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Résumé

Les modeles animaux doivent, de maniere idéale, refléter tout ou la majorité des caractéristiques de la maladie observée chez I’homme. Il est
ainsi clair que les modeles animaux doivent étre continuellement redéfinis en fonction de 1’avancée des connaissances en physiopathologie :
découverte de nouveaux facteurs, cytokines, récepteurs, phénotypes cellulaires. Le développement et I’ utilisation des modeles animaux sont au
premier plan de la découverte et de la validation de nouvelles cibles thérapeutiques. Ils servent aussi a la découverte de nouvelles molécules
thérapeutiques (« drug discovery ») et a I’amélioration du diagnostic clinique de la maladie par la proposition de biomarqueurs permettant le suivi
de 1I’évolution, de la progression de la maladie et/ou le suivi thérapeutique. L’objectif général de cette revue est d’initier le lecteur a 1’apport des
modeles animaux a la découverte des nouvelles cibles thérapeutiques dans la maladie asthmatique, et a une prise de conscience des avantages et des
limites des modeles animaux disponibles aujourd’hui. Cet objectif est illustré par 1’exemple du role des cellules T et des cellules dendritiques (CDs)
dans la maladie asthmatique.
© 2007 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Animal models ideally reflect the majority of the features observed in the human disease. Animal models therefore have to be continuously
redefined in function of new findings in pathophysiology: new factors, cytokines, receptors, cell phenotypes. The development and use of animal
models are in the forefront of the discovery, and validation of new therapeutic targets. They also serve the drug discovery process, as well as
improving the diagnosis of diseases by proposing biomarkers useful for follow-up of the progression of a disease, and/or of the efficacy of
treatment. The general objective of this review is to initiate the reader to the use of animal models in the investigation of new therapeutic targets for
asthma, and to take into consideration advantages and limits of the models currently available. This objective will be illustrated using the role of T
cells and dendritic cells in asthma as an example.
© 2007 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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1. Généralités sur les modeles d’étude

En pratique, les études in vitro et ex vivo permettent de
répondre a des questions spécifiques et focalisées, et de donner
des réponses rapides sur le role d’une cible spécifique. Ils ne
sont pas treés dispendieux et limitent le nombre de variable pour
une interprétation plus facile des résultats. Cependant, ces
modeles doivent étre associés a des €tudes réalisées chez
I’animal in vivo, une étape essentielle dans le cas de maladies
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complexes comme 1’asthme. Les modeles in vivo permettent
d’approcher les mécanismes physiopathologiques, de mettre en
évidence de nouveaux facteurs et de nouveaux mécanismes. Ils
sont les seuls dans le processus de développement du
médicament a apporter des informations sur 1’absorption, la
distribution, le métabolisme et 1’élimination, ainsi que sur la
toxicité potentielle des candidats médicaments.

2. Modéeles animaux d’asthme

En ce qui concerne les maladies inflammatoires des voies
aériennes, 1’asthme fait I’objet de nombreux modeles animaux
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développés dans de nombreuses especes animales. Cependant,
les modeéles murins d’asthme ont permis 1’étude détaillée des
mécanismes, en particulier du réle des lymphocytes T et des
cellules dendritiques (CDs), grice a la connaissance de
I’immunologie de la souris et aux techniques d’ingénierie
génétique pour la génération de souris génétiquement
modifiées.

Le modele d’asthme est classiquement obtenu par sensibi-
lisation a un allergéne (ovalbumine ou OVA) en présence d’un
adjuvant, le plus souvent I’hydroxyde d’aluminium AI(OH)3,
suivi d’une ou de plusieurs provocations allergéniques par voies
nasale (instillation) ou aérienne (aérosol). L’ ovalbumine est par
elle méme une protéine antigénique inerte non reconnue par le
systétme immunitaire. La co-administration d’hydroxyde
d’aluminium comme adjuvant permet d’orienter la réponse
immunitaire vers le systtme Th2. Ce traitement induit, en
fonction des modeles, de nombreux signes caractéristiques de
la maladie asthmatique, incluant I’infiltrat d’€osinophiles, le
remodelage de la paroi bronchique et une hyperréactivité
bronchique (HRB) aux agents pharmacologiques bronchocons-
tricteurs comme la métacholine.

Divers types d’asthme peuvent étre obtenus en fonction des
protocoles utilisés. Les symptomes d’asthme aigu sont obtenus
par injection intrapéritonéale d’ovalbumine en présence
d’Al(OH)z, deux ou trois fois a une semaine d’intervalle,
suivi de deux a quatre provocations par administration
intranasale ou par aérosol d’OVA [1,2]. Des modeles d’asthme
chronique ont également ét¢ mis au point : les provocations
allergéniques sont réalisées pendant plusieurs semaines [1].
Ceci donne le temps au développement d’un remodelage des
voies aériennes, qui est une caractéristique de 1’asthme chez
I’homme, et n’est pas présent dans les modeles aigus.

