-5: An interferon-ioihlle putative RNA helicase with double-
stranded RNA-dependent ATPase activity and melangnoath-suppressive properties.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 99, 637-642 (2002).

Sugiyama,T. et al. Inmunoadjuvant effed¢tpolyadenylic:polyuridylic acids through
TLR3 and TLR7. Int. Immunol. 20, 1-9 (2008).

Hornung,V. et al. 5'-Triphosphate RNAhs tigand for RIG-I. Science 314, 994-997
(2006).

Siren,J. et al. Retinoic acid induciblexgi¢ and mda-5 are involved in influenza A
virus-induced expression of antiviral cytokineschkdbes. Infect. 8, 2013-2020 (2006).

Paz,S. et al. Induction of IRF-3 and IRphbsphorylation following activation of the
RIG-I pathway. Cell Mol. Biol. (Noisy. -le-grand517-28 (2006).

109



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Barral,P.M. et al. Functions of the cyagohic RNA sensors RIG-1 and MDA-5: Key
regulators of innate immunity. Pharmacol. Ther.@00

Sarkar,D., Desalle,R., & Fisher,P.B. Eviolu of MDA-5/RIG-I-dependent innate
immunity: independent evolution by domain graftifgoc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 105,
17040-17045 (2008).

Kato,H. et al. Length-dependent recognitid double-stranded ribonucleic acids by
retinoic acid-inducible gene-lI and melanoma difféi@tion-associated gene 5. J. EXp.

Med. 205, 1601-1610 (2008). 09

Ablasser,A. et al. RIG-I-dependent sensingoly(dA:dT) through the induction of an
RNA polymerase lll-transcribed RNA intermediate tNenmunol.(2009).

Su,Z.Z., Sarkar,D., Emdad,L., Barral,P.®.Fisher,P.B. Central role of interferon
regulatory factor-1 (IRF-1) in controlling retinoiacid inducible gene-l1 (RIG-I)
expression. J. Cell Physiol 213, 502-510 (2007).

Wills-Karp,M. et al. Interleukin-13: ceatmrmediator of allergic asthma. Science 282,
2258-2261 (1998).

Yokoyama,A. et al. Circulating interlewérievels in patients with bronchial asthma.
Am. J. Respir. Crit Care Med. 151, 1354-1358 (1995)

Ying,S. et al. Associations between ILah@l IL-4 (MRNA and protein), vascular cell
adhesion molecule-1 expression, and the infiltrabbeosinophils, macrophages, and T
cells in allergen-induced late-phase cutaneoudiogecin atopic subjects. J. Immunol.
158, 5050-5057 (1997).

Borish,L.C. et al. Efficacy of soluble #_yeceptor for the treatment of adults with
asthma. J. Allergy Clin. Immunol. 107, 963-970 (2P0

Zhu,R. et al. The Pro-Th1l cytokine IL-Xthances IL-4 production by invariant NKT
cells: relevance for T cell-mediated hepatitidminunol. 178, 5435-5442 (2007).

Dy,M., Lebel,B., & Schneider,E. Presenthistaminase in fetal calf sera. J. Immunol.
Methods 48, 261-265 (1982).

Schneider,E. et al. Organic cation trantep@ modulates murine basophil functions
by controlling intracellular histamine levels. k@& Med. 202, 387-393 (2005).

110



LEGENDS TO FIGURES

FIGURE 1. Poly(A:U) targets basophils in vivéd, Poly(A:U)-induced basophil recruitment
to the periphery. NOD mice received daily. injections of 10Qug of poly(A:U) or NaCl for

5 consecutive days. 24 h later, basophils wereyaedlin blood and liver. The dot plots
represent a typical result obtained with 1 mousé afu5. Data are means + SENB,
Functional activation of hepatic basophils in resmto poly(A:U). Mononuclear liver cells
(10/ml) from NOD mice having received poly(A:U) or Bed as stated above were incubated
with IL-3 for 24 h before measuring IL-4 and IL-8opluction. Significant changes between
PBS and Poly(A:U)-treated mice (n=5 mice per grotp) < 0.01;*p < 0.05.

FIGURE 2. Increased basophil levels coincide with asthma erketion. A, Increased
basophil recruitment to the lung of immunized miaing received poly(A:U). NOD mice
were immunized according to the protocol descrilmeMaterials and Methods. One group
was challenged with NaCl followed lbyr. NaCl inoculation, a second group was challenged
with OVA followed byi.n. administration of either NaCl or 4@ of poly(A:U) 1h after OVA
aerosol challenge from D10-D14. Basophil recruittneas analyzed in the lungB, Mice
treated with poly(A:U) showed an increased AHR @sgared to control mice. AHR to Mch
was measured 24hrs after the last challel@eMice treated with poly(A:U) showed an
increased eosinophilia and IL-4 and eotaxin pradacas compared to control mice. These
experiments were performed twice using 4 to 6 mpe group. One representative
experiment is shown.

FIGURE 3. Adoptive transfer of basophils exacerbates alleirfflammation.A, Preparation

of purified bone marrow-derived basophils (BMDB)D&bL c-kit™ cells were electronically
sorted from basophil-enriched populations generatedng 7-9 days of culture in the
presence of IL-3.B, After immunization,Ja18" mice were divided into 3 groups, one which

received no further treatment and served as coatrdlthe other two injected either with®10
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sorted basophils that had been pretreated or ribtpeiy(A:U). Total cells and eosinophils in

BALF, eotaxin and TARC levels were quantified imdu n= 6.¥* p < 0.01; * p <0.05.

FIGURE 4. Basophil depletion alleviates allergic inflammatioh, Reduced eosinophil
counts in BALF after basophil depletioklice received two daily injections of j3g Ba103
for three days before OVA aerosol challenge. Bas@@pletion was verified in the liver by
flow cytometry and eosinophils were counted in BAB;-Decreased J2 cytokine levels in
BALF of basophil-depleted immunized and OVA-chafjed mice Cytokines were measured
in BALF 24 h after the last challeng€, Abrogation of OVA- or OVA+poly(A:U)-induced
increase of eosinophil infiltration after basoptdpletion. These experiments were performed
twice using 4 to 6 mice per group. One represertatkperiment is showrt: p<0.01;*p < 0.05
FIGURE 5. Poly(A:U) promotes basophil activation and increaseirvival in vitro. A,
Increased basophil counts in the presence of pd)iABone marrow cells from C57BL/6J
mice were incubated 48 h at a concentration ok2L& cells/ml in MEM + 10% horse serum
with or without 100ug/ml of poly(A:U) pretreated or not with RNase Ahel incidence of
basophils identified as CDZceRla™ cells was determined before and after incubatjodduble
staining.B, Increased histamine and IL-6 levels in BM cepesmatants after a 48-h exposure to
poly(A:U), n=5. C, Poly(A:U)-induced upregulation of the early activat marker CDG69.
CD69 expression was analyzed among gated basaftkilsa 48-h incubation, n=B, Increased
basophil survival in response to poly(A:U)0° sorted basophils per ml were cultured with 10
ng/ml of IL-3 or 100 pg/ml of poly(A:U) in RPMI wit 10% FCS. Cellular survival was
measured daily by counting viable cells by tryparelexclusion. Data are means + SD. One

representative experiment out of 2 is shotthp < 0.001;** p<0.01;* p< 0.05.

FIGURE 6. Basophils are activated by the dsRNA poly(A:l8).TLR mRNA expression
Sortedc-kit CD49b" basophils were analyzed by RT-PCR for transceptsoding TLR1 to 11

using the sense and antisense primers listed imeTlabf Materials and Methods. Total
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splenocytes and J@ were used as positive and negative contBil€ytokine production by
BMDB stimulated with poly(A:U) or TLR agonistd0° sorted basophils/ml were incubated
with or without TLR agonists at the two doses iadgdl. IL-4 and IL-13 were measured in
supernatants collected 24 h after stimulation. Hastogram represents one of at least four
independent experiment§, Poly(A:U)-induced histamine and IL-4 productid®MDB were
incubated with or without poly(A:U) (10ag/ml) or IL-3 (10 ng/ml) for 24 h and histamine was
measured in supernatants by fluorometric deteciimta are means = SEM. Each histogram
represents one of at least four independent expetsniL-4 production was measured after 24 h
in supernatants, as compared with controls sehuglture medium or stimulated with IL-3.
Data are means + SEM; Each histogram representsfaitdeast five independent experiments.

One representative experiment out of two is shdtvip.< 0.01;* p<0.05.

FIGURE 7. FeR-, MyD88-, TRIF- and IPS-1-independent activatdivasophils by poly(A:U).
BMDB prepared from WT or deficient mice were inctdzhfor 24 h with or without 100g

of poly(A:U) or 10 ng/ml of IL-3. Each histogrampresents one of at least three independent

experiments.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Article n°4

La stimulation TLR induit la suppression de I'asthme allergique expérimental et du diabéte

chez la souris NOD

Aude Aumeunier*, Francoise Grela*, Abdulraouf Rammatd Linh Van Pham Emilie Bardel,

Alejandro Gomez Alcala, Pascale Jeannin, ShizuoraAkdean-Francois Bach, Nathalie

Thieblemont

(*) Ces auteurs ont contribué également a ce travai

Nous avons postulé que la stimulation TLR pouvihitec les cellules T régulatrices dont le réle a
largement été décrit dans la prévention des maaallergiques et autoimmunes. Notre étude a
démontré que le traitement par des structuresi@esifde pathogenes, agonistes des TLR, suffit &
protéger des souris du développement de I'astharall€lement, le traitement des souris NOD avec
la P40, le Poly(Il:C), le LPS et le R848 a conféné protection contre le développement du diabete
de type 1, ou une ralentissement du développenertetli-ci. Ce travail a également mis en
evidence le fait qu’un traitement par certains agfes TLR induisait le recrutement des cellules
CD4+CD25+Foxp3+ dans le sang et que certains agsniELR étaient capables d’induire la
production d’lIL-10 et de TGIB-dans le sérum. Nous avons ainsi montré que laigtion TLR

est essentielle dans I'induction de cellules etcgekines immunomodulatrices et pourrait étre

impliquée dans la protection des maladies alleeget autoimmunes par les infections.
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ABSTRACT

Background: Infections are often associated with exacerbatioallergic diseases or their
complications. Paradoxically, epidemiological aneperimental data have shown that
infectious microorganisms can also prevent thisigagyy. We have tested whether Toll-like
receptor (TLR) stimulation can recapitulate thetgctve effect of infectious agents on

allergy and autoimmunity.

Methods and Findings: Here, we performed a systematic study of theseasksmodifying
effects of a set of natural or synthetic TLR agsnising two experimental models, OVA-induced
asthma and spontaneous autoimmune diabetes. Bathe models, we also investigated the
effect of probiotics. Additionally, we examined tledfect of the genetic invalidation of
MyD88 on the development of spontaneous diabetdaallergic asthma. We demonstrate
that multiple TLR agonists prevent allergy and auataunity, namely ovalbumin-induced
allergic asthma and spontaneous autoimmune dialete®n-obese diabetic mice when
administered parenterally. Probiotics which stinelld@LRs, also protect from these two
diseases. The physiological relevance of thesdtseisusuggested by the major acceleration
of ovalbumin-induced asthma in MyD88 invalidatecceniOur results strongly indicate that
these TLR-mediated effects involve immunoregulatoytokines such as IL-10 and TG
and different subsets of regulatory T cells, notaDD4 FoxP3 T cells for TLR4 agonists

and NK T cells for TLR3 agonists.

Conclusions: These observations provide a plausible explandtothe hygiene hypothesis
according to which the decline of infections in s countries contribute to the increased
prevalence of allergy and autoimmunity. They alperonew therapeutic perspectives for the

prevention of these pathologies.
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INTRODUCTION

There is compelling evidence to indicate a cembia of Toll-like receptors (TLRS) in
the stimulation of innate and adaptive immunity whegpplied at the site of the immune
response [1-3]. More limited but convincing obséores suggest a possible role of TLRs in
the triggering of allergic and autoimmune diseape]: such induction could not be
obtained in several experimental models after gemetalidation of certain TLRs or one of

their adaptor molecules, namely MyD88 [6,7,10,11].

On the other hand, more unexpected observations imakcated that systemic TLR
stimulation can prevent the onset of allergic anbiaamune diseases when it is implemented
early enough in the natural history of the dised$ris, administration of the TLR4 agonist
LPS and of the TLR9 agonist CpG has been showmetoept spontaneous diabetes onset in
the non obese diabetic (NOD) mouse [12,13]. Sityilaadministration of various TLR
agonists may prevent onset of ovalbumin (OVA)-irethallergic asthma [14—20], even if in
this model, the same agonists may exceptionallystiee opposite effect depending on
experimental conditions[21-24]. TLR-mediated prdign of allergic and autoimmune
diseases could represent one of the major mechanismerlying the hygiene hypothesis
according to which the major increase of theseadise observed in western countries over
the last three decades is secondary to the demfimdections [25—-27]. Originally elaborated
in the context of an increased susceptibility lergly we proposed that the hypothesis could

also applied to autoimmune diseases [28].

One may postulate that the TLR ligands that aregurein numerous pathogens have a

general non specific inhibitory effect on allergagad autoimmune responses. This would
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explain that a decrease of infections is associafiéit a reduction of the inhibitory effects
thus leading to an increase in allergic and autaimendiseases. Validating the hygiene
hypothesis in the clinical setting is a complexuéssA major problem is that some particular
infections may trigger/ exacerbate either alleyi@utoimmune diseases and that the nature
of the infections contributing to protection idigti-defined. This is why so far the best direct
evidence in support of the hygiene hypothesis leg lrollected from experimental animal
models such as the NOD mouse in which a variepattiogens (living pathogens or bacterial
extracts) totally prevent autoimmune diabetes of#t32] (reviewed in [28]). The study of
bacterial extracts, which are easier to use antyamas compared to living pathogens, is

complicated by the multiplicity of their components

Here, we have tested whether TLR stimulation emapitulate the protective effect of
infectious agents on allergy and autoimmunity usingingle mouse strain namely the NOD
mouse to avoid biases due to differences in gerwmckground. To that aim we first
performed a systematic screening of a set of natmmrasynthetic TLR agonists in two
experimental models, OVA-induced asthma and autaineriabetes. Secondly, in the same
models we investigated the effect of probiotics. ¥¥& examined the effect of the genetic
invalidation of MyD88 on the development of spomrtans diabetes, as previously performed

by the group of A. Chervonsky [33], and extendexldhalysis to the allergic asthma model.

Collectively, results presented in this study destrate that systemic TLR stimulation by

both probiotics and TLR agonists is efficacioupreventing from both allergy and autoimmunity.
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MATERALS AND METHODS

Mice

Conventional NOD micéK®, 1-A%, and ) were bredin our animal facility at the
Hopital Necker as well as CDZNOD mice (a kind gift from J.A. Bluestone, UCSF nSa
Francisco, CA), CD18 (a kind gift from M. Kronenberg, La Jolla instiéytSan Diego, CA)
and IL-4" (a kind gift from D. Mathis and C. Benoist, JossCenter, Boston, MA). We
backcrossed C57BL/6 MyD88mice into the NOD genetic background (N13). Seweek-

old female C57BI/6 mice were purchased from Janvier

Ethics Statement

All experiments have been conducted in accordande Buropean Union Council
Directives (86/609/EEC) and with institutional geilities (INSERM: Institut National de la
Santé et de la Recherche Médicale). The animditfabas an agreement delivered by the

Prefecture de Policef Paris, France.

