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Modeles animaux d’allergie

INRAE BIA UR1268 Equipe allergie

INSERM U1087: Institut du thorax : Equipe IlI:
vasculaire et pulmonaire

-Les mécanismes de l’allergie alimentaire
et I'asthme sévere allergique.
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Modeles animaux d’allergie

Les allergies respiratoire/alimentaire
Expérimentation animale

Asthme : OVA Vs HDM

Allergie alimentaire : Ble, ceuf, lait
Utilisation des modeéles

Modele de Marche atopique
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Les allergies

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

B dermatite
atopique
m rhinite allergique /i\\
<
e
v

D’ici 50 ans 1 personne sur
2 sera allergique

Ve #\ == Aucun traitement curatif
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Allergies alimentaires et asthme

» Allergie alimentaire : 5% de la population infantile
» 90% des allergies alimentaires chez I'enfant :

» Symptomes : la peau, l'intestin, anaphylaxie.

(Koplin et al., Current opinion in allergy, 2015; Prescott et al., WAO journal, 2013)

» Asthme : 10% de la population mondiale

» Symptomes : Uniguement respiratoire (asthme,
rhinite)

(GINA, 2016; Jarvis et al., JACI 2012)
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La réaction allergique

» Probleme majeur de santé publique
% Allergénes %
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La réaction allergique : Asthme

Viruses ’ Allergens

Airway epithelial cells #‘ ‘
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Asthme : symptome

» Inflammation de I’épithélium:

»Epaississement et irrégularité de lI'épithelium
»Depbt de mucus

» Epaississement du muscle
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Asthme : symptome

» Broncho-constriction:
Spirometre avec boucle-débit volume

L/s L/s
Avant broncho-dilatateur
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Apres broncho-dilatateurf
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Asthme : symptome

» Hypera

2 748
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ronchique et infiltrat cellulaire:
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Inflammatory
cell infiltration
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Asthme : symptome
» Hyperactivité bronchique et infiltrat cellulaire:

1 = Eosinophile 2 = Macrophage
3 = Neutrophile 4 = Lymphocyte
Magnan, in Aubier, traité de pneumologie, Flammarion 2007
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Alimentaire : symptome

» Trés variés (organe, age, aliments, dose etc...):

O

f

SYSTEME
CUTANE

urticaire, enflure,
démangeaisons,
sensation de
chaleur, rougeur

O

|

SYSTEME
RESPIRATOIRE

toux, respiration
sifflante, essoufflement,
douleur ou serrement
a la poitrine, serrement
de la gorge, difficulté

a avaler, voix rauque,
congestion nasale ou
symptomes semblables
a ceux du rhume des
foins (éternuements,
nez qui coule ou qui
pique; yeux rouges,
larmoyants ou qui
piquent)

O

|

SYSTEME

GASTRO-INTESTINAL

nausée (maux de
cceur), douleurs
ou crampes,
vomissements,
diarrhée

O

v

|

SYSTEME
CARDIOVASCU LAIRE

étourdissements/
vertige, teint pale ou
bleuté, faible pouls,

évanouissement, état

de choc, perte de
connaissance

@

I

SYSTEME
NEUROLOGIQUE

angoisse, sentiment
de « danger imminent »
(avoir I'impression
que quelque chose de
trés grave est sur le
point d’arriver), maux
de téte

AUTRES"?
crampes utérines



Allergenes : Asthme

» Acariens, pollens, animaux de compagnie

5-90 ng/m’

Ventilation
- / Airborne

(0.2 to 10 ACH)

o=

Transported
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Allergenes : Asthme

» Acariens, pollens, animaux de compagnie
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Allergenes : Alimentaire

» 14 réglementés : lait, ceuf, blé, arachide
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Expérimentation animale

» Objectifs :

» Compréhension des mécanismes impliqués dans
la pathogéneése et le développement de I'allergie

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

» Prédire allergenicité de nouveaux produits
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Expérimentation animale

» Animaux utilisés ?

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

» Autres rongeurs (rat = 99%)

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

M | ‘ Ao
| . A~
- - = - - p o ‘M S ’: ,

AR 2= INRA

wthorax ~—=" SCIENCE & IMPACT




Expérimentation animale

» Les différentes espéces
» Chien

- Modele spontané : (symptomes typiques: infiltrat,
remodelage, broncho-constriction, eczema...)

