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Modeles animaux d’allergie

» Expeérimentation animale
> Modeles asthme/ alimentaire
> Utilisation des modeles
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Les allergies

» Aujourd’hui 25 a 30% de la population générale est
porteur d’'une allergie

B dermatite
atopique

® rhinite allergique
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D’ici 50 ans 1 personne sur
2 sera allergique

Aucun traitement curatif
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La reaction allergique
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La reaction allergique : Asthme
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Experimentation animale

» Objectifs :

» Compréehension des mécanismes impliques dans
la pathogéneése et le développement de I'allergie

» Elaborer et tester de nouvelles strategies de
prévention et de thérapies

» Prédire allergenicité de nouveaux produits

Qllergy .

Thera peutlcs




Experimentation animale

» Animaux utilisés ?

»Souris (représente plus que tous les autres modeles
reunis)

» Autres rongeurs (rat = 99%)

»Autres : 1% (chiens, chat, lapins, porcs...)

) ==INRA
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Experimentation animale

Les différentes especes ‘e
Souris -
P p—
Petit, facilement manipulable, peu onéreux ? ~—

Gain de temps (gestation), Sensibilisation nécessaire
avec adjuvant (Alum)

IgE classe majeur d’anaphylaxie, Beaucoup de produits
disponible
Nombreuses souche, transgénique, KO disponible

Génome completement sequence, proche de I'humain,
consanguinité

Tester des thérapies innovantes!
EX: 2 modeles de Kl (Q576R et Y709F) IL-4Rmut+Th2

/#\ Tachdjian R et al, Journal of Experimental Medicine.
i pEhiELE (2009); J Allergy Clin Immunol. (2010).
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Modeles animaux d’allergie

> Modeles d’asthme
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Modele d’asthme : OVA

> OVA: Gold standard

» OVA : induit une réponse immune avec les caractéristiques
de 'asthme humain.

» Balb/c, 6 semaines : Sensibilisation IP (2) séparée de 12
jours, Challenge Nébulisation 1% OVA pendant 30 minutes

OVA-1P Drug administration - oral

Day 0 12 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Reponse : Penh/AHR (Plethysmographie) en réponse au
challenge a la méthacholine, FlexiVent et infiltrat (BAL)

¥} INRAZ
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Modele d’asthme : OVA

» Plethysmographie : Mesure de I'hyper-réactivité bronchique




Modele d’asthme : OVA

> Plethysmographie Mesure de I’hyper-réactivité bronchique
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Modele d’asthme : OVA

» FlexiVent : Technique des oscillations forcées

Water Column

Pressure Transducer

Piston flexiVent

4 Ach, iv
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Modele d’asthme : OVA

» FlexiVent : Technique des oscillations forcées
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Modele d’asthme : OVA
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» Inflammation: Infiltrat cellulaire
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Modele d’asthme : OVA

» Inflammation: Cytokine
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Modele d’asthme : OVA

» Conclusion
» OVA n’est pas un aero allergene
» Haute doses d’allergenes nécessaire
» Sensibilisation systémique
» Anatomie pulmonaire
» Pas de persistance de 'AHR

> B|a|S Th2 Dichotomous branching Monopodial branching
<0 2

ﬂt X

/#\ Human Sheep | Mouse
Rat
I'institut Guinea-pig
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Modele d’asthme : HDM

» HDM: Plus clinique
» HDM : Extrait d’acarien (Der p et Der f): activité protease.

» Balb/c, 6 semaines, Sensibilisation pc ou in SANS adjuvant,
Challenge mtranasal

Day 35

Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 27 Day 34’[ Analysis
>

Percutaneous sensitization Intranasal challenge
DMSO/HDM PBS/HDM

Reponse : Penh/AHR (Plethysmographie) en réponse au
challenge a la méthacholine, FlexiVent et infiltrat (BAL)

¥ INRAZ
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Modele d’asthme : HDM

Control mice

B -0V mice

HDM: Inflammation
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Modele d’asthme : Conclusion

Allergic sensitisation; IgE / Th2 [0 >

S ! gOvalbumin

+/- Alum adjuvant

aerosol

A

I'institut
duthorax

aerosol

Repeated allergen provocation

Airway manifestations

of asthma

OVA

HDM

Mode of sensitization

1p.scC

1n, JA

Dose usage 10 png. 20 pg. 50 pg 100 pg 1000 | HDM extract: 23 pg. 30 pg. 100 pg
ug Total protein: 2.5 pg. 5 pg, 10 pg. 20 pg,
40 pg. 80 pg
Adujvant Alum, B. perrussis, etc (-)
Inflammatory cell | eosmophil, Th2 cell. Thl cell. mast | neutroplul. eosinophil, Th2 cell. Thl7
types cell, dendritic cell, basophil cell, dendritic cell, basophil
Immunoglobulins total IgE, OVA-specific IgE. IgGl, | total IgE. HDM-specific IgE. [gG1
IgG2a
Lung histology GCH GCH
AHE. mncreased increased