TLR agonists and probiotics

The P40 protein oKlebsiella pneumoniaeras purified as previously described [34].
We obtained purified LPS from®. minnesotaand R848 from Alexis Biochemicals (Paris,
France). Poly(I:C) was purchased from Invivogenul®ase, France) and Sigma-Aldrich (St
Louis, MO) as well as lipid A fromS. Minnesota The probiotic preparation VSL#3
containingbifidobacterium, lactobacilliunand streptococcusvas purchased from Sigma-tau

(Ivry-sur-Seine, France).

The ovalbulmin-induced airway inflammation model ard treatments
On day 0 mice were sensitized with 100 pg of chickgg OVA (Sigma-Aldrich) in

1.6mg aluminium hydroxidép. in a volume of 200ul. Then they were challengethvs0

mg/ml OVA upon aerosol exposure on three conseeudays (days 7-9) to induce allergic
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airway inflammation. Controls received a NaCl simint The TLR agonists P40, Poly(l:C),
LPS or R848 were injectedp. 24 hrs and 1 hr before the first challenge. Weessed lung
function by measuring AHR 24 hrs after the lastllelnge by delivering an aerosol of Mch
(Sigma-Aldrich) for 1min at 150mM to mice placedarmplethysmographic chamber (EMKA
technologies, Paris, France). The index of airflolstruction was expressed as enhanced
pause (Penh). After AHR assessment, mice weredkilbe further analysis. For probiotic
treatment, VSL#3 preparation (5. °1Bacteria/mouse in 100l PBS) was administered by
gavage 5 days a week during 6 weeks before the @vAunization. In these experiments

control mice were treated with PBS.

An infraoptimal protocol was also set for MyD88and MyD88™ NOD mice. Here
mice were immunized with only 50pg of OVA in 1.6ned aluminium hydroxide and
challenged by aerosol exposure with a single rediumse of OVA (20mg/ml) on day 7.
Samples were collected 48hrs after the challengéufther analyses. In some experiments a
monoclonal antibody specific for the IL-10 receptiniat neutralizes IL-10 activity (1B1 2.1C4
clone) was administeregh. 48 hrs and 1 hr before the first challenge.

For adoptive transfer experiments, 5.1TD4" cells were purified from total spleen
cells following magnetic bead sorting (Myltenyi B#g, Paris, France) recovered from either
probiotic-treated or untreated control NOD miceeTdells were injectedv. to syngeneic
recipients that had already been immunized with QA& which received the CD4sell

infusion 1 hr before the first challenge.

Bronchoalveolar lavage

Mice were anesthetized with urethane (Sigma-Aldriaiministered.p. The lungs

were cannulated through the trachea to perfornbtbechoalveolar lavage. Cellular fractions
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recovered were processed for differential stairbgigcytospin centrigugation. The BALF as
well as lung homogenates were analyzed for cytokinéd chemokine content by ELISA

(R&D Systems, Lille France) according to manufagtsirspecifications.

Monitoring for autoimmune diabetes and treatment ofNOD mice

We treated NOD mice with TLR agonists or PBS andibtooed weekly for clinical
signs of diabetes using Gluko-Testgent sticks, to detecting glucose in usaenples
(Boehringer Mannheim, Meylan, France). When neegldemia was also measured in a
drop of blood collected from the tail vein and gsia Reflolux S glucometer (Boehringer
Mannheim).NOD mice were also treated with probiotics (VSL#31F bacteria/mouse in
10011 PBS) delivered orally by gavage 5 times a weektisty at 4 weeks of age. In these

experiments control mice received PBS.

Histological analysis
Pancreas were collected when needed, fixed in 4ffhaldehyde and paraffin-
embedded. Serial 2-um sections were stained withataxylin and eosin to scored for islet

mononuclear cell infiltration.

In vitro cultures

For cytokine production 2xf®0splenocytes from MyD88 and MyD88 C57BI/6
mice were cultured in complete medium: RPMI sup@eted with antibiotics and 10% fetal
calf serum (Invitrogen, Cergy-Pontoise, Francethm absence or presence of TLR agonists at
varying doses. After 48 (for IL-10) to 72 (for TGd-hrs of culture at 37°C, supernatants were
harvested. For TGB; responses to TLR agonists weoepared to control cultures performed in
serum-free medium. When needed peritoneal macrephagre collected 48 hrs following.

injection with 2 ml of thioglycollate broth (BioMi&ux, Craponne, France). Macrophages were
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then cultured in presence of probiotics for 24 d&r87°C. All supernatants were harvested and
stored at -20°@ntil cytokines were dosed by ELISA (R&D systemiiel France).
Circulating cytokine analysis

NOD mice were injected with TLRs agonists or fedhmprobiotics for two weeks
(see details in the results section). Twenty foardfter the end of treatment, serum samples were

collected and levels of circulating T@&and IL-10 were measured by ELISA (R&D systems).
Flow cytometry analysis

Spleen cells were recovered following treatmenhWitR agonists or probiotics (see
details in the results section). Cell suspensioaestained with antibodies to CD25 (labelled to
phycoerythrin (PE)) and CD4 (labelled to phycoamtliluorescein isothiocyanate (FITC)) (BD
Biosciences, Pont de Claix, France). Then celleviged and labelled with the Foxp3 kit (BD
Biosciences) according to manufacturer’s instrostidcGamples were collected on a FACSCantoll
cytometer (BD Biosciences). Data were gated on mariear cells with forward- and side-scatter

properties using the FACS Diva Software.
Statistical analysis

Diabetes incidence was plotted using the KaplaneMeiethod, i.e., nonparametric
cumulative survival plot. Statistical comparisontvibeen curves was performed using the
logrank (Mantel-Cox) test that provided the cormrsfingx? values. When needed, statistical
comparison of mean values was performed using 8tisdetest. In the allergic model, the
difference between groups was calculated with tlemAWhitney U test for unpaired data
(GraphPad Prism Software, La Jolla, CA). Differemaere considered significant when P < 0.05

(* P < 0.05, * P < 0.01, ** P < 0.005).
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RESULTS

Effect of TLR agonists on allergic asthma and autenmune diabetes in NOD mice

We tested the effect of agonists of TLR2 (P40 pnoté Klebsiella pneumoniaand
the PamgCys lipopeptide), TLR3 (double-stranded RNAs pabgmic:polycytidylic acid,
Poly(l:C)), TLR4 (lipopolysaccharide (LPS) and dphA) and TLR7 (resiquimod (R848)) on
experimental allergic asthma and autoimmune diabgtehe NOD mouse. In the asthma
model, NOD mice were immunized intraperitoneallydaty 0 with OVA in presence of alum,
challenged one week later with 3 consecutive OVAsa administrations and analyzed 24
hrs after the last challenge. Following this prolpmice presented allergic inflammation and
airway hyper-responsiveness (AHR) to methacholMeh(. Allergic inflammation resulted
in an increase of cell recruitment including eopimts in the bronchoalveolar lavage fluid
(BALF), and of cytokine and chemokine productiomtetleukin (IL-)4 and eotaxin
respectively, in the lung. The TLR2, TLR3, TLR4 ahdR7 agonists were administered 24
hrs and 1hr before the first challenge. In treatéck a significant decrease in AHR as well as
in eosinophil counts in BALF and levels of IL-4 agotaxin in the lung were observed (Figure 1).

Levels of IL-5, IL-13, IL-17 and TARC in the lunggere also decreased (data not shown).

In the spontaneous autoimmune diabetes model, Tgdrists were injected once a
week intraperitoneallyi.p.) starting at four weeks of age for 20 consecuiveeks. In these
conditions, most of the TLR agonists tested weatqative (Figure 2A). It is interesting that,
for a given TLR, some agonists were not protecéiltbough their efficiency at stimulating
the TLR pathwayin vitro has been well demonstrated. Thus, lipid A, whiclthie lipid
portion of LPS, was not protective whereas LPS (Fagure 2A). Most agonists required a
long treatment (20 consecutive weeks) for indugangtection, with the exception of P40
which was also protective after a shorter 10-wee&tment (Figure 2B). TLR agonists were

protective when treatment was started early inadisalevelopment, between 4 and 10 weeks
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of age. A delayed treatment did no longer proteomf diabetes (Figure 2C); disease

aggravation was never observed.

In protected animals the histological analysis ehqreata showed a reduction in
destructive islet infiltration (i.e. invasive ingid) (Figure 2D). It appeared that depending @ th
agonist the effect observed was either a globaiepteon of the infiltration (in the case of P40) or
a control of insulitis progression (in the caséBS, R848 and Poly(I:C)) with high proportion of

infiltrated islet showing a benign form of non isige peripheral insulitis (Figure 2D).
Contrasted effects of MyD88 invalidation on allergt asthma and autoimmune diabetes

In order to study if exogenous or endogenous pam®gintestinal commensal
bacteria) modulate OVA-induced allergic asthmaiabetes, we studied the effect of MyD88
deficiency on these diseases. At variance withlteegiescribed above which showed a striking
parallelism in the pharmacological effects of tHeRTagonists in both conditions, impact of
MyD88 deficiency on asthma and diabetes was sgijimlifferent. Thus, MyD88 mice
immunized with OVA died (with asphyxia) within felmours following the first or the second
aerosol challenge with OVA as compared to wild-tydgD88"* mice which regularly
survived the three challenges (Figure 3A). Giversth results MyD88 mice were
immunized and challenged with lower doses of OVA (B as compared to 100g for
immunization and 20 mg/ml as compared to 50 mgbnichallenge) to allow a significant
mouse survival. Results shown on Figure 3B indi¢h& following this infraoptimal OVA
stimulation BALF from MyD88 mice contained significantly increased numbergotdl

leucocytes and eosinophils as compared to controls.

Contrasting with the exacerbated airway allergicpomse the incidence of

autoimmune diabetes was drastically reduced in My/Dfhice (Figure 3C). None of these
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mice developed diabetes by 30 weeks of age; aynearhplete prevention of insulitis was

also observed (Figure 3D).
Effect of TLR agonists on immune regulatory pathwag

Using bothin vitro andin vivo models we investigated the implication of immune
regulatory cytokines and of subsets of regulatgmpdhocytes in the protective effect of

TLR2, TLR3, TLR4 and TLR7 agonists.

In vitro, the 4 agonists induced the production of eitt@F3 (for P40, Poly(I:C) and
LPS) or IL-10 (all 4 agonists) by spleen cellsg{ie 4A).In vivo, serum concentrations of
TGF{3 and IL-10 were measured 24 hrs after the agorirgection. As shown in Figure 4B,
an increased level of IL-10 and T@Rwas observed after treatment with TLR2, 3 or negs.
We also observed that the administration of a sirdpse of LPS or R848 increased the
number of regulatory CDOED25Foxp3 T cells in the spleen 24hrs after injection wherea
Poly(I:C) did not (Figure 4C and data not shown).

To directly evaluatén vivo the role of CDACD25Foxp3 and NK T cells in the
protection induced by TLR3 and TLR4 agonists wektadvantage of CD28and CD1d
NOD mice that are deficient in these two subsetpeaetively. Results shown in Figure 4D
demonstrate that the protective effect of LPS watsobserved in CD28 NOD mice but was
still present in CD1d NOD mice. Conversely, the protective effect ofyPoC) was observed
in CD28" NOD mice but not in CDIGNOD mice. Interestingly, the TLR3 agonist-mediated
protection that was dependent on the presence off dlls was abrogated in ILXANOD
mice which was not the case for the protectivecefté LPS, whose protective effect did not

depend on NK T cells (Figure 4D).
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Effect of probiotic bacteria on allergic asthma andautoimmune diabetes

We studied the capacity of probiotic bacteria totgct from both experimental

allergic asthma and autoimmune diabetes.

In the allergic asthma model we administered VSlat8ommercial combination of
probiotic bacteria ifidobacterium, lactobacilliumand streptococcus orally for 6 weeks
before the first i.p. OVA immunization. In the spaneous diabetes model, treatment was
given once a week for 20 consecutive weeks staging weeks of age. Results demonstrated
significant protection in the two models (Figure,BA The protective effect was dose-dependent

(data not shown).

In vitro, the same probiotic preparation induced TéFand IL-10 production by
macrophages, an effect that was MyD88-dependesit@sn by the absence of production of

both cytokines by cells obtained from MyD8ghice (Figure 5C).

The TLR dependency of the probiotic bacteria effeas further confirmeth vivoin
the allergic asthma model since MyD88iice were insensitive to treatment, using the low
OVA dose described above, compatible with mouseisair (Figure 5D). In MyD88 mice
results showed no effect of probiotic bacteriattrent on neither eosinophil recruitment nor

IL-4 production (Figure 5D).

Interestingly, in the sera of mice protected folilogvprobiotic bacteria administration
increased levels of TGB-were detected (Figure6A). We also detected in gpleen of

protected mice an increased frequency of TIRR5FoxP3 T cells (Figure 6B).

In keeping with thén vitro data described above the protective effect of ptmdbacteria
was IL-10-dependent. In fact, administration of amti-IL-10 receptor monoclonal antibody

before the first aerosol OVA challenge completélglished the therapeutic effect (Figure 6C).
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Finally, the probiotic protective effect was tragrsible by T cells. Adoptive transfer of
CD4" splenocytes from probiotic-treated mice into OViAallenged wild-type NOD mice

significantly inhibited AHR (Figure 6D).

DISCUSSION

Here we show that a wide spectrum of agonists faous TLRs administered
systematically inhibits both allergic and autoimrauasponses extending in a comprehensive
fashion previous isolated reports. These resuéisaaivariance with observations made after
using TLR agonists at the site of antigen admiaigin in normal and pathological conditions
as discussed in the introduction.

The study of MyD88 mice provided different results in asthma and elies, which
initially surprised us in view of the similarity dhe effects of all TLR agonists in the two
animal models. The acceleration of OVA-induced mstlin MyD88"~ mice is in agreement
with the pharmacological effects of TLR agonistshis model, corroborating their postulated
mode of action and supporting the notion that emritental infectious agents contribute to
the modulation of allergic reactions through TLRnstlation. These data are in keeping with
the previous report showing that MyD8&nice present a Th2 skewed balance with increased
IgE levels [35]. It was more difficult to explaihé complete prevention of diabetes observed
in MyD88" NOD mice reported by Chervonsky and observed insbudy [33]. The first
interpretation is that MyD88 is mandatory for didsedevelopment. Another possibility is
that MyD88 deficiency favors the development ofettfons that inhibit diabetes onset
according to the hygiene hypothesis. The lattarpretation is supported by Chervonsky’s
data showing that specific pathogen-free (SPF) My/Déhice are protected from diabetes
(as in our own study) but germ-free MyD88&nice show normal diabetes incidence [33].
It may be interesting to mention here that invdlma of the CD28 gene also shows

contrasting effects on diabetes and asthma witeleation of diabetes and reduction of
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asthma [36,37]. Finally, it appears that our ressliowing diabetes prevention with TLR
agonists represent the only evidence for TLR ineolent in the control of the diabetogenic
response in NOD mice.