- Prélevement facile a faire

- Sensibilisation perdure méme plusieurs annee (IgE
spéecifique, histamine)

- MAIS tres chere (500 euros/chien) et peu de
produits/réactifs disponible.

/&\ = IN% Becker AB et al. J Appl Physiol 1989;66:2691—7.
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Expérimentation animale

» Les différentes espéces
» Porc

ﬁ

- Tres proche de 'homme (symptomes typiques: infiltrat,
remodelage, broncho-constriction, IgG1 classe majeur
d'anaphylaxie, poumon seul organe touche)

- Prélevement facile a faire

- MAIS peu de produits/réactifs disponible de fagon
specifique (plus que pour le chien)

/#\ __ IN?A Ricciardolo FL et al, . Curr Drug Targets. 2008
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Expérimentation animale

» Les différentes espéces
» Rat

- Petit, facilement manipulable, peu onéreux

- Sensibilisation nécessaire avec adjuvant (Alum)
- IgE classe majeur d’anaphylaxie

- Peu de réponse a I'histamine

- peu de remodelage, atteinte cutanee difficile

AN == INRA
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Expérimentation animale

» Les différentes espéces
» Autre

- Lapin: Reéaction pulmonaire, IgE, sensibilisation
néonatale

- Autres: Chevre, primates, cheval, poney...

- Chere, difficile a mettre en ceuvre

AR =22 INRA
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Expérimentation animale

Les différentes espéces
Souris -
v —

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, transgéenique, KO disponible

Génome completement séquencé, proche de I'’humain,
consanguinité

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

e

/4"\ = Tachdjian R et al, Journal of Experimental Medicine.
linstitut —== e ‘ ® (2009); J Allergy Clin Immunol. (2010).
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Modeles animaux d’allergie

> Modeles d’asthme

A== |N\RA

awthorax  “—=" g(ENCE & IMPACT &



Modele d’asthme : OVA

» OVA: Gold standard

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

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

OVA - [P Drug administration - oral

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

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

(4 ZE==
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Modele d’asthme : OVA

» Plethysmographie : Mesure de I'hyper-réactivite 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

Pressure Transducer
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Modele d’asthme : OVA

(x10%)

number of cells in BAL

» Inflammation: Infiltrat cellulaire

o A
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Modele d’asthme : OVA

» Inflammation: Cytokine
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Modele d’asthme : OVA

» Lésions tissulaires: Histologie
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Modele d’asthme : OVA

» Conclusion
» OVA n’est pas un aero allergene
» Haute doses d’allergenes necessaire
» Sensibilisation systemique
» Anatomie pulmonaire
» Pas de persistance de TAHR
> Biais Th2 Dichotomous branching Monopodial branching
A AF
EEnY

g
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Modele d’asthme : HDM

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

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

Day 35

Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 27 Day 34T Analysis
>

Percutaneous sensitization Intranasal challenge
DMSO/HDM PBS/HDM

Réponse :Peh/HR (Plethysmographie) en réponse au
challenge a la méthacholine, FlexiVent et infiltrat (BAL)

=2 INRA
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Modele d’asthme : HDM

> HDM: Fonction respiratoire

20- Plethysmography
| = -e- Control mice .
é 151 -~ HDM mice o
| £ 0. . Mesure indirecte de la
. D y x .
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Modele d’asthme : HDM

» HDM: Histologie

Control mice

- Hyperplasie des cellules
épitheliales

- Présence de cellules a mucus

- Infiltrat cellulaire
péribronchique et
périvasculaire

*%
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Modele d’asthme : HDM

» HDM: Inflammation

Control HDM Unstimula
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Modele d’asthme : Conclusion

Allergic sensitisation; IgE / Th2 :>

S ! gOvalbumin

+/- Alum adjuvant

aerosol

()
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aerosol

Repeated allergen provocation

Airway manifestations

of asthma

OVA

HDM

Mode of sensitization

1p.. s.C.