Modeles animaux d’allergie

> Modeles Alimentaire

¥ INRAZ
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Modele Alimentaire : blé

> Blé: Gluten

»induit une réponse immune avec les caractéristigues de
humain.

» Balb/c, 6 semaines : Sensibilisation |IP séparée de 12 jours,
Challenge gavage

S1 S2 S3 C1

AR H H H m

e ‘ S N | 4| 4 4 v >
* - Sensibilisation i.p Challenge i.g

Reponse : clinique (histologie, température), Immunoglobuline
(IgE, IgG1), Perméabilité intestinale, Réaction immune

¥ INRAZ
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Modele alimentaire : ble

»Signes Cliniques :

poils herisses, douleur abdominales, Iésions histologie,
vasodilatation, chute de température.
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Modele alimentaire : ble

> Permeéabilité Intestinale in vivo

‘ _ " Mesure de la fluorescence
k. (Acide sulfonique)
Et

. : Mesure de l'activité enzymatique
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Modele alimentaire : ble

I'institut
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» Permeéabilité Intestinale in vitro
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Modele alimentaire : ble
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Modeles animaux d’allergie

» Utilisation des modeles

4 == NRA
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Utilisation des modeles

Vaccination/
‘1, preventlon ‘1,

Analysis

T 1‘% T T 'T‘C“ 'T‘

Prophylactique Thérapeutique

¥ INRAYG
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Prophylaxie/ therapeutique :
Anticorps monoclonaux

» l'origine des biothéerapies actuelles :
»Anti-IL5 : Mepolizumab, Reslizumab, Benralizumab*
»Anti IL4/IL13: Dupilumab*
»Anti-IL13 : Lebrikizumab®, Tralokinumab*

»Anti-IgE : Omalizumab

¥} INRAZ
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Conclusion

Among all models, mice is the one which is
most advantageous (cost, size, easy,
reproducibility...)

BUT
nhot perfect (not spontaneous, depend on
the protocol used to induce allergy)
DATA Extrapolation has to be done
carefully

Of Mice and Not Men: Differences between Mouse and Human Immunology
Mestas et al., The Journal of Immunology 2004

*) INRAZ

duthorax Ia



Modeles animaux d’allergie

Limites : Plusieurs forme d’asthmes et modéle, Co facteurs
pas ou peu pris en compte, Exposome pas ou peu pris en

compte
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Modeles animaux d’allergie

> Modele de marche atopique

inOoeCe

Ecrema

3 30 8 % 72 8 % 10111212 15 15 Agelannten)
Marche atopique : Transfert de symptomes d’origine
alimentaire (dermatite, AA) a des symptédmes d’origine

respiratoires (asthme, rhinite)
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Article

Accepted: 10 December 2017

DOt 10.1111/20.13384

ORIGINAL ARTICLE WILEY Allergy====~ &,

Gagtrointestinal Disenses

Food allergen-sensitized CCR9" lymphocytes enhance airways
allergic inflammation in mice

L Castan'? | M.-A. Cheminant’® | L Colas®>® | S.Brouard®* | A.Magnan®® |
G. Bouchaud®
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Article
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Article

(A)
700 0 ...
(B) — praeT
ek = 6533 [JCTRL HRA MFRA
w 107 = = : 2
- | 5 w400 |
& é 300
§D SI' O QO = 20: L:“.A RER
wé 4 = Lo
d 2:_- % 00 I
CTL RA FRA @5

Total PNEo PNN LT

4 INRAZ

duthorax la science pour la vie, 'humain, la terre 35



Article

(C)
80

)

2 40

20F

IL-17 (

% %

*ex

¥ INRAZ

duthorax la

e, 'humain, la

o N & OO O

Lung
* k%
* % *

O

PN 00
lelole

- (@)

Ay ©° :
CTL RA FRA

36



Article
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Article
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Microbiote et allergie
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Le microbiote

» > microbes, éléments génomiques et leurs
interactions dans une niche écologique donnée
(m |Cr0b|0me) . Human Microbiome

Archaea

Skin microbiome

. Viruses
Bacteria

Urigenital microbiome |

B2 G0
7 o°

ol ) Parasites
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9 Le microbiote

» Le microbiote varie (composition, diversité) selon les
sites (peau, poumons, intestin....) =» originalité de
site et d’individus

» Son établissement est liee a I'hote donc fortement
influencable (antibiotique, alimentation,
environnement...)