Results obtained in our studies in the diabeteseampdint to several non mutually
exclusive mechanisms underlying asthma and diah@®sention by TLR agonists. These
include: 1) the production of immune regulatoryakyhes that was observed bathvitro and
in vivo, 2) the involvement of CD€D25 FoxP3 regulatory T cells indicated by the loss of
protection observed in CDZNOD mice that are devoid of CB@D25T cells [38], and 3)
the involvement of NKT cells demonstrated by theeaize of diabetes protection in CO1d
NOD mice that are deprived of NKT cells [39]. Amotite TLR agonists protective for
diabetes, it is interesting to highlight that tlegulatory mechanisms involved differed. Thus,
TLR3 stimulation by Poly(l:C) required the presencé NKT cells but not that of
CD4'CD25FoxP3 T cells. Conversely, TLR4 stimulation by LPS reqdi the presence of
CD4'CD25FoxP3 T cells but not that of NKT cells. It is also &irig that diabetes
protection by TLR3 stimulation required the presemt IL-4 which was not the case for
TLR4-induced protection. It is to note that theerof CD4CD25'T cells could not be tested
in the allergic asthma model since CD28ice do not develop OVA-induced asthma [37].

Finally, the role of cytokines is difficult to assate with a given TLR since TLR-
induced cytokine production, which was consistentdgerved, varied with each agonist: one
should note however that TLR2, TLR3 and TLR7 agsmseferentially stimulated 1L-10 and
TGF{ production which was not the case for LPS.

Our results using probiotic were performed to apphoa more physiological situation
of a TLR-mediated inhibition of allergic asthmaassessed by the absence of protection in

MyD88”" NOD mice. This model allowed us to perform compdeatary mechanistic studies
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that showed tranfer of protection by CDRB cells, stimulation of IL-10 production and lasfs
the protective effect following administration ohautralizing anti-IL-10 receptor antibody.

The association of a defined mechanism with a §ipeliR is further complicated by
the fact that for a given TLR distinct agonistsraid show the same pharmacological profile:
for instance in the case of TLR4, LPS is protectilereas lipid A is not. The whole of these
data pave the way for a new pharmacology of TLRugtion in allergy and autoimmunity
with contrasting effects depending not only onrilature of the TLR receptor but also on that
of the specific ligand.

If it were confirmed that TLR stimulation modulatéise function of regulatory
CD4'CD25FoxP3 T cells or NKT cells, it would be of central impance to determine
whether this effect is direct or indirect (e.g.ahgh dendritic cells [40,41]). Studies from
different laboratories indicate the presence of $LdR various subsets of regulatory T cells
with however some contradictory data [42—44]. Oneutd also note that mechanisms other
that those discussed above could operate [45,48hbty IL-10 production by B cid
[47-49].

The relevance of these results for the evolvingdepiology of asthma and
autoimmune type 1 diabetes is intriguing for tharsle of new preventive treatments of these
diseases. Results presented in this manuscriptatedithat TLR ligands present in infectious
agents could contribute to the protection affordgdthese agents against these diseases
according to the hygiene hypothesis. Compellinglewte suggests indeed that the reduction
of infections is an important factor explaining timcreased incidence on allergic and
autoimmune diseases[28]. The role of TLRs in infecmediated protection of immune
diseases does not exclude other mechanisms ndyafgyhocyte competition for homeostatic
factors which develop between the immune respomsmmsted by infectious agents and the

allergic and autoimmune responses raised by stuatigens[50]. At the therapeutic level, our
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results suggest the possibility of using TLR ligarahd probiotics in the prevention of
allergic and autoimmune diseases inasmuch safefyllis documented. Preliminary data
requiring further confirmation have been reportedgdrobiotics in atopic dermatitis [51-54].
One would certainly prefer, in the future, to usallvdefined chemical synthetic TLR agonists
as those used in our work. Probiotics present tiverast of direct accessibility and low
toxicity but suffer from poor standardization. Tlagonists are probably more potent but are
confronted with the risk of stimulating undesirabl@mune responses which would

necessitate safety studies.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Stimulation of TLR pathways prevents allergic inflammation and airway
hyper-responsiveness.

NOD mice were treated as described in the Methedsas. Briefly, mice immunized with
OVA on day 0 were challenged with OVA or NaCl (cot) on days 7, 8 and 9. Each TLR agonist
or phosphate-buffered saline (PBS) was administedetirs and 1 hr before the first challenge.
OVA-challenged mice were treated with PBS &) 40 (200upg/challenge/mouse), a TLR2
agonist, B) Poly(l:C) (100ug/challenge/mouse), a TLR3 ago(@tLPS (100ug/challenge/mouse),
a TLR4 agonist an¢D) R848 (100ug/challenge/mouse), a TLR7 agonist. AbIRich was
measured 24hrs after the last challenge and tethlas well as eosinophils in BALF and
cytokine and chemokine concentrations in lungs.eMreated with TLR agonists showed a
decreased AHR, eosinophilia and IL-4 and eotaxodpction as compared to control mice
(* p <0.05; * p < 0.01). These experiments weerformed twice using 4 to 6 mice per

group. One representative experiment is shown.

Figure 2. Stimulation of TLR pathways prevents spontaneous @oimmune diabetes in

NOD mice.

A. Female NOD mice were injecteg. with 200pg P40, 100ug Poly(l:C), 5ug LPS fr&n
minnesota5ug Lipid A, 10ug R848 or PBS once a week, stgréit 3-4 weeks of age and for
20 consecutive weeks. Mice were monitored weekhtlie advent of glycosuria (diabetes).
Significant prevention from diabetes was observél most TLR agonists tested (* p < 0.05;
** p < 0.01) but not with Lipid A. Each panel regents one of independent experiments
using 8 mice per grouB. A shorter treatment with th&LR2 agonist P40 administered
between 4 and 14 weeks also induced significanteptmn from diabetes (** p < 0.01).

C. Treatment with Poly(l:C) was highly protective tged up to 10 weeks of age but not
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later (at 16 weeks of agelp. Histological examination of hematoxylin and eostairged

pancreas sections recovered from the various erpatal groups was performed (n=8 per
group). Islet infiltration (insulitis) was scored lbleducing the proportion of non-infiltrated
islets (healthy islets) and of islets showing a destructive peripheral insulitis (peri-insulitis)
or an invasive/ destructive insulitis (destructiresulitis). The relative degree of islet
inflammation in mice treated with P40, Poly(l:C)P& or R848 is shown in a cumulative

histogram as compared to PBS-treated controls.

Figure 3.MyD88™~ NOD mice are sensitive to airway allergic inflamm#ion but resistant

to the development of autoimmune diabetes.

As compared to MyD8% NOD mice, MyD88~ NOD mice were hypersensitive to
experimental allergic asthmA. The left panel shows the data observed in MyB3g8=25)
and MyD88" (n=35) mice immunized with our conventional pratlpcamely immunization
with 100ug of OVA on day 0 and challenge with 50mg/ml of O¥ANaCI on days 7, 8 and
9. Results are expressed in percentage of survived.right panel shows the data observed
when using an infraoptimal protocol according toiskhMyD88”* (n=10) and MyD88"
(n=15) mice were immunized with 8 of OVA on day 0 and challenged only once with
20mg/ml of OVA or NaCl on day 7. Results are algpressed in percentage of survival.
Results show that, using the infraoptimal immunaatind challenge protocol, the eosinophil
recruitment in BALF was more important in MyD88as compared to MyD8&8 mice (* p < 0.05).

C. Monitoring for the cumulative incidence of sporgans diabetes showed that MyD88
NOD mice (n=25) were fully protected from disealtte¢mate female MyD88" NOD mice
(n=60) showed a normal disease incidence reachifg 8y 30 weeks of age) (** p < 0.01).
D. Histological examination of hematoxylin and eostained pancreas sections recovered
from 20-week-old MyD88" and MyD88'~ NOD mice (n=8 per group) showed that a great

majority of islets in MyD88~ NOD mice were insulitis free.
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Figure 4. Stimulation of the TLR/MyD88 pathway modulates immue regulatory

cytokines and lymphocyte subsets.

A. In vitro stimulation of C57BL/6 mouse spleen cells withyirag doses of different TLR
agonists (P40, 1 or 20pg/ml; Poly(l:C), 1 or 10uglPS, 0.1 or 1ug/ml; R848 0.1 or 1ug/ml)
induced the production of cytokines such as IL-41048 hrs) and TGB-(at 72 hrs)Study of
splenocytes from MyD88" or MyD88" C57BL/6 mice confirmed that the effect is depernden
on the MyD88 pathway. Results are expressed as mgakine level + SD. Results are
representative of three independent experimatLirculating levels of IL-10 and TGB-
were detected followingn vivo administration of TLR agonists. NOD mice were atgsli.p
20ug of P40, 100g of Poly(l:C) or 1fhg of R848 (n=8 per group). Control mice were
injected with saline (PBS). Sera were collectedhddirs after the injection and cytokine
levels were measured by ELISA (*p < 0.05; ** p 90, *** p < 0.005).C. Representative
flow cytometry plots representing proportions of ZLFoxP3 T cells (examined on gated
CD4' cells) in the spleen of mice 24hrs after injectbbpg LPS or 10pug R848 (n=5 per group).
D. The same conventional treatment protocol (desgribe-igure 2) with the TLR4 agonist
LPS (5 pg/week/mouse) and the TLR3 agonist Poly(tiéat protected wild type NOD mice
from diabetes, was applied to female NOD mice iickeaéd for CD28 (CD28), CD1d
(CD1d") and IL-4 (IL-4"). Results obtained showed that the Poly(l:C)-irdlLiprotective
effect was maintained in CD28JOD mice (*p < 0.05) but not in CDIdand IL-4~ NOD mice.
As a mirror-like image the LPS-induced protectifiee was maintained in CDIdand IL-4"
NOD mice (* p < 0.05) but not in CDZ8NOD mice. One representative experiment out of

two is shown.
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Figure 5. Probiotic administration prevents from bah allergic asthma and autoimmune

diabetes: a TLR/MyD88 pathway-dependent effect.

A. NOD mice received 5 days a week for 6 weeks agpetjon of probiotics (VSL#3, 5.10
bacteria/mouse) and underwent the conventional Qr#nunization/challenge protocol
previously described. AHR as well as eosinophilnteun BALF and IL-4 levels in lung
homogenates were measured. Results showed thabiprdkeatment significantly prevented
from experimental allergic asthma (** p < 0.01; *¥ < 0.005).B. The same probiotic
preparation (VSL#3; 5.f0Obacteria/mouse) was administered orally by gaviagéemale
NOD mice three times a week starting at 4 weekagef (n=8 per group). Results obtained
demonstrated a very significant disease protedtitnp < 0.005). C. In vitro incubation for
24 hrs of peritoneal macrophages from NOD mice vifitreasing concentrations of the
VSL#3 probiotic preparation induced a dose-depenpgmduction of TNFa and IL-10. The
MyD88 dependency of the effect was demonstratethbyack of effect when macrophages
from MyD88'~ mice were analyze®. The probiotic-induced protection from allergicvedry
inflammation was MyD88-dependent as illustratedthy comparative results obtained in
MyD88"* mice. The effect was illustrated here by the dataeosinophil counts in BALF
showing that MyD88 mice (immunized and challenged according to theagaptimal
protocol, see figure 3) were completely refractmryhe probiotic-treatment effect as compared

to MyD88™ mice (** p < 0.01). Results are representativeraf experiment out of two.
Figure 6. Probiotic treatment and immune regulation

A. The VSL#3 probiotic preparation was administereallyp to female NOD mice 5 days a
week for 2 weeks (n=5 per group). Twenty four Hterathe last administration sera were
collected and circulating TGE-was measured: increased levels were found in tneeded
with the active compound as compared to controlg € 0.05).B. Female NOD mice were

treated with the VSL#3 probiotic preparation acaogdo the same protocol described in A
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(n=5 per group). Twenty four hrs after the end refatment, spleens were recovered and
CD25FoxP3 T cells (examined on gated CD4cells) were analyzed in spleen.
Representative flow cytometry plots are sho@nNOD mice received 5 days a week for 6
weeks the VSL#3 probiotic preparation and then unmedet the conventional OVA
immunization/challenge protocol previously desalib&esults obtained showed that the
probiotic-protective effect was completely revergbdth in terms of reduction of AHR
(** p < 0.01) and of eosinophil recruitment in BALF p < 0.05, ** p < 0.01)) following IL-10
neutralization upon administration of an anti-IL4H&eptor monoclonal antibody prior to the
first challenge. One representative experimentodiivo is shownD. Experimental allergic
asthma was induced according to the conventional @Wmunization/ challenge protocol
already described in normal NOD recipient mice ¢farred with CDZ cells purified from the
spleen of probiotic- or control-treated syngeneicemPurified CDZ4 cells were transferred
24 hrs before the first challenge. Results obtaiskeowed that both AHR and eosinophil
recruitment in BALF were significantly decreased (¢ < 0.01 for both parameters) in
recipients of CD2% cells recovered from probiotic-treated donors. Qegresentative

experiment out of two is shown.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Article n°5

L'agoniste TLR7 (R848) atténue l'inflammation allegique en mettant en jeu les lymphocytes NKT

invariants (iNKT) producteurs d'IFN- y

Francoise Grela, Aude Aumeunier, Emilie Bardel,nLiPham VanJeroen Vanoirbeek, Michel Dy,

André Herbelin, Nathalie Thieblemont

Il a été bien démontré que la stimulation de TLRA seulement déclenche des réponses antivirales,
mais également atténue l'asthme expérimental. @Gsana limplication des lymphocytes T Natural
Killer invariants (iNKT) dans ces deux situatiomgus avons postulé que ces cellules pouvaient
contribuer a l'effet anti-inflammatoire des ligantisR7. Nous montrons, dans ce travail, que les
symptbmes d'asthme allergique sont effectivemiddiges apres transfert adoptif de splénocytes de

souris activés par R848, agoniste du TLR7, a tondjue ces cellules proviennent de souris sagvage
et non de sourisod8” déficientes en iINKT. Cela prouve limplication sfigae de cette population
cellulaire régulatrice. De plus, nous avons monué I'lFNy jouait un role crucial dans cet effet
protecteur puisque cet effet est perdu lorsquedtsles proviennent d'animaux déficients enylHEh
faveur d'une implication directe de l'activatiors dBIKT par la voie TLR, nous avons mis en
évidence une augmentation rapide des niveaux &5ridUFN associée a une expression accrue
de CD69 a la surface des cellules iNKT. Enfin, ndusnontrons que les cellules INKT expriment
TLR7 et répondent in vitro au R848 par la productimportante d'IFM en présence d'IL12. Ces
résultats confirment que les cellules INKT prodieets d'IFN contribuent a I'amélioration de

I'asthme allergique induite par le traitement parligands TLR7.
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The Toll-Like Receptor 7 agonist R848 alleviates Ergic inflammation by targeting

invariant Natural Killer T cells to produce IFN-y
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ABSTRACT

It has been documented that Toll-like receptor IRT) stimulation triggers not only antiviral
responses but also alleviates experimental ast@Quoasidering the implication of invariant
Natural Killer T (iNKT) cells in both situations, evpostulated that they might contribute to
the anti-inflammatory effect of TLR7 ligands. Weosh here that allergic inflammation is
effectively attenuated upon adoptive transfer déep cells activated by the TLR7 agonist
R848, provided that they are obtained from wildetgmd not from iNKT cell-deficientd 8"
mice, which proves the specific involvement of iNKCells. Furthermore, we provide
evidence that IFNris critical for the protective effect, which isstowhen transferred iINKT
cells are sorted from IFN-deficient mice. In support of a direct activatiohiNKT cells
through TLR7 signalingn vivo, we observed a prompt increase of serum yFldvels,
associated with upregulation of CD69 expressionNifT cells. Moreover, we demonstrate
that INKT cells effectively express TLR7 and respdo R848in vitro by producing high
levels of IFNy in the presence of IL-12, consistent with the dasion that their contribution
to the alleviation of allergic inflammation upore@atment with TLR7 ligands is mediated

through IFNy.
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INTRODUCTION

Asthma is one of the most common chronic diseaseghildren in developed
countries and has become a major public healtleisBoe hygiene hypothesis formulated by
Strachan in 1989 claims that the decrease of iofestduring early childhood is responsible
for the increased prevalence of allergic diseasBs However, even though some
epidemiological data support this assumption it hat been definitively proven so far.
Substantial positive evidence has been providethéyobservation that infections and non-
pathogenic agents such as lactobacilli reducedrédnpiency of atopy (2,3). Furthermore, in
experimental animal models it has been demonstitaiddeliberate infections can prevent
the onset of allergic diseases. Initially, it wagueed that in developed countries the lack of
microbial burden in early childhood, which normatgvors a strong Thl-biased immunity,
redirects the immune response toward a Th2 pheaedaygd therefore predisposes the host to
allergic responses. However, more recent studiesated that the mechanisms are actually
far more complex, highlighting the role of spe@all regulatory T cell subsets in the control

of the Th1/Th2 balance.