Inversement, un modele d’asthme 1éger peut €tre obtenu par
sensibilisation a 1’aide d’administrations systémiques fré-
quentes d’allergéne en absence d’adjuvant (une injection par
jour pendant sept jours) suivie de nombreuses provocations
allergéniques des voies aériennes [2]. Les modeles utilisant la
voie inhalatoire pour 1’administration de 1’allergene ont été
difficiles a développer, en particulier avec 1’ovalbumine qui est
peu immunogene par elle-méme. L’administration d’OVA par
voie inhalée est utilisée aussi comme modele de tolérance [3,4].
En absence d’autre stimulus inflammatoire, les CDs qui captent
ces antigénes n’expriment pas les molécules co-stimulatrices et
induisent ainsi une réponse T caractérisée par une division
cellulaire mais peu de différenciation en cellules effectrices
[5,6]. Des modeles par inhalation plus « réalistes » ont été
développés a I’aide de pneumallergenes (allergenes de blatte ou
de pollen) combinés a des constituants bactériens ou présentant
une activité protéolytique comme Der p 1 de Dermatopha-
goides pteronyssinus (cystéine protéinase) ou Aspergillus
fumigatus [7,8]. Parallelement, des modeles de tolérance ont
été développés comme équivalents murins d’immunothérapie
réalisée chez I’homme par administration de fortes doses
d’allergéne a une souris ainsi rendue résistante aux provoca-
tions allergéniques ultérieures [9].

Les mécanismes sous-jacents et leur comparabilité a la
maladie asthmatique chez I’homme ne sont pas élucidés.

Cependant, ces modéles animaux ont récemment permis la
découverte des mécanismes, tels que le role des lymphocytes T
et de leurs phénotypes TReg et Th17, ou des CDs, comme
nouvelles cibles thérapeutiques.

2.1. Exemples de modéles pour I’étude des lymphocytes T

Les lymphocytes T helper de type 2 (Th2) ont été considérés
pendant de nombreuses années comme les cellules effectrices
les plus importantes de la maladie asthmatique, cela du fait de
leur présence dans la bronche du patient asthmatique. Ces
études montrent les phénomenes intervenant lorsque la maladie
est installée, les données présentant une résultante entre les
agents causaux et les processus de réparation tissulaire déja
mises en ceuvre dans les voies aériennes. Les modeles animaux
permettront de disséquer en détail les mécanismes de la
survenue et de la progression de la maladie. Ainsi récemment,
de nouveaux phénotypes de cellules T ont été décrits, les
lymphocytes T régulateurs, Treg.

2.1.1. Paradigme Thl/Th2

Dans un modele murin d’asthme utilisant une sensibilisation
a I’aide d’hématies de mouton chez la souris A/J, la déplétion
en cellules CD4™ avant le challenge allergénique empéchait le
développement d’une HRB ainsi que de I’infiltrat d’€osino-
philes [10]. D’autres études ont confirmé ce role essentiel des
lymphocytes T. Le blocage des cytokines Th2 IL—4, IL-5 et IL—
13 par technique immunologique ou génétique diminue
I’inflammation des voies aériennes, 1’hypersécrétion de mucus
ainsi que I’HRB dans les modeles d’asthme ([11,12], pour
revue : 2). De plus, une implication des cellules Th2 et
I’induction d’une inflammation et d’une hyperréactivité des
voies aériennes a été démontrée dans des expériences de
transfert adoptif. Le transfert de cellules Th2 dérivées de souris
transgéniques DO11.10, souris qui ne possédent que des
cellules T exprimant un TCR spécifique de I’OVA, est
responsable de manifestations d’asthme chez la souris Balb/c
apres provocation allergénique a I’OVA [13]. Inversement, les
souris n’exprimant pas le facteur de transcription T-bet, un
facteur essentiel a la différentiation des Thl, développent un
asthme spontanément [14]. Tout cela est en accord avec la
théorie en vogue dans les années 1990, d’une balance Th1/Th2
dans le développement de 1’asthme.