» Retard ou altération du microbiote = risque accrue
de pathologies chroniques : allergies, obesite....

INRAZ
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9 Structure du microbiote

» 1000 especes bacteriennes/individu
» Qrgane : Structure-Fonction-Relation avec I'hote

> Bacteroidetes (20-40)

Fimnicutes

Bacteroides fragilis | 2y 2
> Firmicutes (60-80) \& \‘,’/
Staphylococcus i',' | %
Clostridium I
Lactobacillus _ _\t‘ o Y
> Actinobacteria Bacteriodeles .
Bifidobacterium 7/ NN
> Proteobacteria (<10%) | // / % N\ Actinobactena
Escherichia coli & AL\
Klebsiella pneumoniae Proreochrena

la science pour |

a vie, '’humain, la terre
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9 Fonction du microbiote

» Effet digestif : motricite, dégradation, synthese.
» Effet immunitaire : développement, maturation
» Effet barriere : résistance, perméabilite.

» Effet métabolique : sucre, lipide, fermentation

Les principales fonctions du microbiote

Synthése de vitamines

et de composés bloactifs Réle de barriére vis-a-vis de la colonisation

par des micro-organismes pathogénes
-y
- _{l

X
«

;-
.Y
~ <1

Fermentation des substrats disponibles
au niveau du cdlon

Maturation du systéme immunitaire
et de I'épithélium intestinal

y
o -
&
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W Colonisation : période crucial

» Des les premiers instants de vie et est modifiable

» Lait maternel : flore bactérienne abondante et diverse
(Lactobacillus-Bifidobacterium)

» 2 ans : microbiote stable

Facteurs prénataux : Facteurs per-partum : Facteurs post-partum : &
Placenta Mode d'accouchement Type d'allaiternent
Antibiothérapie Age gestationnel Localisation géographique
Alimentation Antibiothérapie Entourage familial
Pathologie maternelle Interactions avec I'hote
Alimentation maternelle
= Sevrage

Grossesse z

Mourrisson

)
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9 Etude du microbiote

» Culture : Vivante, aérobie (anaérobie facultative) =
Partielle (20-30%)

» Moléculaire : vivante ou morte
» Métagéenomique : 16S ou Shotgun

Amplicon sequencing Whole-Genome shotgun sequencing

! | !

GATCGATC
\)% GATCGATC
‘vﬂ» ‘/,y GATCGTTC

GATCGITC

Abundance
Abundance

Functions
Identlflcatlon of Phylogenetlc view Identification Functional
species and relative of community of variants and information

frequencies composition polymorphisms
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9 Etude du microbiote

» Shotgun : Séquencage de I'ADN total

» Mélange de plusieurs génomes
» Pas d’'a priori

» Information maximale

» GComplexité d’analyse

la science pour la vie, I'humain, la terre
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9 Etude du microbiote

» Cible : Séequencage 16S (ARN non codant avce des
régions conserveées et variables) : présent chez les
bacteries

» 1 région specifique séquencee et amplifiee
» Analyses plus rapides et facilitées
» Plusieurs méthodologies publiées

95
90
85
80
75
70
65

%Sequence identity

200 400 600 800 1000 1200 1400 bp

vl v2 V3 va V5 Vé V7 va V9

V1-V3 - o=

V3-V5 : = -

V1-VB | =
V1-V9 |

L2
t
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9 Evaluation du microbiote

» Diversite : Abondance relative
» Index : Shannon, Simpson, chao

a-diversité : intrinseque a chaque echantillon

B-diversité : comparaison des echantillons entre
eux

Chao-1 : Richesse + correction pour diversite
Shannon/simpson : Richesse + diversité

la science pour la vie, I'humain, la terre



Allergies et microbiome

Hypothese de I’hygiene (Strachan 1989) : Relation
inverse entre exposition microbienne dans la petite
enfance et le risque allergique.

Hypothése microbienne (Rook 2008) : « if an

environmental change was related to the increase of allergic (and autoimmune)
disease, it should satisfy 2 criteria: (1) it must be something that has been present
throughout the evolution of the mammalian immune system, and (2) it must be
something that has been progressively depleted from the environment of
developed countries ».