Toll-like receptors (TLR) recognize pathogen-dedivaolecular patterns (PAMPS) of
infectious agents, which trigger particular signglpathways that influence the orientation of
the immune response. Among these, TLR7 acts amsoisef simple-stranded RNAs and
imidazoquinolin family compounds, such as R848,0 atalled resiquimod (4,5). This
compound has already been shown to protect miga &sthma, by decreasing its typical
symptoms, namely airway hyperresponsiveness (AlB3$jnophil recruitment to the lung
and Th2 responses. It has also been reportedsfability to abrogate airway remodeling in a
chronic asthma model (6). The efficacy of R848 iaventing the development of allergic
inflammation in rodent models has been well esthbli and some cellular and molecular

mechanisms have been described. For example, ibdes reported that the TLR7 agonist
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inhibits the production of OVA-specific IgE and I§@ntibodies and abolishes all hallmarks
of experimental asthma, including AHR and allergiovay inflammation. The protective
effect persisted, at least partially, in IL-12p3fice, disappearing only when IL-10 was
likewise deficient (7). A recent study suggestedt tiFN+y-producing CD8 T cells may
contribute to the anti-allergic effect of R848, evihough it was not abolished in IRN-
deficient mice (8). Camateras al. reported that the expression profile of genesladin
natural killer (NK) cell-mediated cytotoxicity ardK cell recruitment to the lung was altered
following R848 treatment, but could not establistcausal relationship between NK cell

recruitment/activation and treatment efficiency (9)

Because invariant Natural Killer T (iNKT) cells, wh express both NK markers and
an invariant \14--x TCR chain, play a key role in the development ethma, we
hypothesized that they might take part in R848-gadliasthma protection (10,11). iNKT cells
exert deleterious or beneficial effects, dependinghe stage of the immune response they are
activated in. For example, they can aggravate galeasthma by enhancing AHR and
eosinophilia during the effector phase, but copi@tection at disease onset, once they have

been activated by their specific ligaaejalactosylceramiden¢GalCer) (12-14).

In our present study, we addressed the potentalofdNKT cells in the alleviation of
allergic inflammation by TLR7 stimulation. We proe the first evidence that these
regulatory cells are activatad vivo by R848, as evidenced by upregulation of their €D6
surface expression and prompt IFNsroduction. Using adoptive transfer experiments, w
demonstrate that INKT cells are responsible fohrast protection by donor cells from wild
type mice having received a treatment with R848thesr counterpart from iINKT cell-

deficient &#18" mice had no such effect.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

6-8-week-old specific pathogen-free, C57BL/6J niege purchased from Janvier (Les Genest
St. Isle, France). TLR7and &18" (kindly provided by Dr. Shizuo Akira and by Dr. Taniguchi,
respectively) and IFN?~ (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) were bredur animal
facilities under specific pathogen-free conditiodmimal experiments were performed

according to the recommendations of the Frenchtiisihal Committee.

Reagents

R848 was purchased from Alexis (Paris, France)ti@hiyristate Acetate (PMA) and ionomycin
(lono) were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Faié, France). Murine recombinant IL-12 was
from R&D Systems (Lille, France). Fluorochrome-cmgted anti-CD5 (clone 55-7.3), anti-NK1.1
(clone PK136), anti-TCR (clone H57-597) and anti-CD69 (clone H1.2F3) wémn BD
Pharmingen (Le Pont de Claix, France). Allophycagy&onjugated CD1ld/GalCer loaded
tetramers were prepared in our laboratory fromrthaine CD1dB,-microglobulin expression
vector (kindly provided by Sidobre and Kronenb&2d,) loaded witha-GalCer or provided by
the NIH tetramer core Facility.

Protocol of immunization and challenge

Mice were immunized by i.p. injection of 100 pg @falbumin (OVA) (Sigma-Aldrich)
adsorbed onto 1.6 mg alum adjuvant (Merck, Fontesoans-Bois, France) in 0.4 ml saline
solution. Seven days later, mice were challenge® @onsecutive days (D7, D8, D9) with

aerosolized OVA (5% saline solution) or saline aléor 20 min.
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Sorting of NKT cells

Splenocytes from WT or IFN? mice were depleted of CH8CD62L", MacI” and CD19

cells after labeling with the corresponding mAbdorte 53.67, Mell4, M1/70, 1DS3,
respectively) using anti-rat Ig-coated magneticdse@invitrogen Dynal®, Cergy-Pontoise,
France) and negatively enriched cells were staimigldl anti-NK1.1-PE and anti-CD5-APC
antibodies (BD Pharmingen) before performing ceftisg. Alternatively, cells were stained

with fluorescently labeled CDlal/GalCer-tetramer andp-TCR antibodies. CDB®K1.1" or

CD1dh-GalCer-tetramé CR™ cells were sorted using a FACSVantage (BD).

Adoptive transfer
5.1 splenocytes or 5.f0sorted CD5 NK1.1* NKT cells from WT, &18" or IFNy"
C57BL/6 mice having received either PBS or 150 |8¢8&Rwere injectedlyv. into C57BL/6

mice immunized with OVA, 1 hour before the firsiatlenge on D7.

Measurement of AHR

AHR was assessed 24 h after the last challengeebyedng an aerosol of methacholine
(Mch) (Sigma-Aldrich) for 1 min at 150 mM to unremhed, conscious mice placed in a
plethysmographic chamber (EMKA Technologies, PaFignce). The index of airflow
obstruction was expressed as enhanced pause (Rafthlated as: Penh = Téexpiratory
time)-Tr (relaxation timg)Tr x [Pef (peak expiratory flow)/Pif (peak inspiratorpwl)]. The
values of Penh were expressed per minute and areathrage of three determinations
recorded every 20s. For reasons of simplificatitwe, area under the curve (A.U.C.) was
calculated for 7 min after Mch inhalation. The déag A.U.C. values are indicated in graphs

and represent the quantitative expression of AHR.
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Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and lung horeogtes

Immediately after evaluating AHR, mice were andgthd by an.p. injection of urethane (2 g/kg
body mass, Sigma Aldrich). A tracheal canula waered and bronchoalveolar lavage was
performed by instillation of sterile PBS. Lungs eéhen perfused with a saline solution through
the pulmonary artery and then homogenized in stdPBS. Differential cell counts were
determined in BALF after May-Grunwald/Giemsa (Mgrekaining of cells on cytospin slides

and IL-4 and IL-5 levels were measured in lung hgemaites by ELISA (R&D Systems).

Ex vivo iINKT cell analysis

WT and &18" mice were injectedp. with 10 g of R848 followed by collection of sera and
spleens 2 h later. Splenocytes were stained argizadaby flow cytometry. IFN¢and IL-4
concentrations in sera were quantified by ELISA (R&ystems) and expressed as pg/ml

based on a regression curve established for eaaly asth recombinant murine cytokines.

In vitro INKT cell stimulation assays

2.10 purified cells (purity > 99%) were cultured in 2A00RPMI medium supplemented with
10% inactivated FCS, 1% Penicillin-Streptomycin a®d0°> M 2-ME. Cells were then
stimulated with rIL-12 and R848, PMA+Iono or mediaione. IFNy levels in supernatants

were measured by ELISA (R&D Systems) after 48htiafidation.

RT-PCR analysis

RNA from splenocytes or sorted CDBK1.1" NKT cells was extracted with TRIzol reagent
(Invitrogen). Tenpg of transfer RNA was added prior to RNA extractiand reverse

transcription was performed on total RNA. TLR7 exgsion was determined by PCR
analysis performed on a MWG AG Biotech Primus 9paaptus using the sense 5'-
TTCCGATACGATGAATATGCACG-3 and antisense 5-TGAGTTTGTCCAGAAGCCGTAAT-

3’ primers (Sigma Genosys) under the following tyglconditions: denaturation at 94°C for
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1 min, annealing at 60°C for 1 min, and extensipn2aC for 1 min. Double-amplification of

35 cycles each was performed.

Flow cytometry

After Foy-R blockade with 2.4G2, splenocytes were labeledguanti-CD5, anti-NK1.1
antibodies CD1df-GalCer tetramer-APC, anti-T@RFITC and anti-CD69-PE at appropriate
dilutions. For intracellular TLR7 staining they weffixed and permeabilized using a
Cytofix/Cytoperm kit, according to the manufactiseinstructions (BD Biosciences),
followed by incubation with rabbit polyclonal arfil-R7 antibody (Alexis Biochemicals) and
goat PE-labeled anti-rabbit IgG (BD). Normal rabpdlyclonal IgG was used as negative
control. Cells were acquired on a FACSCantoll flostometer (BD Biosciences) and
analyzed in the lymphocytes gate defined by forwadd side-scatter properties, using

FACSDiva Software.

Statistical analysis
Results are presented as mean values £+ SEM anmstisttsignificance was established by
Mann-Whitney's test. P values < 0.05 were regagasgesignificant (*P < 0.05; **, P < 0.01). All

statistical analyses were performed with Graph P& 5.0 (GraphPad software).
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RESULTS

R848-induced protection against allergic inflamroatican be transferred to immunized
recipient mice.

We set out to confirm the protective effect of R&fainst the onset of ovalbumin
(OVA)-induced allergic inflammation in our experintal protocol. As expected, OVA-
immunized C57BL/6 mice treated with R848 1 houiopto OVA challenge versus saline
controls, developed less AHR, recruited fewer ftrdting cells to the lung, especially
eosinophils, and produced less Th2 cytokines sadh-4, IL-5, IL-10 and IL-13, as well as
chemokines like eotaxin-1 (FigAland data not shown).

We then devised an adoptive transfer protocol tuate the potential role of INKT
cells in the protective effect. To this end, wensferred splenocytes from donors having
previously received a treatment with R848 (OVA-WB4RB) relative to saline controls
(OVA-WT) before the first OVA challenge of the rpmnts. We observed a significant
decrease in AHR, total cell and eosinophil recreitin as compared to mice injected with
splenocytes from PBS-treated mice (FiB),.which validated the experimental approach and
proved that R848-targeted immune cells actively iated the reduction of allergic
inflammation in recipient mice. Nevertheless, nodulation in the Th2 cytokines was

observed (data not shown).

IFN- ).producing iNKT cells account for R848-induced puaiion in allergic inflammation.

To assess the role of iINKT cells in the protectonferred by spleen cells from R848-
treated mice, we compared donor cells from wildetygnd iINKT cell-deficient d18”
C57BL/6 mice for their anti-allergic action. We fali that AHR as well as total cell and
eosinophil infiltration in BAL were no longer attested when splenocytes from R848-treated

Jo18" mice were transferred (Fig. &,andB).
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Since it has been reported that protection in gitenflammation models mediated by
INKT cells is IFNy-dependent (12-14), we examined whether this cyolwas also involved
in our model. Hence, we transferred splenocytes fieN-y-deficient R848-treated mice and
found that, like their INKT-cell-deficient countex, they failed to reduce AHR and eosinophilia
in BAL (Fig. 2, C andD), supporting the conclusion that alleviation déwic inflammation
induced by TLR7 activation depended both on iNKIIsa@nd IFNy production.

To verify whether iNKT cells can provide active fgction on their own, we injected
purified cells after electronic sorting from R848&dted WT donors (OVA-NKT R848). These
cells suppressed allergic inflammation as effidielas total splenocytes, while iNKT cells
from untreated donors had no such effect in OVAllehged mice (OVA-NKT; Fig. 3). The
key role of IFNy in this process was established by transferrinigTiNells from R848-
treated IFNy-deficient mice (Fig. 3). The lack of effect provetat the treatment with R848

alleviated allergic syndromes through iNKT celligled IFN-y.
TLR7 stimulation activates iINKT cells to produc@&i#kin vivo.

We investigated the ability of the TLR7 agonist B&4 activate iINKT cellsn vivo by
measuring the production of IFjNand the expression of the activation marker CD&¢he cell
surface. A strong increase of IFNevels was detected in sera of R848-treated mmte
hours afteri.p. injection, as compared to PBS-treated controlg. (B4). This response was
iINKT cell-dependent sincend8’™ mice failed to respond to the TLR7 agonist. Thepprtion
of iINKT cells, identified as CD1d+GalCer-tetramén-TCR" splenocytes, was not modified

by the treatment that induced a strong upregulaifdhe mean fluorescence intensity (MFI) of

the early activation marker CDG69 relative to colntnice (Fig. 48).
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R848 targets directly iINKT cells to promote I5fgroduction.

We next addressed the question whether R848 target€l cells directly to induce
IFN-y productionin vitro. Such a mechanism was plausible, as TLR7 was ssgadeon both
transcriptional and protein levels in sorted cellsing RT-PCR analysis and intracellular
staining (Fig. 5A andB).