in. JA

Dose usage

10 pg. 20 pg. 50 pg. 100 pg 1000
ug

HDM extract: 25 pg. 50 pg. 100 pg
Total protein: 2.5 pg. 5 g, 10 pg. 20 pg,
40 pg, 80 pg

Adujvant Alum. B. pertussis. etc (-)
Inflammatory cell | eosinophil, Th2 cell. Thl cell. mast | neutrophil. eosmophil. Th2 cell, Thl7
types cell, dendritic cell, basophil cell, dendritic cell, basophil
Immunoglobulins total IgE. OVA-specific IgE. IgGl. | total IgE. HDM-specific IgE. IgG1

I1gG2a
Lung histology GCH GCH
AHR mcreased increased




Modeles animaux d’allergie

> Modeles Alimentaire
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Modele Alimentaire : blé

» Blé: Gluten

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

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

S1 S2 S3 C1

A__H__f [

U— v U U >
Sensibilisation i.p Challenge i.g

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

AR =22 INRA
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Modele alimentaire : ble

»Signes Cliniques :

poils hérisses, douleur abdominales, lesions histologie,
vasodilatation, chute de température.
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Modele alimentaire : ble

» Permeéabilité Intestinale in vivo

Mesure de la fluorescence
(Acide sulfonique)
Et

i, . Mesure de I'activité enzymatique
Prélévement sanguin - (HRP)

temps l

Perméabilité in vivo

250, @ Contrdles 150; .
x 200f © Gliadines o .
= 150l & 100}
o - C T
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Modele alimentaire : ble

» Perméabilité Intestinale in vitro
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Modele alimentaire : ble

» Inflammation
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Modeles animaux d’allergie

» Utilisation des modeles
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Utilisation des modeles

Vaccination

A
a a

Day 14 Day 21 Day 27 Day 34 Analysis

Day 0 Day 7
B L] L] L] ] ]
T TSensibiIisatio% T T Challenge T

Prophylactique Theérapeutique

AR =22 INRA
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Vaccination : Immunothérapie
peptidique dans I'asthme

» Allergene majeurs : Der P2 (proteine de 'acarien), reconnue
par 90% des patients allergiques.

Peptides : DerP2.1: acides aminees 1 a 53
DerP2.2: acides aminees de 54 a 129

D - "

AR == INRA
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Immunothérapie peptidique

» Modele d’asthme aux acariens
Vaccination : 2x avec Der P2.1, Der P2.2 ou les deux
(Bet V1, allergene de pollen comme control)

15t Vaccination 2nd vaccination Analysis

i L L L ¢l & If >
7 157 = Betvl
= O Derp2.1+2.2
Z & Derp2.2
£ 10- x
= O Derp2.1 * %
g 9]
)
A
—— O T T T T T T
D = Base 0 5 10 20 40

linstitut =g .
awthorax ~—= Methacholine (mg/mL) Bouchaud et al. JACI 2015



Immunothérapie peptidique

» Modele d’asthme aux acariens : infiltrat.

skookosk

6 * ns ok ok i} ok k
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% T La 0.2
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B Betvi 0.0-
B Derp2.2 I Betv1 Bl Betvl
[] Derp 2.1 ] Derp 2.2 [] Derp 2.2
[] Derp2.1+22 [] Derp2.1 [] Derp2.1
[] Derp2.1+2.2 [] Derp2.1+2.2

_— Diminution du nombre de cellules, des neutrophiles et

(4 === IN?A eosinophiles avec DerP2.1.
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Immunotherapie peptidique

O Derp2.1
4 Betvl

48 Control mice

*oksk

Resistance (3 cm H,0.s/mL)
il il sl e ol

0 5 10 15 20

Methacholine (mg/mL)

Elastance (3 cm H,0.s/mL)

O Derp2.1
& Betvl

42 Control mice

seksk

0 5 10 15 20

Methacholine (mg/mL.)