Cependant, d’autres expériences montrent que tout n’est
pas aussi tranché. Le transfert adoptif de cellules Thl
spécifiques de I’ovalbumine (souris DO11.10) ne diminue
pas I’inflammation des voies aériennes Th2-dépendante, mais
induit au contraire une inflammation non-éosinophilique lors
de la provocation antigénique, et potentialise 1I’inflammation
€osinophilique [15]. Parallelement, le blocage de I’IFNvy, une
cytokine Thl, diminue I’HRB et linfiltrat de cellules
inflammatoires -mais pas des éosinophiles- dans la bronche
dans les modeles aigus et sub-chroniques a 1’ovalbumine
[16,17]. Ainsi, bien que les cellules Th2 soient les forces vives
de ’inflammation et de HRB dans 1’asthme expérimental, il
semble que les cellules Thl agissent en synergie pour une
réponse allergique compléte.
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2.1.2. Cellules T régulatrices (TReg)

Des expériences plus récentes ont permis la mise en
évidence de mécanismes nouveaux dans le schéma trop
simpliste du paradigme Th1/Th2. Les cellules T régulatrices
naturelles (nTreg) sont des cellules CD4" exprimant les
récepteurs de I'l[L-2 CD25" 4 leur membrane et le facteur
de transcription Foxp3. Ces cellules Treg sont capables de
moduler I’asthme par régulation négative des réponses Th2 par
contact cellulaire ; d’autres cellules Treg atypiques (aTreg)
diminuent ces mémes réactions par induction de 1’expression
d’IL-10 et/ou de TGFB par les cellules T effectrices. Les
cellules nTreg diminuent 1’asthme Th2-dépendant. Le transfert
de cellules CD4*CD25" nTreg issues de souris DO11.10 induit
une diminution de I’infiltrat éosinophile, de ’HRB et de la
production de cytokines Th2 lors de la provocation allergé-
nique. Le mécanisme est dépendant de la production d’IL-10,
car aucun effet n’est obtenu lorsque les cellules transférées sont
issues de souris DO11.10 dont le gene de I'TL~10 a été invalidé
(IL-107) [18]. De plus, les cellules nTreg exprimant Foxp3
générées lors d’une infection helminthique a H. Polygorus sont
capables de supprimer I’inflammation allergique Th2 dans deux
modeles d’asthme, induits par OVA chez la souris Balb/c ou par
Der pl chez la souris C57/B16 [19]. Cet effet protecteur a été
transféré a des animaux non infectés par transfert adoptif de
cellules Foxp3* CD4*CD25%, ainsi que par transfert de cellules
CD4" de souris IL-107" [19].

2.1.3. Cellules THI7

A c6té de ces Treg, ont été découvertes plus récemment, des
cellules T exprimant I'IL-17, qui est une cytokine pro-
inflammatoire dont les taux sont augmentés dans 1’asthme,
appelées THI17. Un modele d’asthme chez la souris
DO11.10 IL-177" montre une diminution de ’'HRB [9]. Peu
de choses sont connues actuellement sur les cellules TH17 : on
sait qu’elles sont liées a I'IL-23 qui semble avoir une
importance par promotion de 1I’expansion des cellules Th17. La
différentiation cellulaire vers une production d’IL-17 est
augmentée par 1’association IL-6 + TGFB. TGFB seul induit
quant a lui une différenciation vers un phénotype Foxp3™ Treg.
Ces cellules Th17 au contraire des Treg ayant une action
suppressive promeuvent la prolifération des cellules T CD4*
CD25™ [20]. Ceci a donné lieu a I’hypothése d’une balance
Th17/Treg, sur le méme schéma que la balance Th1/Th2.

2.14. Cellules T Natural Killer [NKT)

Les cellules NKT ont fait 1’objet récemment d’une attention
soutenue suite a la publication par Akbari et al [21] de la
présence de 60 % des cellules T de phénotype NKT dans le
lavage bronchoalvéolaire chez le patient atteint d’asthme
persistant modéré a sévere. Les cellules NKT co-expriment les
antigénes membranaires NK1.1 et TCR reconnaissant les
molécules MHC-1-like telles CD1d. Bien que ces études
méritent encore confirmation chez 1’homme, elles corroborent
les études rapportées antérieurement chez la souris déficiente
en cellules NKT (Jal87/) avec une diminution de I’HRB, de
I’éosinophilie bronchique et de la production de cytokines
IL-4, IL-5, IL-13 lors de provocation allergénique. Ces

manifestations d’asthme étaient restaurées par simple transfert
adoptif de cellules NKT de souris sauvage [22]. Par ailleurs,
I’activation des cellules NKT par le ligand de CDId, I'a-
galactosylcéramide, est suffisant pour induire une HRB, une
€osinophilie bronchique et une production d’IgE dans un
modele IL—4 et IL-13-dépendant [23].