Nonetheless, R848 alone did not induce KFdtoduction by purified CD™WNK1.1" iNKT
cells. Given that TLR7 stimulation promotes a sirorflammatory response, we postulated that
inflammatory signals might be required for primirgnabling iINKT cells to produce IFiin
response to a stimulation, as reported before §5This turned out to be the case since addition
of the inflammatory cytokine IL-12 during exposure R848 did effectively result in IFM-
production by iINKT cells (Fig. G), as compared with PMA + lono as a positive canBorted
CD1dh-GalCer-tetraméoB-TCR" cells responded similarly, with higher backgrouralues
(Fig. ). As shown in Fig. B, R848-induced IFN+production was inhibited in INKT cells
sorted from TLR7 mice, which proved the specific involvement ofstisignaling pathway.
Taken together, our results demonstrate that, aparopriate inflammatory environment, primed

INKT cells respond to R848 stimulation by produciBiy-y
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DISCUSSION

In the present study we provide evidence for an-yriMpendent contribution of
INKT cells to the alleviation of experimental athgr inflammation induced byn vivo
treatment with the TLR7 agonist R848. This partacul cell population has been previously
reported for reducing disease syndromes, such aR AHd eosinophilia, by inhibiting
effector cells after activation by a single injectiof its cognate ligand-GalCer (12-14). The
IFN-y-dependent alleviation of asthma symptoms by R84#&ng shortly before OVA
challenge is reminiscent of this effect.

Herein we demonstrate for the first time that iNK&lls are activated by TLR7
stimulation, thus providing protection against @gjle inflammation. This mechanism of
action is consistent with previous studies docuimgnthe activation of multiple genes
expressed by NK and iNKT cells upon TLR7 activat(®n It is also in agreement with the
protective role ascribed to IFiNin R848-induced asthma protection in a rodent rh¢ge
Obviously, these data do not exclude the partimpadf other regulatory cell populations in
the final outcome of the treatment with R848. Fatance, TLR7 stimulation activates both
dendritic and NK cells and induces Thl responsasgbénerate high amounts of IFNH.-10
and IL-12 to counteract the allergic Th2 cytokine fjeo In favor of this hypothesis, it has
been shown that the TLR3 and TLR7 agonists poly@#ad R848 protect mice from allergic
asthma, airway inflammation, goblet cell hyper@asind AHR in an IL-12-dependent
manner, while both IL-12 and IL-10 were required tbe reduction of eosinophil and
lymphocyte counts in BALs (7). Other investigatbesse implicated IFNtin the anti-allergic
effect of R848 following the conversion of humateajen-specific CD4Th2 lymphocytes
into IFN-y producing cells. This effect was associated wittreased production of IL-12,

IFN-a, IL-18, TNF-, IL-10 and IL-15 by CD14 cells, as well as expansion of IFN-
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producing CD3XD16 NK cells (19). Note that additional mechanismsaatfon might come into
play, involving notably plasmacytoid dendritic sedind/or suppressive regulatory T cells (20-22).

This is the evidence that INKT cells can becomecfiomal in response to the TLR7
agonist R848 in an inflammatory environment, withdiCR engagement. However, in
physiological conditions, DCs are most likely cdeas in INKT cell activation by providing
large amounts of pro-inflammatory molecules. Sdveeports have described a DC-
dependent activation of INKT cells by microbial gusts, targeting TLR4, 7 and 9
(17,18,23). Indeed, CpG ODNSs activate iINKT celldyowhen plasmacytoid and myeloid
DCs are present to provide TLR9-induced type | IFMs&l the CD1d required for TCR
engagement, respectively. On the other hand,ypXbduction by iNKT cells exposed to LPS
depends on IL-12 and IL-18, generated by DCs (37 Rdas also been shown that iINKT
failed to respond to the TLR4 agonist in the absefdCs.

R848 drives iINKT cell activation through the TLRAM88 pathway, in accordance
with a role during early innate immune responsesntection. Stimulation of TLR7 may
enable INKT cells to control viral replication, afready reported following exposure to
viruses, like HIV-1, hepatitis C virus (HCV), hejiist B virus (HBV) or herpes simplex virus
type 1 (24-27). This novel mechanism of activatroay explain the response to MCMV
infection by INKT cells reported by Wesley al. (28) who suggest that they sense exogenous
stimuli through a mechanism that does not requbd

Taken together, our findings uncover a new mechan iINKT cell activation
through which infections can modulate allergic meses, contributing to a better

understanding of the complex interactions medi#tieough this regulatory cell population.
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FIGURE 1. Protection against allergic inflammation can badfarred by splenocytes from
mice having received R84&., Mice immunized with OVA were treated on 3 consaeu
days with R848 and challenged with OVA. AHR to nediaine was measured 24 h after the
last challenge with OVA or NaCl. OVA-challenged miwere treated (OVA-R848; n=5) or
not (OVA; n=5) with R848. Total cell and eosinoplatruitment was measured in BALB,

WT OVA-immunized recipient mice were transferredhmsplenocytes from PBS (OVA-WT;
n=5) or R848-treated WT donor mice (OVA-WT R848)HR, total cell and eosinophil
recruitment were evaluated one day after the laallenge. Each panel represents one of at

least three independent experiments$? & 0.05 and **P < 0.01.

FIGURE 2. INKT cells and IFNy are implicated in R848-induced protection in aier
inflammation.A, Mice were transferred with PBS- or R848-treated ¥ylenocytes (OVA-
WT or OVA-WT R848, respectively; n=5 per group)R848-stimulated 18’ splenocytes
(OVA-Ja18" R848; n=5). AHR was measured 24 hours after tsieckaallenge. B, Total cell
and eosinophil recruitment in BAL was no longer miated in the OVA- d18” R848 group.
C, AHR was measured in mice injected with WT or IfN'splenocytes treated or not with
R848: OVA-WT, OVA-WT R848 and OVA-IFN{" R848 (n=5 per group)D, R848-
stimulated IFNy” splenocytes failed to decrease total cell andnepsiil numbers in BAL.

Th2-type cytokine modulation was observed in neithg@eriment. Each panel represents one
of at least three independent experiment®. £,0.05 and **P < 0.01.

FIGURE 3. iINKT cells producing IFNy account for R848-induced protection in
experimental allergic inflammation. Sorted CDSK1.1" iNKT cells from WT or IFNy"

R848-treated mice (OVA-NKT R848 and OVA-NKT IF{- R848 respectively; n=5 per

group) or WT PBS-treated mice (OVA-NKT; n=5) werartsferred to OVA-immunized WT
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recipients. R848-activated NKT cells reduced AH¥}, total cell and eosinophil recruitment
(B), conversely to their IFN-deficient counterpart. Each panel represents b least two

independent experiments. *®,< 0.01.

FIGURE 4. R848 induces iNKT cell activation and rapid IgNproduction.A, WT and
Jo18" mice were injected.p. with 10 ug of R848 or PBS. Sera were collected 2 h after
injection when IFNy levels were measured by ELISB, Splenocytes from R848- or PBS-
injected mice were stained with fluorescently lableCD1d#-GalCer-tetramer and antiB-
TCR and anti-CD69 antibodies. Cell surface expogssif CD69 marker was increased on
INKT cells from R848-treated mice (shaded histograsompared to PBS-injected mice
(blank histogram). The CD69 MFI was significantlycieased in the R848-treated group

(n=4). Each panel represents one of at least tdependent experiments.

FIGURE 5. iNKT cells respond to R848 by producing IFNR a TLR7-dependent mannier
vitro. A, mMRNA expression of TLR7 by sorted CID&1.1" iNKT cells was evaluated by
RT-PCR. Total splenocytes and®were used as positive and negative control, otisjedy.
B, Intracellular TLR7 expression was evaluated iKTN\cells by flow cytometry using rabbit
polyclonal antibody against TLR7 and goat PE-lathedati-rabbit IgG (shaded histogram).
Normal rabbit polyclonal IgG (white histogram) wased as negative contr@, Sorted CD5
NK1.1" iNKT cells were stimulated with a TLR7 agonistu@y/ml R848 or 18 M PMA +
10° M ionomycin and cultured in the absence or presesfc 10 ng/ml of IL-12. IFN¢
production was evaluated in supernatants by ELISW @fter stimulationD, Sorted tetramér
INKT cells were incubated in the presence of ILdil R848 and biological activity was
quantified as described in panel €.Sorted iNKT cells from TLR7* or TLR7" mice were
incubated in the presence of IL-12 and R848 andogical activity was quantified as

described in panel C. Each panel represents oael@fst two independent experiments.
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Figure 5
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Suppression des réponses d'asthme par la stimulatiale TLR-7

Linh Pham VanEmilie Bardel, Jeroen Vanoirbeek, Michel Dy, Naid Thieblemont.

Il est maintenant largement démontré que l'expmsii I'environnement et les infections
influencent I'évolution de I'asthme qui est étnoiént contrdlé par les cellules effectrices et
régulatrices ainsi que par les cytokines telles Iuel0 et le TGFB. Dans ce travail, nous
avons cherché a déterminer si la stimulation de 7[L&ui a un réle protecteur dans de
nombreux protocoles expérimentaux, pouvait aussirawn effet suppresseur au cours de
I'asthme déja établi. Nous avons montré que leetraant par R848, agoniste TLR7, atténuait
les symptdmes d'asthme allergique par un mécanmplequant les cellules T régulatrices.
En effet, cette suppression est abolie apres dépldes cellules CD25+, qui se développent
dans les poumons des souris traitées. L'effet ssppur, dépend partiellement du TEGF-
Nos résultats ouvrent de nouvelles perspectivesapleéatiques ciblant les cellules T

régulatrices dans la suppression de I'asthme @jiexg
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ABSTRACT

Background: It is widely acknowledged that environmental esyoe to allergens and infectious
agents influence the evolution of asthma syndrombih are tightly controlled by effector and
regulatory cells as well as cytokines like IL-1@&m TGFf. In this context, the recognition of
pathogen-associated motives through TLR activatashways plays a critical role with important

consequences on disease progression and outcome.

Objectives We addressed the question whether stimulationL&7 that has been shown to
be protective in several experimental protocols, @&lao suppress asthma syndromes once the

disease is established.

Methods: We used an OVA-induced experimental model of maallergic asthma, in which
R848 was injected at the end of a series of chgdlenwith aerosolized OVA. Airway
hyperreactivity, recruitment of infiltrating celésd cytokine production were measured in the
lung of mice having received R848 or not. The sapgive role of regulatory T cells (Tregs)
was assessed by cell depletion, while the effecemdogenous TGPB-and IL-10 was

evaluated after neutralization with antibodies.

Results We found that treatment with the TLR7 agonist &&ftenuated allergic symptoms
through a mechanism that required Tregs, as askbysine expansion of this population in
the lung of mice having received R848 and the tdssuppression after iig vivo depletion.
The suppression of asthma symptoms was largely ndiepé on TGH3 with a minor

contribution of IL-10.

Conclusion: Treatment with the TLR7 agonist R848 suppresstebkeshed allergic asthma
through a TGH3-dependent mechanism opening new therapeutic apptes for

pharmacological targeting of Tregs.
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INTRODUCTION

Epidemiological studies have established that aeme decades the prevalence of allergic asthma has
significantly increased in developed countries. Ejimg evidence attests that early life events,
including exposure to allergens and infections, enéical in programming effective regulatory
pathways to maintain pulmonary homeostasis. Tkl-lireceptor (TLR) signaling contributes
prominently to CD4 T cell activation by connecting innate and accliiremunity. Mouse models of
allergic asthma have long been used to dissedtrtimeinological mechanisms leading to asthma, and
despite the heterogeneity of experimental protogolerms of strain differences, type and dose of
antigen, time and route of administration, mostlstsl have provided evidence for a protective edfect
of natural or synthetic TLR2, TLR4, TLR9 ligands allergen-induced lung inflammatiofi™.
Similarly, the synthetic ligand of TLR7, resiquimd@dr R848), has been reported for preventing
typical respiratory syndromes (airway hyperrespgargess) and allergic inflammation (recruitment of
eosinophils to the lung, production of IgE antitesdiand Th2-driven cytokine productiofi)’ in
treated mice. In the rat, R848 has been shownhibitnthe inflammatory reaction and to abrogate
airway remodelind®. These protective effects were observed after migtration of R848 during the
sensitization phase, while in mice having alreadyunted a primary allergic response treatment with
R848 resulted in a marked reduction of secondascti@ns following repeat allergen aerosol
challenges mediated through IL-12 and IL%® Although IFNy-producing NK cells have been held
responsible for R848-induced asthma protectias,dtear by now that they cannot solely accounttier

protection that is abolished neither by their deémtenor in IFNy-deficient mice®©.

Major cellular components driving asthmatic reacsionclude eosinophils and CD4
Th2 cells generating a number of soluble mediftar®ifferent regulatory T cells contribute
to lung homeostasis, particularly CI2D25" regulatory T cell$*?. Naturally occurring cells
of this lineage develop in the thymus, while thaiduced counterpart originates from
conventional T cells in peripheral lymphoid tissugsveral subsets of regulatory T cells with

distinct suppressive functions have been desciéd. Knowing that Foxp3Tregs increase
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following microbial stimulation and inhibit allergeénduced lung pathologies in a manner
that is not antigen-specific, it can be assumetl tthey take part in the process that leads to
reduced asthma and allergy development upon iofecRegulatory T cells may exert their
suppressive functions via cell-to-cell contact &8l as cytokine$'®. Among these, IL-10 and
TGH3, which are both produced by Tregs are well ackedgéd for their role in allergic
inflammation. Indeed, IL-10 is an essential supgkesfactor during allergic responses in the
Iung(”), while TGFf ensures pulmonary homeostasis by inhibiting bot2 Bnd Thl
responses and has been implicated in the contrallefic airway inflammatiof?'¥%. The
regulatory potential of other cell populations, Isas the CD8T cells, IL-17-producing cells

or Natural Killer T cells (NKT) cell§® has also been documented.

In the present study, we investigated the effedhefTLR7 agonist R848 in a murine
experimental model of established allergic asthwia.provide evidence that this compound
targets pulmonary Tregs enabling them to exertoéeptive effect mediated through T@F-

production.

182



MATERIAL AND METHODS

Animals. C57BL/6J mice were purchased from CERJ (Les GeBedsle, France).oll8”
mice on a C57BL/6 genetic background (kindly preddoy Dr. T. Taniguchi, Japan) and
non-obese diabetic (NOD) fKI-A%, D°) mice were bred in our animal facility under sfieci
pathogen-free conditions. All experiments have bmmrducted in accordance with European
Union Council Directives (86/609/EEC) and with itigional guidelines (INSERM: Institut
National de la Santé et de la Recherche Médicaleg. animal facility is accredited by an
agreement delivered by tiReefecture de Policef Paris, France.

Reagents.R848 was commercially obtained from Alexis Biocheafs (Paris, France). Rat
monoclonal antibody specific to the mouse IL-10epor (1B1 2.1C4 clone) was gently
provided by A. O’Garra (DNAX, Palo Alto, CA) and maclonal antibody to human TGF-
that cross-reacts and neutralizes murine BGRG7 clone) by C.J.M. Melief (Leiden
University Medical Center, Leiden, the Netherland$)ese mAbs have been reported before
as blocking either IL-10R or TGB4n different protocol§*??. Depletion of CD25 cells were
performed using the purified anti-CD25 mAb PC61 (g51). A rat monoclonal anti-lgG

antibody was used as negative control.