3 e -
A TR T

Diminution de la résistance (niveau de constriction) et de
I'élastance (capacité elastique).
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Immunothérapie peptidique

» Modele d’asthme aux acariens : Immunité

MCP-1 Eotaxin

% CD4" IL-17 secreting cells
L 1 [\l) 1 -Ih
% CD4" IL-4 secreting cells

-

—
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Il Betvl Il Betvl I Betv ] Il Betv 1
[] Derp2.1 | [ Derp2.1 . [ Derp 2.1 [] Derp 2.1
[ Control mice [ Control mice [ Control mice [ Control mice

Diminution des chimiokines MCP-1 (CCL2) et Eotaxine
(CCL11, éosinophiles) ainsi que des réeponses Th17 et
Th2.
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Immunothérapie peptidique

» Pour aller plus loin

& Derp mice Vac Betv 1

157 o Derp mice Vac Derp 2.1
= @ Derf mice vac Derp 2.1
S 10-
5 I

*
£ s
O
A
O T T T

basal 0 5 10 20 40
Methacholine (mg/mL)

Diminution de I'asthme induit par Derf
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Prophylaxie/ therapeutique :
Anticorps monoclonaux

I’origine des biothérapies actuelles :
Anti-IL5 : Mepolizumab, Reslizumab, Benralizumab*
Anti IL4/IL13: Dupilumab*
Anti-IL13 : Lebrikizumab*, Tralokinumab*
Anti-IgE : Omalizumab

A

I'institut :
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Prophylaxie/ thérapeutique : IL-13

Days: 1 8

» I'origine des biothérapies actuelles :

Anti-IL-13 or vehicle (LV.)

22 29 36 43 50 52 53

7 O >
OVA OVA
Sensitization Challenge
(LP.) (LN.) pay 36 Day 53
AHR measurement AHR measurement
& Sampling & Sampling
20 O Non-asthma/PBS

Total cells (X103)

s

['institut
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B Asthmal/Control IgG

Asthmal/Anti-IL-13

Mononuclear Eosinophils

cells

Neutrophils
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Prophylaxie/ thérapeutique : IgE

» lorigine des biothérapies actuelles :
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Prophylaxie/ thérapeutique : IL-17

» I'origine des biothérapies actuelles :
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Modeles animaux d’allergie

Limites : Plusieurs forme d’asthmes et modele, Co facteurs

pas ou peu pris en compte, Exposome pas ou peu pris en
compte

Primary Care Asthma Secondary Care Asthma
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Modeles animaux d’allergie

> Modele de marche atopique

InOrce Rhirete

Eczema

T YT T T T80 D020 s tsagetanien
Marche atopique : Transfert de symptomes d'origine

alimentaire (dermatite, AA) a des symptomes d’origine
respiratoires (asthme, rhinite)

A
2 3 - ‘% Y
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Marche atopique

Effet d’'une allergie alimentaire sur la survenue et le
développement de I’'asthme allergique

Mise au point d'un modele d’allergie successive mimant la
marche atopique : Recherche de biomarqueurs de
predisposition et etude des mécanismes immunologiques

A Food allergy protocol Respiratory allergy protocol
Analysis
0 14 21 27 29 36 43 50 57 63 69 72
[ 1 [ [] A f
i U J l l ¢ d — ? >Days
Sensitization Challenge Sensitization Challenge
10ug OVAi.p 20mg OVAi.g 500ug Derfp.c 250ug Der fi.n
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Marche atopique

» Fonction respiratoire

methacholine 40mg/ml
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Marche atopique

Inflammation
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Marche atopique

» Récepteur de domiciliation cellulaire
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Marche atopique

(© Jo Jo Jo o]

Vaisseaux
sanguin
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> Roéle de CCR9

)
-
-
(=]

**k%

T B All+As WT
O All+As CCRY"

-
(=]
(=)

Qi ©
(=)

n.s

N
(3]

n.s

e
total PNEo PNN LT

BAL Cell number (*10°

L'inactivation du gene CCR9 abroge I'aggravation de I'asthme

par I'allergie alimentaire.

Castan et al., Allergy 2018
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Marche atopique

> Réle de CCR9

Allergie alimentaire &~ 100 Donneur
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Le transfert de lymphocytes CD4*CCR9* issues de souris
allergiques alimentaire mime le phénotype d’aggravation de

I‘asthme par l'allergie alimentaire
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Marche atopique

» Chez ’homme
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CCRO9 pourrait représenter un cible pout stopper ou prévenir la progression de
I'allergie

Castan et al., Allergy 2018
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Conclusion

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

BUT
not 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
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