2.1.5. Lymphocytes CD8

Finalement, il semble aussi maintenant que les cellules
CD8* semblent avoir un role dans I’asthme. Des études utilisant
un modele d’asthme a I’allergéne de blatte montre que la
déplétion en CD8" chez la souris sensibilisée atténue I’HRB,
I’éosinophilie bronchique et la production de cytokines Th2.
Ces cellules CD8" issues de souris sensibilisées induisent une
HRB dépendante de la production d’IL-4 et IL-13 apres
transfert chez la souris naive, avec une synergie lors du transfert
CD4" et CD8" [24]. Ainsi, ces données montrent le role aussi
bien des cellules CD4" que CD8" pour une réponse allergique
totale des voies aériennes chez la souris.

2.2. Exemples de modeles pour I’étude des CDs

Les CDs jouent un role essentiel dans le “priming” et la
différenciation des cellules T CD4" naives vers un phénotype
Th2 en réaction aux aéro-allergénes. Le role pivot de ces
cellules a ét€ montré récemment dans la phase d’initiation de
I’asthme et de la rhinite allergique dans des modéles murins [4].
L’administration de protéine antigénique telle que 1’ovalbu-
mine par inhalation est responsable de tolérance et de la
formation de cellules Treg spécifiques de 1’allergéne avec
diminution de l’inflammation [3,4]. Des études récentes
mettent en exergue ’importance des sous-types de CDs dans
le contrdle de la tolérance respiratoire aux antigeénes inhalés
(pour revue, [25]).

2.2.1. Cellules dendritiques plasmacytoides (pCD) et
myéloides (mCD)

Les cellules pCD et mCD captent I’antigene inhalé dans le
ganglion lymphatique médiastinal dans les 24 heures suivant
I’inhalation [6,26]. La capture de l’antigéne par les CDs
survient en périphérie de 1’épithélium bronchique, et apres
internalisation de 1’antigene, les cellules migrent vers les
ganglions médiastinaux [27].

La fonction prédominante des pCDs semble étre la
régulation de la fonction des mCDs. En absence de cellules
pCDs, déplétées du poumon grace a un anticorps (120G8 ou
Ly6C/G), I’inhalation d’OVA induit en absence compléte
d’alum une forte réponse primaire Th2 sous I’influence des
mCDs. Les souris développent alors de 1’asthme [6]. Les
mécanismes de tolérance sous la dépendance des pCDs ne sont
pas compris actuellement. Cependant, les pCDs pourraient
jouer un role régulateur de la fonction des mCDs par
I’intermédiaire d’enzymes ou de protéines sécrétées, ou induire
la formation ou I’expansion des cellules Treg [6]. Un concept
émergent consiste en une balance entre les deux types de
cellules présentatrices d’antigéne, mCDs et pCDs, pour le
développement d’une tolérance ou d’une réponse immune [26].
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2.2.2. CDs inductrices de cellules Th2

Les cellules mCDs purifiées du poumon apres exposition a
I’ovalbumine in vivo sont capables d’induire in vitro
I’expansion des cellules T spécifiques de 1’antigene [4,6].
Ces CDs respiratoires induisent préférentiellement des
réponses Th2 [28,29]. Des réponses Th2 peuvent aussi étre
obtenues grace a de faibles quantités d’endotoxines présentes
dans I’ovalbumine commerciale, permettant une activation des
CDs par I'intermédiaire de TLR4 et MyD88 sans production
d’IL-12, et une sensibilisation Th2-dépendante en absence
d’AL(OH); [30]. De plus fortes doses d’endotoxines induisent
quant a elles la production d’IL-12 et d’une immunité Thl et
une inflammation neutrophile par les cellules mCDs [31].

Des études récentes utilisant des modeles de sensibilisation
par voie inhalée indiquent aussi que les CDs sont un point de
controle focal pour la suppression de 1’inflammation des voies
aériennes. Les cellules nTReg CD4*CD25" ont en effet la
capacité de supprimer la maturation locale des CDs d’une fagon
TGFB-dépendante, ce qui pourrait étre une des voies d’action
anti-inflammatoire des cellules TReg [32,33]. Cependant,
comment et dans quelles conditions les lymphocytes T
régulateurs régulent la fonction des CDs et/ou la balance
pCD/mCD ne sont pas connus actuellement. Les modeles
présentés ci-dessus seront utiles dans I’avenir pour répondre a
ces questions.

3. Conclusion

Cette revue présente les modeles animaux ayant permis
I’étude du rdle des cellules T et des CDs dans la maladie
asthmatique. Les questions en suspens sont la cohérence des
résultats obtenus dans ces modeles avec la situation clinique.
Les limites de chacun des modeles doivent étre connues,
acceptées et discutées ouvertement ; la pertinence des résultats
obtenus dans ces modeles pourra ainsi étre questionnée et
interprétée sereinement dans la maladie humaine.
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