Induction of experimental asthma andin vivo treatment with R848. Eight to nine week-
old male C57BL/6 or NOD mice were immunized byigm injection of 100 pg of chicken
egg OVA (Sigma-Aldrich, Saint Quentin FallavierakRce) adsorbed onto 1.6 mg aluminium
hydroxide (Merck, Fontenay-sous-Bois, France) uolame of 0.4 ml. Seven days later, mice
were challenged on 6 consecutive days (D7, D8,[1%9), D11, D12) with aerosolized OVA
diluted in 0,9% saline solution (5% wi/v). R848 wuajectedi.p. one hour before the challenge
on D11 and 12 at the dose of J@finjection. Twenty-four hours after the last chalie, AHR

was measured, mice were sacrificed and samplesocokeeted for further analysis.
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Depletion of Tregsin vivo. Intraperitoneal injection of 20Qg PC61 resulted in more than
90% depletion of CDLD25 T cells in spleen and lung within 48 hours. Micerevtreatedlp.
with 200 ug PC61 at days 9 and 11 (2 hours after OVA chadlspngSince in preliminary
experiments we could not establish a significaffedince between mice having received 200

pg rat IgG1 isotype control or PBS, we limited tloatrol groups to mice injected with PBS.

Measurement of airway hyperreactivity. AHR was evaluated 24 h after the last challenge
by both whole body plethysmography (EMKA Techno&sgiParis, France) and an invasive
forced oscillation technique measuring airway tesise and compliance in anaesthetized and
ventilated mice with a FlexiVent system (FlexiVeBICIREQ, Montreal, Québec, Canada).
Plethysmography measurement was performed withstrareed, conscious mice receiving
an aerosol of metacholine (Sigma-Aldrich) for 1 atenat 150 mM (C57BL/6 mice) or 100
mM (NOD mice). The index of airflow obstruction wasgpressed as enhanced pause (Penh),
calculated as: Penh = PausdBef (peak expiratory flow)/Pif (peak inspiratoryw)],
Pause = T¢(expiratory time)-Tr (relaxation timg)r. The values of Penh were expressed
per minute and are the average of three determmsatiecorded every 20s. For simplification,
the area under the curve (A.U.C.) was calculated.@ominutes. The resulting AUC. values
represent the quantitative expression of AHR adécated in graphs. The data obtained by
this technique were confirmed by measuring airwagistance and compliance to
methacholine with a FlexiVent system 24 h afterlgs¢ challenge.

Collection and analysis of bronchoalveolar lavageldid (BALF). Immediately after AHR
measurement, mice were anesthetized.fyinjection of urethane (2 g/kg body mass, Sigma
Aldrich). Airways were washed with sterile PBS. dlaind differential cell counts were carried

out in BALFs after May-Griunwald/Giemsa (Merck) stag of cells on cytospin slides.
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Isolation of lung mononuclear cells (MNC).To obtain intraparenchymal lung MNC, the
lung was minced, and incubated in RPMI 1640 supetdged with 5% FCS, 100 U
penicillin/streptomycin, 10 mM HEPES, M 2-ME, 20 mM L-glutamine containing 20
U/ml collagenase and 1 g/ml DNase type |. Afteruiation for 60 min at 37°C, any
remaining intact tissue was eliminated by passhmgugh a 75um filter and cells were
collected by centrifugation. The cell pellet wasgended in 5 ml of 40% Percoll and layered
onto 5 ml of 70% Percoll, centrifuged (2,400 rpriC430 min) and then collected.

Cytokine and chemokine analysis

Samples were collected and cytokines (IL-4, IL456] IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IFNy)
and chemokines (eotaxin, tarc) were assayed usinng® ELISA kits (R&D systems).

Cytometry analysis

Cells were stained with PE-conjugated anti-CD25 &idC-conjugated anti-CD4 (BD
Biosciences, Pont de Claix, France) before fixaaod intracellular labelling using a Foxp3
staining kit (BD Biosciences) according to manufiaet’s instructions. Cells were acquired
on a FACSCantoll cytometer (BD Biosciences), gatedmononuclear cells according to
forward- and side-scatter properties and analysatgUFACS Diva and Flowjo software.
Statistical analysis.Results are presented as mean values + SEM disticihsignificance was
established by Mann-Whitney's test when approp(@m@phPad Prism Software, La Jolla, CA).
Analysis of variance test was used to compare réifiees between groups for data of AHR
followed by Bonferrroni correction within each set comparison. Differences were

considered significant when p < 0.05 (* p < 0.05p*% 0.01, *** p < 0.005).
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RESULTS
R848 treatment suppresses ongoing established atiér inflammation.

We examined the effect of the TLR7 agonist R84&stablished allergic symptoms,
by injecting the compound at the end of a serieantigen challenges. In these experimental
conditions we found that hyperresponsiveness wastidally reduced whether it was evaluated
by plethysmography or lung resistance and compdianeasurements when R848 was injected
during the last aerosol administration on D11 ardi@ D(Fig 1,A). Total cell and eosinophil
recruitment into BALF was likewise decreased in eni@aving received R848, as were the
concentrations of Th2-type cytokines and chemokisesh as IL-4, IL-5, IL-13, eotaxin,
determined in lung homogenates (Fid31C). IL-10 and IL-17 dropped likewise to control lésve

likewise decreased, whereas IL-12, and {AMere also observed (Fig @).

Regulatory T cell counts increase in the lung of RBB-treated mice and mediate the

suppression of asthma symptoms.

Tregs being the most likely mediators of R848-iretlicasthma suppression, we
evaluated whether their incidence was modifiechm lung of R848-treated mice relative to
saline controls. We observed a significant increashe percentage of both Ci2D25" and
CD4'Foxp3 T cells in mice having received the TLR7 agoniy( 2), indicating that this
population was recruited upon activation. To vettisycontribution to the anti-allergic effect of
R848, we depleted CD2T cells from mice having developed allergic asttoatore injecting
R848. Preliminary experiments showed that the adyiliPC61 was relatively inefficient, even
at a high dose (1 mg), in depleting CBH25"" Tregs from C57BL/6 mice (data not shown),
while in the NOD strain, an almost complete depletivas achieved at a relatively small dose

within two days post injection, providing optimairditions. Since NOD mice develop OVA-

186



induced asthma symptoms more easily than C57BLi&emve assessed the suppressive
effect of R848 in this strain used for further sésdwith the same protocol.

OVA-sensitized and -challenged NOD mice were deplefor CD25 cells by i.p.
injection of PC61 (20Qug) at day 9 before treatment with R848 or saline.shown in Fig. 3,
more than 90 % of pulmonary CBZD25""T cells were depleted in these conditions. R848-
induced suppression of asthmatic symptons after ©vaéllenge was fully reversed in the absence
of Tregs that had no aggravating effect on thein,omhether in terms of AHR (Fig 4), total
cell recruitment into BALF, eosinophilia (Fig 8), or increased levels of Th2-type cytokine
and chemokine production in the lung (FigG}, It can therefor be concluded that Tregs are

critical for the suppression of allergic asthmauiced by R848.

The suppression of asthma symptoms in mice treatedith R848 is TGFf3-dependent.

Both IL-10 and TGH3 are recognized as important mediators of supmeg$snctions of
Tregs, prompting us to examine their role in oudeioTo this purpose, mice were injectgd
with neutralizing mAbs directed against TBK2.5 mg per mouse) or IL-10 receptor (54§)
at day 11 and 12, one hour after saline or OVAlehgk. It turned out that the suppressive
effect of R848 treatment assessed by decreased @®itR6, A), total cell recruitment in
BALF, eosinophilia (Fig 5B) and Th2-type pulmonary cytokine and chemokinedpotion
(Fig 5, C) was lost in mice treated with neutralizing anGH{3 mAbs. By contrast, a
significant suppression persisted in mice havirggiked the blocking anti-IL-10R mAbs, in
terms of decreased hyperreactivity and eosinoplakawell as IL-4 and IL-13 release in the
lung. However, the production of some cytokines eimeimokines such as eotaxin, IL-5, IL-10
and IFNy differed significantly from controls, suggestirttat IL-10 may be at least, partially
involved. Nonetheless, the major contribution te sluppressive effect of R848 is undoubtedly

provided by TGH3.
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DISCUSSION

In the present study we demonstrate that treatmatht the TLR7 agonist R848
suppresses the symptoms of established asthmaytheomechanism involving TGE-R848
has previously been reported for its capacity tevent disease onset when given before
allergen challengé*®. However, knowing that the original encounter witie sensitizing
allergen remains undefined and consecutive chaléngsually unpredictable, the prevention
of the primitive event that leads to sensitizateomd/or suppression of established asthma
would be more valuable from the therapeutic pointiew. We found that administration of
R848 before immunization did not protect againsedse onset (personal unpublished data).
Hence, we set up an acute asthma model with welbkshed allergic hallmarks to assess
whether TLR7 stimulation could suppress as welpas/ent the syndromes. Our protocol
differed from those currently used for asthma pnéiea, insofar as R848 was given at the
end rather than at the beginning of a series of @Wallenges when disease symptoms were
manifest®® Suppression of established asthma upon admindstraf the TLR7 agonist has
been claimed by other investigatd?s Yet, in this study mice received R848 betweeirst f
and a second set of allergen challenges at arvaitef 3 to 4 weeks. It is therefore possible
that the effect might actually have been preventatber than suppressive since at the time of
the treatment with the TLR7 agonist the asthma $gmp induced by the first series of
challenges had probably faded. In a recent study ptotective treatment was given 1 day
before a set of three challend&®. In this setting, the authors claimed to suppastima
when mice were additionally stimulated with theigem one week before the second set of
challenges. It is thus difficult to discriminate ether the treatment is protective or really
suppressive.

Tregs being the most obvious candidates for astsupgression, we found that their

depletion did effectively restore the allergic syomps alleviated by the injection of R848. The
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removal of this cell population did not significgnaggravate the disease in the asthma-prone
NOD miceper seg indicating that it is not inherently suppressimethis type of disorder. In
agreement with this result, similar studies perfdnwith other murine strains susceptible to
asthma, such as A/J, BALB/c also showed that Teggetion resulted only in a modest increase
of airway eosinopbhilia without enhancement of AHR'h2-type cytokine productidfi®>?,

Thus, treatment with R848 rendered Tregs functlgrampetent to counteract disease
symptoms. This observation is in accordance withdbncept that regulatory responses can
be induced by TLR stimulation, which seems to mataral strategy to prevent an excessive
immune response. Since plasmacytoid dendritic ¢ellCs) are also activated through TLR7
stimulation, it can be assumed that they are algolved in R848-induced asthma suppression,
as recently demonstrated for the suppressive sffedticed byMycobacterium bovigacillus
Calmette-Guérift¥, which depend on both pDCs and Tregs.

Tregs can exert their suppressive action throutiiozeell contact or immunosuppressive
cytokines like IL-10 or TGH3. Most studies have assigned a central role toOllalbne or in
combination with TGH3 in the control of allergic airway inflammation. ur model the
suppressive effect was predominantly mediated bi{BGince its neutralization by specific
antibodies abolished R848-induced asthma symptompletely, while inhibiting the effect of
IL-10 by receptor blockade did not restore the ajnwyperresponsiveness. In humans, IL-10 is
produced mainly by subsets of natural and induce)g that express low levels of CD25
(IL-10-producing CDAFoxp3 CD25°"ICOS" nTreg and induced Trl cells). These cells appear
to inhibit only T cell proliferation by blocking éhfunction of APCs and are more prone to
apoptosis in an inflammatory environment or in udtcompared to other T@Fproducing
subsets. In our experimental conditions, pulmoribr§0 levels were consistently lower in
mice treated with R848 than in untreated asthntatntrols. In addition to its ability to inhibit

effector T cell proliferation and functions, to unge the release of mediators by APCs and
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apoptosis in numerous cell types, T&GiAfluences the lineage specificity of effector dllc
subsets depending on the concurrent presence afatiah and polarization factors. It might
therefore be hypothesized that the alleviationstfima symptoms by the TLR7 agonist might
result from its capacity to redirect allergen-sfieci cell responses. It is noteworthy that
treatment with R848 normalized the IL-17 levelstthare substantially increased in the lung
of asthmatic mice relative to saline controls. T@&FE known to be crucially involved at the
interface between Treg and Th17 cell differentraji@thways through its ability to induce their
respective signature transcription factor FoxP3 &w@Ry-t. The other pro-inflammatory
cytokines generated in our experimental setting utadd preferentially the Th1l7
differentiation pathway.

Exposure to pathogens as well as TLR agonists ratekilthe development of
regulatory pathways. Immune reprogramming remamsxeciting prospect. Our study has
revealed an immune regulatory mechanism in lungdastasis induced by TLR7 stimulation

that can be exploited for improving therapies fethana.
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FIGURE LEGENDS

FIG 1. R848 treatment suppresses allergic responses i (A C57BL/6 mice were sensitized by
i.p. injection of OVA at day 0 and challenged at daf&%10/11/12 by aerosols with OVA or NacCl.
At days 11 and 12, mice were treatgn with R848 (10Qug) or PBS one hr before the OVA aerosol
exposures. Airway responsiveness to metacholine wssessed 24 hrs after the last challenge with
OVA or NaCl by measurement of lung resistance ¢Binpliance (C) and, on alternative experiment,
the whole body plethysmographi) Mice were killed at day 13, BALF and lung wereleoted. Total
cells, eosinophils, macrophages and lymphocytes waunted in BALF(C). IL-4, IL-5, IL-10, IL-12,
IL-13, IL-17, IFN+y, eotaxin, tarc were measured by ELISA in lung hgemates. Results are
expressed as mean of 4-5 mice/group. Similar resudre observed in 3 independent experiments.

* p <0.05; *p <0.01; ** p <0.001.

FIG 2. Suppression of asthma by R848 is associated witxpansion of Treg in the lungs. PBS- and
R848-treated mice were analyzed by flow cytometiythe expression of CD4, CD25 and Foxp3.
R848 injection increases the percentage of Trdg relung reflected by the CD25 expression profile
and the proportion of CD4+CD25high T cells (uppemgl) as well as modulation of Foxp3

expression (lower panel) gated on CD4+ T cellsltiafied in lung. Representative plots and
histograms from each group were indexed. The reptasve histograms for CD25 (upper) and FoxP3
(lower) expression from PBS-injected (dotted liflR§48-treated (solid line) groups were overlaid.

Significant differences were obtained for both Cjg% 0.01) and FoxP3 expression (p < 0.05).

FIG 3. Depletion of CD250xP3 T cells in lung using anti-CD25 antibody. Tregl a#pletion was
performed by ain.p. injection of PC61 (20Qug) at day 9 on one of two groups of OVA-sensitized
and -challenged micéA( as well as on one from two groups of R848-tredd&th-sensitized and
-challenged mice K). The sensitization and challenges of OVA and R®48 treatment were

performed as previously described. In both growpatéd with anti-CD25 mAbs, analyses by flow

195



cytometry revealed a depletion of more than 909625 FoxP3 T cells (lower dot plots) compared

to those of their corresponding control group (umjm plots).