= Microbiome : toujours présent, différences
individuelle (allergiques versus non allergiques)

¥} INRAZ
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Ro6le du microbiome dans I'asthme

> Modeles precliniques

> Microbiote intestinale et asthme Herbst et al, 2011
after challenge *okk *
B C —— E
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Le microbiote joue un role protecteur dans 'asthme
allergique chez la souris.

¥ INRAZ
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Role du microbiome dans I'allergie

> Modeles precliniques
> Microbiote intestinale et allergie alimentaire  Stefka et al, 2014
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Le microbiote joue un role protecteur l'allergie
alimentaire chez la souris.
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Role du microbiome pulmonaire

> Modeles precliniques

> Microbiote pulmonaire et asthme Gollwitzer et al, 2014
d
h Resistance (cm H,0 s ' ml) 100 - 0.40 -
.E 81 o Day 3 * ko g *
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Lo 4] 2 - p= 3
£ £ 60 3
° 4 Q. =
; o 8 40 i g 0.30{ ™
o D 2 .
g 2. S S 20- §
O * & * & ok *
L—E 0 T T T T T T O | ‘_-_ 0.25 T
BL PBS 3 10 30 100 3 15 60 6 14 60
Methacholine (mg mi~") Age (d) Age (d)

Le microbiote joue un role protecteur dans 'asthme
allergique chez la souris.
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Théorie hygiéniste

» Etudes clinique
| > Amlsh et hutterltes Stein et al, 2016
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Role de I’'environnement

> Etudes clinique | Amish | Hutterites

- r - . O 0
> Amish et huttérites Stein et al, 2016 Asthma 5.2% 21.3 %
Atopy 7.2% 33.3%
A SNP Analysis of Genetic Association Endotoxin Levels in Airborne Dust
« Amish « Hutterite « Basque « French « North Italian « Russian 20,000 i P<0.001
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L’environnement riche en micro-organismes joue un

role protecteur dans l'asthme.
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Microbiote pulmonaire
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Amish and Hutterite dust treatment IN
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Microbiote pulmonaire

» Bacterie ayant une activité anti-inflammatoire

A BALB/c PBS W OVA W OVA- H OVA-
PBS -+~ OVA -=- OVA- =-=- QVA- Amish  Hutterite
5 Amish Hutterite 100+
= 204 i
E. 20
S B z L
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w P
&) ‘ : . 0‘“
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< £ %
Acetylcholine (ug/g mouse)

Les poussiere de maison Amish protegent de I'asthme
(composition, diversiteé) via un mecanismes MyD88 et Trif

ﬁft_u\t IN R A@ dependant.

duthorax la science pour la vie, 'humain, la terre 56



Allergies et microbiome

Une maladie complexe et multi factoriel
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Microbiote intestinale

» Etudes cliniques
> Asthme et microbiote Arrieta et al, 2015 - Stiemsma et al, 2016
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Microbiote intestinale

» Etudes cliniques
> Asthme et microbiote Arrieta et al, 2015 - Stiemsma et al, 2016

BAL counts E  BAL total cell differential

% B Eosinophils
' ' Bl Neutrophils
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Le microbiote infantile favorise 'asthme chez la souris et
FLVR réduit 'asthme
/‘#\ Role de ce consortium dans la pathogénese.
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Utiliser le microbiote

> De’_velopp_ement ~ d'approche clinique
(diagnostique, preventif, thérapeutique) basée
sur le microbiome dans l'allergie.
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Utiliser le microbiote

» Etudes cliniques
> Asthme et microbiote Arrieta et al, 2015 and Stiemsma et al, 2016

Odds of asthma based on L/IC ratio
L/C ratio at three-months L/C ratio at one-year 164 &
R « Q
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Le microbiote de I'enfant est predictif de la survenue de
I'asthme

4 INRAZ 61

duthorax la science pour la vie, 'humain, la terre



Article

ARTICLES

natware,,
medicine

Gut microbiota metabolism of dietary fiber influences
allergic airway disease and hematopoiesis

Aurélien Trompette!, Eva S Gollwitzer!, Koshika Yadava!, Anke K Sichelstiel!, Norbert Sprenger?,
Catherine Ngom-Bru?, Carine Blanchard?, Tobias Junt?, Laurent P Nicod!, Nicola L Harris* & Benjamin ] Marsland!
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Article

d

Control diet (4% fiber) Low-fiber diet (<0.3% fiber)
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