FIG 4. R848 mediated suppression of allergic responsesndispon the presence of Treg cells.
NOD mice were sensitized and challenged by OVA esvipusly described. Treg cell
depletion was performed by ap. injection of PC61 (20Q1g) at day 9 on OVA-sensitized and
-challenged mice that would be treated or not WRB48. The treatment by R848 was
performed at days 11, 12 with dose, route, andnindentically to previous description on
OVA-sensitized and -challenged mice that had begttied PC61 or not. The suppression
effects of R848 treatment on airway hyperrespomg&ss to methacholind), increased total
number of cells in BALF and eosinophil recrutememthe lung(B), and increase levels of
Th2-driven cytokines and chemokines induced in (@Y was observed on in NOD mice
treated by R848 but this effect was lost in thoseeived anti-CD25 depleting antibody
injection. Mice were pooled in the NaCl-challengmhtrol group since treatment of R848 or
PC61 induced no significant modifications. Resalts expressed as mean of 4-5 mice/group.

Similar results were obtained in 2 independent ix@ats. *p < 0.05; **p < 0.01; ** p < 0.001.

FIG 5. Suppression of OVA-induced allergic responsesegeddent of TGIB: C57BL/6 mice
were sensitized and challenged by OVA as previodiscribed. The treatment by R848 or PBS
was performed with dose, route, and timing idelida previous description on sensitized and
challenged mice. Blocking antibody anti-IL10R (50§) and neutralizing antibody anti-TGF-
(2.5 mg) were injected i.p. at day 11 and 12 oreter saline or OVA-challenge. The suppression
effects of R848 treatment on airway hyperrespomsgs to methacholine (A), increased

total number of cells in BALF and eosinophil reemment to the lung (B), and increased
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levels of Th2-driven cytokines and chemokines imdlt lung (C) was assessed at day 13.
The mice in the NaCl-challenged control group veeled since treatment of R848 or antibodies
induced no significant modifications. Results axpressed as mean of 4-5 mice/group. Similar

results were obtained in 2 independent experimepts. 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001
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Figure 4
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Figure 5
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Nous avons choisi de focaliser 'ensemble de akteussion sur 'immunorégulation de
I'asthme. La difficulté majeure pour concilier étatiter les différents composants du systeme
immunitaire impligués dans cette pathologie est l#ix observations expérimentales qui
paraissent souvent contradictoires. Les résult@septés au cours de cette these n'échappent

pas a ces contradictions.
Les cellules iNKT et leur réle effecteur/régulateurdans I'asthme

La population de lymphocytes iNKdst impliquée dans les réponses précoces aux agents
infectieux et dans I'hnoméostasie du poumon. Desurarécents ont révélé leur rbéle dans la
défense contre certains pathogenes comme E.colpi@adles, Sphingomonas. En réponse a ces
infections, les cellules INKT sont activées. Ouleeligand synthétiquex-GalCer, le plus
souvent utilisé dans les expériengevitro, de nouveaux ligands ont été caractérisés et parmi
ceux-ci, le glycosphingolipide endogéne iGb3, ldgcapylcéramides de la paroi des
Sphingomonas, les glycolipides de Borrelia burgetofKinjo et al., 2005; Mattner et al., 2005;
Brigl et al., 2003). Dans le modéle d'asthme expénital induit par des allergénes protéiques,
certaines études décrivent les cellules INKT comdes effecteurs indispensables au
développement de I'asthme alors que d’autres nirmmamt pas ce rdle (Akbari et al., 2003;
Brown et al., 1996; Korsgren et al., 1999; Lisbomteal., 2003; Cui et al., 1999). Aprés
activation par leur ligand spécifiquetGalCer, il a été montré que les cellules INKT pentv
prévenir ou supprimer les réactions asthmatiquextieim et al., 2005; Cui et al., 1999). A
'oppose, des observations expérimentales ontbaériun role délétere aux cellules INKT
dans le développement de l'asthme. Elles ont é@ifortées par des observations cliniques
(Akbari et al., 2006; Hamzaoui et al., 2006; Phann-gt al., 2006) qui ont conduit certaines

équipes a suggérer que les cellules iINKT pourradémat responsables du développement de

204



I'asthme (Umetsu and DeKruyff, 2010b). Pourtantadmsnées et les arguments présentés ne

paraissent pas encore suffisants pour confirmée bgpothese.

Dans notre premiére étude, nous avons analyséptmgé fonctionnelle des cellules
INKT apres stimulation de la voie IL-1R en utilisda cytokine IL-33. Nous avons observé
qu’in vivo, l'injection d’IL-33 stimule la prolifération des teles INKT et induit une
production simultanée d'IFNet d'IL4. In vitro, la stimulation par I'lL-33 induit également une
production de cytokines par les cellules INKT diefet de la rate, augmente I'expression des
marqueurs d’activation et induit une prolifératioles cellules INKT d'origine thymique,
confirmant I'aptitude de cette population a répendrl'IL-33 (Article n°1). Compte tenu des
données rapportées concernant I'expression aifegdns de ST2 et le role facilitant de I'lL-33
dans I'asthme expérimental (Kondo et al., 2008dyniiag et al., 1998; Liu et al., 2009), nos
résultats suggerent que les cellules iINKT pourtaieoduler la réponse d’asthme induite par
I'lL-33. L'IL-33 peut étre considérée comme un maddur qui favorise et/ou exacerbe
I'asthme et le fait que les cellules INKT produisde I'lFNy et de I'IL-4, ne permet pas de
conclure quant au role effecteur ou régulateurette gopulation. Une étude comparative de
I'effet globalin vivo de I'lL-33 sur les souris de type sauvage et desis dépourvues de
cellules iNKT pourrait répondre a cette questio@ime si nous privilegions I’hypothese d’un

réle régulateur plutét que délétére).
Relation entre les cellules iNKT et Th17 dans I'abme

Les cellules INKT isolées de I'organisme sont mis@quement réactives aux ligands de
la molécule CD1cdx vivo,indiquant que ces cellules sont préactivées & batsal. Compte
tenu du réle régulateur des deux cytokines IL-¥-Bky produites par cette population et des

observations cliniques publiées, nous avons postulé les cellules INKT pourraient

participer a la régulation et/ou au développemeat ld population effectrice Thl7
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nouvellement caractérisée. Nos résultats ont cogficette hypothese en révélant que les
cytokines produites par les cellules iINKT inhib&ntéveloppement de la population Th17 a
partir des cellules T naives mises en présencéandigene sensibilisarfArticle n°2) Cette
modulation du développement des cellules Th17 pastsans conséquence sur la régulation
de l'asthme. En effet, il a été établi que la digakon via le récepteur de I'lL-17 était
indispensable pour le développement des réponsesaiigjues (Schnyder-Candrian et al., 2006).
La différenciation de la lignée Th17 sous l'effetltd-6, IL-21, TGFg, IL-23 (chez la souris)
ou IL-1, IL-6, IL-23 (chez I'homme) est en équiBbavec celle d'autres populations T
effectrices (Thl et Th2) et surtout T régulatricesse distingue de la production d’IL-17
(Wakashin et al., 2008; Bettelli et al., 2006). iBigue I'on admette que I'IL-17 et d'autres
cytokines produites par les cellules Thl7 ont déstserégulateurs négatifs sur les réactions
asthmatiques, on pourrait fort bien imaginer qualiféérenciation de la population Th17,
méme durant la phase effectrice, est délétere gamstion inhibitrice vis-a-vis des cellules
Thl et T régulatrices et favorise les réponsesaddisles Th2 (Schnyder-Candrian et al.,
2006; Korn et al., 2007; Schnyder et al., 2010; ¥shln et al., 2008). Nous reviendrons plus
loin sur ce concept aprés avoir discuté de la séguil de I'asthme en fonction des autres

populations cellulaires, notamment des celluleggulatrices.

Basophiles et exacerbation de I'asthme

Dans notre étude sur l'activation des basophilesineunous avons identifié une
molécule synthétique, le Poly(A:U), mimique des ARiKaux, qui stimule les basophilas
vitro etin vivo et induit une production d'IL-4, d'IL-6 et d’higténe (Article n°3) Dans cette

étude, la réponse des basophiles stimulés parlyéApd) a été associée a une exacerbation
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de l'asthme et inversement, I'asthme était dimiapées élimination des basophiles en
présence de l'anticorps déplétant Bal03. Nos edsudt ceux de la littérature sont en faveur
d’'un role exacerbateur des basophiles dans lesmsépod'asthme et ceci coincide avec la
production et la libération d'lIL-4 et d'histaminar wette population. La voie de signalisation
conduisant a la production d'IL-4 par les basogh8émulés par le Poly(A:U) n’est pas
encore élucidée méme si nous avons déja élimirsdepits adaptateurs moléculaires des voies
de signalisation les mieux décrites impliqués daagéponses aux ARN viraux, c’est-a-dire,
les molécules MyD88, TRIF et IPS-1.

L’asthme ne s’accompagne pas systématiguement d'épense allergique et par
conséquent les acteurs cellulaires infiltrant lesippons sont variables. Les observations
cliniques associant les cas d'asthme séveres sndiuiant les épisodes infectieux a un nombre
augmenté de basophiles ou de neutrophiles dan®xpsctorations et dans les parois
bronchiques, nous conduisent a proposer l'imptoadie différents composants cellulaires. Si
on se réféere aux résultats essentiellement décedania plupart des stratégies ciblant la voie
de différenciation et/ou d’activation des répongk2 et compte tenu du fait que les réponses
d'asthme peuvent s'établir en I'absence de cettkiog, le role présumé de I'lL-4 pourrait
avoir été surestimeé. Aussi, il est possible d’eagés que des médiateurs humoraux autres que
I'lL-4, I'IL-5 ou I'lL-13 soient impliqués de facomritique dans I'exacerbation de I'asthme.

En fonction de I'environnement dans lequel les plides ont été générés et/ou
conditionnés, ces cellules produisent préféreenedint de I'lL-4, de I'histamine ou de I'IL-6.
Dans nos études, nous avons observé que les blespphais aussi de nombreuses cellules

innées, telles que les cellules dendritigues ourlasrophages, produisent des cytokines en
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réponse a une stimulation par le poly(A:U). Si &erdes cellules résidant dans les voies
respiratoires pourrait apparaitre de plus en plusque, non seulement au cours du
développement de l'asthme, mais aussi durantdermeét I'nomeéostasie spontanée ou induite
par un traitement, il est certes évident que l#sles immunitaires jouent un réle primordial
dans ces processus (Saarinen, 1984; Agosti di988).

Des résultats préliminaires suggerent que deststascbactériennes peuvent stimuler le
basophile telles que les lipoprotéines EA8K. Cette molécule est connue comme agoniste de
TLR2. In vitro, le PamCSK induit la production d'IL-4 et d'IL-6 par leadophiles murins
(travaux non publiés)n vivo, cette molécule stimule les basophiles et induwit Fecrutement
dans différents organes. Des expériences compléiresin vivo devront étre réalisées pour
confirmer cette activation et analyser ses congémpsedans le modéle d’asthme.

Les données cliniques et/ou expérimentales sontathctoires puisque certains virus ou
bactéries sont considérés comme agents déclenaargsacerbateurs de l'asthme alors que
d’autres pathogénes ont un effet protecteur (Gerst2006; Tregoning and Schwarze, 2010). Il
est tres difficile d’examiner les réponses indupes un pathogéne entier compte tenu de la
variété des molécules exprimées et de la divedsiséréponses immunitaires de I'héte. Aussi,
nous avons postulé que l'utilisation d’agoniste®R Td'origine microbienne ou de molécules
synthétigues mimant certaines des réponses degesib® pourrrait spécifiquement cibler des
cellules immunorégulatrices et induire un effet tpcteur voire méme suppresseur dans

'asthme. C’est ce que nous avons testé experineemeat.

Protection de I'asthme par la stimulation des TLR
Les travaux de notre équipe ont démontré les effeitecteurs potentiels des agents
infectieux vis-a-vis du développement des réporasthme induites expérimentalement.

Nous avons testé différents agonistes naturels youhétiques des TLR. Les résultats
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montrent que plusieurs agonistes TLR protegeram@maux de l'asthm@rticles n°4, 5 et 6)
Les conditions expérimentales du modele variewindels études. Les agonistes TLR2, 3, 4 et 7,
administrés apres I'immunisation et avant les dsfatons avec l'allergéne, protégent les
animaux du développement des réponses d'astAntiele n°4) Les résultats sur les effets
protecteurs des agonistes TLR sont en accord agawothbreux travaux sur la protection
induite par des extraits microbiens, des microolggaas entiers morts ou vivants (Braga et al.,
2003; Hopfenspirger and Agrawal, 2002; Lagrandetial., 2008; Lagranderie et al., 2010;
Major et al., 2002; Han et al., 2004). L’adminisitva des agonistes TLR avant l'induction des
réponses d'asthme pourrait avoir des effets "dondints”, par le profil des cytokines
inflammatoires produites (par exemple IFNiL-12, IFN de type | pour le cas de R848,
agoniste TLR7) qui vont contrecarrer les effetauctdurs de I'asthme. Etant donné le profil
de cytokines induites par les agonistes TLR usliséest essentiel d’identifier les cellules
cibles a l'origine de ces effets protecteurs. Sumplan thérapeutique, il serait également
intéressant de confirmer si ces effets bénéfiqeesent persister et si ces molécules peuvent
avoir, en plus de leurs effets protecteurs préfgentn effet thérapeutique, c’est-a-dire modulsr le

réponses d'asthme déja établies. Ces questioptéoftiidiées pour 'agoniste TLR7.
Effet protecteur de R848

L’effet protecteur du développement des réponsestidhe induit par I'administration
de R848 avant la premiere stimulation, a été testéonfirmé dans plusieurs conditions
d'administration. Concernant le mécanisme d’actiagoniste de TLR7 stimule les cellules
dendritiques et les cellules NK. Nous avons postuié les cellules iNKT pourraient aussi
étre impliquées dans cette protection et avong test réle dans un modéle de transfert. Les
résultats ont montré que R848, en ciblant les le=liNKT, induisait la production d'IFM-

responsable de la protection induite par I'agonii4tR7 chez les animaux receveytsticle 5).
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Dans cette étude, les cellules du receveur ne Eamten contact direct avec R848 et par
conséquent, ce travail ne confirme pas que lealeslliNKT sont responsables de la
protection observée chez une souris ayant recwtdireent 'agoniste mais confirme leur
participation dans la protection induite. Une seorétude a été effectuée pour définir

I'efficacité suppressive d’'un traitement par R84®1&lI'asthme.

Pour le patient asthmatique, le moment de sersaliitin et de contact avec l'allergéne
est indéterminé et imprévisible. Ainsi, nous avtesé la capacité préventive d'un traitement
par R848 introduit avant tout contact sensibilisstm l'inverse, la capacité suppressive d’'un
traitement par R848 effectué aprés I'apparitioriadpathologie. Dans la premiére condition
expéerimentale, R848 a été administré avant la ptasensibilisation des animaux a l'allergene.
Les résultats observés étaient similaires en pcésen en absence de I'agoniste TLR7
(données non publiéeses résultats démontrent que le moment du traiérast critique

pour obtenir un effet protecteur.

Pour tester la seconde condition expérimentales rauons augmenté le nombre de
stimulations dans notre protocole afin de carasénun éventuel effet suppresseur de R848.
Les résultats validant cette hypothéggtile n°6, nous avons étudié les mécanismes
responsables de cet effet thérapeutique. Nous avusexrve que l'effet suppressif induit par
R848 était accompagné d'une induction significattes Treg (en tant que cellules
CD4'CD25 ou CD4FoxP3) dans les poumons. Pour tester si cette augmemtdé Treg
était associée avec la suppression, nous avongtédéegls animaux en cellules Treg par
administration de l'anticorps anti-CD25 (PC61) dirde protocole d’asthme et avant

I'administration de R848. Les résultats observésnoontré que la déplétion en Treg corréle
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avec la perte de la suppression induite par R84#&nQaux cytokines potentiellement
impliquées, des expériences utilisant des anticompsralisant le TGIB- ou des anticorps
bloquant le récepteur de IIL-10 ont montré quetecetuppression était partiellement

dépendante du TGE€t, a un degré moindre, de I'lL-10.

En dehors de l'information concernant l'implicatotes Treg dans l'effet suppressif du
traitement de R848, les modulations des Treg obsserd’'une part dans le groupe traité par
R848 et absentes dans le groupe contrble et |léstioas des réponses asthmatiques d’autre
part dans les groupes d'animaux appauvris en Tr&iteé ou non par R848) montrent que le
groupe de souris controles (non traité par R84&hnaatiques ne présente aucune
augmentation du nombre et/ou de l'activité des Ppag contrecarrer le développement des
réponses d'asthme. La déplétion en Treg n'a pasrén#&s manifestations dans le groupe
contrdle alors que dans le groupe traité par R8é&exacerbé les réponses asthmatiques par
rapport a leur controle. Cette observation suggaeele développement des réponses d'asthme
met en jeu des processus qui inhibent le développesat les fonctions suppressives des Treg.
Cette constatation coincide avec certaines obgamgatliniques suggérant un déficit numeérique

et/ou fonctionnel des Treg chez les asthmatiquasrdssier et al., 2005; Robinson, 2009).

D'un point de vue immunologique, cette observapoanrrait focaliser notre attention
sur les interactions entre les différentes popuoeti T effectrices et T régulatrices. La
caractérisation des cellules Treg chez la soutismegns développée que celle décrite chez
I'homme et il n'y a pas encore de consensus gé&tecapour identifier ces cellules. Le traitement
par R848 induit une augmentation rapide (1 a 3jades cellules CDED25 supérieure a celle
des cellules CD#FoxP3 suggérant une augmentation d’une population esfienent "induite"

en périphérie. Le résultat concernant l'implicatida TGFf apparait cohérent avec la
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suppression compte tenu du vaste éventail de forgethssociées a cette cytokine. Chez la
souris, la population produisant de I'lL-10 (déno@enTrl) semble ne pas avoir une expression
stable et forte de CD25 et une expression encaefpible de FoxP3. Chez 'homme, il existe
une sous population de Treg naturels qui produsssentiellement de I'lL-10 et qui ont aussi
une expression faible (ou méme nulle) du marqudd25C Des cellules analogues chez la
souris n'ont pas encore décrites mais on poupaiiser sur leur existence. Dans notre étude,
l'induction de Treg n'était pas accompagnée d'ungmentation d'IL-10 mais d'une
diminution, suggérant que les Treg induits parritéament R848 ne produisent pas une
quantité significative d'IL-10. La diminution déLF10 dans le groupe traité suggére méme
une disparition des ces cellules sous l'action 8¢8REn accord avec cette hypothése, une
forte sensibilité a l'apoptose de cette sous-patpart Treg produisant de I'lL-10 a été
rapportée chez 'homme, lorsque ces cellules seeldgpent dans un environnement

inflammatoire (Ito et al., 2008).

Le protocole d'asthme, immunisation par I'OVA abgosur alun, induit une réponse
immunitaire de type Th2 et s’Taccompagne d’'un évkedtaréponses provenant des cellules
résidant dans la muqueuse bronchique telles queeliedes épithéliales, les fibroblastes et les
cellules musculaires lisses. Les cellules immur@tainnées et notamment les mastocytes et
basophiles pourraient assurer par eux-mémes langsépd'asthme avant que les réponses
immunitaires adaptatives de type Th2 soient misegplace. Ce mécanisme pourrait étre
responsable de I'asthme observé dans les protodbfekiction trés courts de type Umetsu
dans lesquels les réponses de type Th2 sont a gedoppées. L'utilisation de I'alun dans le
protocole d’asthme, bien qu'il soit parfois crigguapparait fort utile et nécessaire. En effet,
l'alun se comporte comme un adjuvant pour amplifes réponses Th2. Les cellules
résidantes des voies respiratoires et les cellmlesunologiques infiltrées ou dans les tissus

lymphoides pulmonaires interagissent via la pradactle nombreuses cytokines, dont I'lL-1,
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I'lL-6 et de cytokines et chimiokines de type pre2lcomme le TSLP, I'lL-25, I'lL-33, I'IL-3,

I'lL-4, I'lL-5, le GM-CSF, I'éotaxine, et TARC.

Historiquement, I'lL-6 a été découverte dans ldemide culture de plusieurs types de
cellules immunitaires et non immunitaires apresgiation par de I'ARN double brin. Cette
cytokine pléiotropique, qui est produite en grangigantité durant la phase aigle de
l'inflammation, est considérée comme un biomarqukutinflammation. Les données de la
littérature affirment de plus en plus le réle ddeceytokine dans le développement des cellules
Th17 et des Treg a la fais vitro etin vivo chez la souris (Bettelli et al., 2006; Veldhoemlet
2006) et chez 'nomme (Acosta-Rodriguez et al.,7200'IL-6 exerce des effets synergiques
avec le TGH3 dans l'induction des cellules Th17 chez la soiista-Rodriguez et al., 2007).
De nombreux travaux ont démontré que difféerentéskoyes peuvent participer a I'amplification
de cette réponse Th1l7 et notamment des cytokinés f@nille IL-1R telles que I'lL-1 chez

I’'hnomme et chez la souris (Lacey et al., 1993; Muaahi et al., 2008; Lust et al., 2009).
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Figure 15: Interprétation schématique des interactions cethsl@t humorales participant au développemeristhine.
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Dans notre modele expérimental d’asthme, les ateltulaires essentiels concernent
les populations de lymphocytes T effecteurs etledgurs impliquées dans I'asthme comme
les cellules Th2, Treg, NKT, Thl7, ainsi que lefubes immunitaires innées comme les
mastocytes, basophiles, éosinophiles et les cslhdigidant dans les voies respiratoires. Si le
réle initiateur du développement de I'asthme dgbat aux cytokines produites précocément
dans la muqueuse bronchique notamment I'lL-4, &llet le TSLP, I'IL-6 pourrait étre
impliquée dans le maintien ou l'exacerbation dedthologie en assumant un réle critique
dans I'équilibre des lymphocytes Th17-Treg-Th2-Ng€héma dans la figure 15)

Plusieurs arguments sont en faveur de cette idtgon: (1) Des observations
cliniques suggeérent un déficit numérique et fometed des Treg chez les patients asthmatiques
associé a une augmentation de I'lL-17 dans les gasiet le séruriVong et al., 2001b; Molet et
al., 2001b; Laan et al., 2002; Barczyk et al., B)03amessier et al., 2005; Robinson, 2009; Wong
et al.,, 2009). Cette relation a été observée exmdtialement chez la souris (Wakashin et
al.,2008; Bettelli et al.,, 2006; Zhou et al.,, 2008)}) L'induction expérimentale de la
population de Treg est associée a une diminutionr@uprotection de I'asthme : exemple de
notre étude avec l'agoniste TLR@) Dans nos étuded’asthme expérimental, nous avons
mesuré la production de cytokines et chimiokines 2 telles que I'lL-4, I'lL5, I'lL-13 et
I'éotaxine, mais aussi d’autres cytokines telles HilL-6 et I'IL-17 dans les poumons. D’'une
maniere géneérale, nous avons observé une assacfagitive entre la production accrue
d’IL-6, d'IL-17, de cytokines et chimiokines pro-dtet le développement de I'asthme ou
I'exacerbation de celui-ci. Inversement, cette pidbn de cytokines était trés faible lorsque
les réponses d’asthme étaient inhibé&kll a été décrit quel les cellules Th1l7 se dévetopp
préférentiellement sous l'effet de I'lL-6 et dé&-PI3 produites par les cellules épithéliales et

d'autres cellules résidant dans les poumons (Wakashal.,2008)(5) Dans I'étude du role
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exacerbateur des basophiles, la modulation dénirastetait associée au nombre de basophiles
présents chez I'animal. Il est intéressant de rpi&pres stimulation, cette population augmente
numeériqguement et produit non seulement de I'lL-dest’histamine, mais aussi de I'lLi® vitro

et in vivo. Nos résultats et ceux d'autres équipes ont manqiet les cellules mononuclées
humaines du sang périphérique stimulées par un ARbble-brin tel que le poly(A:U)
produisent également de I'lL-6. Ces observatioggétent que le poly(A:U), qui mime I'ARN
double-brin viral, active les cellules innées, eé dIL-6 produite dans les poumons par de
nombreuses populations comme les macrophages ailhemlles cellules dendritiques, les
cellules épithéliales et les basophiles pourraiejoun réle de pivot dans I'exacerbation de
I'asthme.(6) Nous avons évoqué le rble potentiellement régutades iNKT dans I'asthme
qui, aprés stimulation, peuvent rapidement et emdg quantité de I'lFNet/ou de I'lL-4.
Dans le cas de I'lL-33, cytokine fortement pro-Tla2production d'IFN¢ et d’'IL-4 peut avoir

un effet régulateur négatif sur le dévelopementogdisles Th17. Dans un modele de transfert,
I'implication des cellules INKT stimulées par R848t une bonne illustration de I'action
régulatrice des cellules INKT au cours du développet des réponses d'asthme, via la
production de leurs cytokines (IFNessentiellement dans notre c4%).Les résultats obtenus
dans larticle 6 ont illustré la participation dg®pulations T régulatrices dans I'effet
suppressif induit par R848 et des cytokines immégolatrices telles que le TGFet I'lL-10.
Les cellules Tregs et Th17 ont des fonctions diaament opposées, la premiere induisant
une suppression alors que la seconde favorisddrimhation (Zhou et al., 2008). Différents
travaux suggérent que les cellules Tregs pourraerntonvertir en cellules Thl7 dans des
conditions inflammatoires appropriées. A partirags observations, il serait intéressant de
tester dans notre protocole, I'effet inhibiteur B848 sur le développement et/ou la

fonctionnalité des Th17.
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Afin de confirmer les hypotheses soulevées au cdeirse travail, plusieurs perspectives sont

envisageables:

1. L'IL-33 et les cellules iINKT

2. Les

Etudier le réle des cellules iNKT aprés traitempat I'lL-33 in vivo dans le
protocole d'asthme. Pour cela, une étude compadaiveffet de I'lL-33n vivosur

les souris de type sauvage et dépourvues de selKg sera envisagée.

Dans le modéle d'exacerbation de l'asthme par lg(4t)), mesurer la
production d'lL-33 et évaluer une association awelig entre sa libération et la

pathologie.
INKT et les lymphocytes Th17 dans l'asthme

Analyser linduction et l'activation des cellulddKiT, Thl7 et des cellules T
régulatrices dans le développement expérimentagesses d'asthme dans un mode

dynamique.

3. Les Basophiles et I'asthme

Valider le rble exacerbateur des basophiles chez steiris traités par le
Poly(A:U) dans I'asthme en étudiant la patholodjiezcles souris déficientes en

basophiles.

Tester le role éventuellement initiateur des basdepldans le développement de

la maladie
Tester I'effein vivode PamCSK dans le modeéle d'asthme murin.

Etudier l'effet in vivo de Poly(A:U) sur les sourificientes en IL-4 pour
documenter le réle de I'lL-4 dans l'effet induit p@Poly(A:U) sur les souris de

type sauvage.

Tester I'effet du Poly(A:U) sur les basophiles himma
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* Poursuivre I'étude de la signalisation de l'efietRbly(A:U) sur les basophiles

murinsin vitro en l'orientant vers les molécules de la familldRNL

4. L'effet des agonistes TLR et le role des cellul€$,Nreg et Th17 dans lI'asthme.

Analyser linduction et I'activation des cellul®KiT, Th17 et T régulatrices une

fois les réponses d'asthme établies et aprestésrieant par les agonistes TLR.

 Documenter d'autres aspects sur l'effet thérapeutile R848, sur les souris
déficientes en cellules NKT ou en IRN{e maintien de l'effet a long terme; le

caractere spécifique de l'antigene; adapter leopote utilisant des allergenes

standardisés.

o Caractériser les mécanismes impliqués dans I'sffppresseur des cellules T

régulatrices dans le protocole utilisant R848.

» Caractériser les cellules T régulatrices induitassde protocole de traitement par
R848. Une étude comparative de l'inductiorvivo sur les souris immunisées et

remises en contact avec l'allergéne et sur legssmives sera envisagée.

» Etudier les mécanismes de la protection induitelipamunothérapie spécifique

chez 'homme dans le protocoles utilisant des aggnil LR comme adjuvants.
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It i well documented tha compounds from rhizomes of fiegiter officiagle, commonly called ginger, hawe
ani=inflammaiory properiies. Here, we showy that ginger can exent such funcBon s davihve, amely ina mouse
modd of ThE-medisted pmonary ifflimmasion The praparason of ginger aqueme sxiract [ fofg) wa

Aocopacd 15 iy 200 characierzad by mam specirometsy a5 an enniched fraction of s-gingzmls. intoperitonzal injections of this
P mtract bedore aireay chall=nge of ovalbumin [OVA keertized mice resulied in 2 maried derease in the
Clager X recmitment of eosinophils 10 the huings a5 astesed by ool counts in bronchoahveolarlavaze (B4 fluids and
R P histological mamination. Kesoluiion of aireay inflammation induced by Fofq was acoompanied by a
Cyinkine suppextion of the Th celldniven resporee 1o allergen in vho. This, ll-4, IL-3 and eotaxin leseds in the hings
T & well ax spevific igE fires in s=rum were diminished in gingestraated mice relsfve to thar comrmols
alter allergen samaitization and challenge. Finally, we found that|6]=gingenol, 3 major constituemt of gings,
was sufficieni fo suppress eosinoph i in cur moded of indlammasion. Thisss the first evidence that g;n'@:n:m
suppess Thi-mediated immune esponses and might the proside a possble therapeuiic application in

allergic asthma.
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1. Invtrosdud o induction al genes enmding cyokines and chemokines that are

Ginger [ar Za for Zingiber afficinake Roscoe, Tingiberaoese) hi a kg
Thistary of medical use |1.2]- A3 & distary 2upplement arherbal medicinal
praduct it widdyuged to treat preg nancy-relited nansea] 3-5) & vweel
& athers Tarrs of niuses sudh 3 mation didkness J6| Ginger had aka
been valued fof centuries far it nti-iallammtory properties Thus, in
iaditional medicine, ginger hid been used & el & wide range of
Filment including stomschiches, dierrhosk, teotheche, ginghitiz
sttt wnd sthiodic mdpirsiony dfomders |7). During the past
35 years, mamy Wibarsarkes have fenewed their intereS 1 in ginger 3 a
e tviend of cheonie inflarratory condiGond Ginger vwad found (@
inhibit arachidonic seid metabolism wa the oo yeenide nd
lipoi ygensde pathwiiyd [88] Mare recenthl, résearch in this fleld
enfered & ne