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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 : Blé, ceuf, lait

» Utilisation des modeles

» Modele de Marche atopique
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Les allergies

» Aujourd’hui 25 a 30% de la population générale est

porteur d’une allergie
&
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D’ici 50 ans 1 personne sur
2 sera allergique

m dermatite
atopique

m rhinite allergique
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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, I'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 réeaction allergique

» Probleme majeur de santé publique

W -, Allergenes

Epithélium%— U”""YU""“U""?IU""“UM“
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La reaction allergique : Asthme

Airway epithelial cells

_# Viruses o Allergens
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Asthme : symptome

» Inflammation de I’épithélium:

»Epaississement et irrégularité de I'épithelium
»Dépobt de mucus

» Epalississement
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Asthme : symptome

» Broncho-constriction:
Spirometre avec boucle-débit volume

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

THa iy

» Hyperactivite bronchique et infiltrat cellulaire:

o

Increased
mucus production

Epithelial cell
hyperplasia

Inflammatory

- . Mastcells  IgE-produci Dendritic
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Asthme : symptome
» Hyperactivité bronchique et infiltrat cellulaire:

1 = Eosinophile
3 = Neutrophile

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

» Tres varies (organe, age, aliments, dose etc...) :
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SYSTEME SYSTEME SYSTEME SYSTEME SYSTEME
CUTANE RESPIRATOIRE GASTRO-INTESTINAL CARDIOVASCULAIRE MEUROLOGIQUE
urticaire, enflure, toux, respiration nausée (maux de etourdissements/ angoisse, sentiment
démangeaisons, sifflante, essoufflement, ceeur), douleurs vertige, teint pile ou de « danger imminent »
sensation de douleur ou serrement ou crampes, bleute, faible pouls, (avoir I'impression
chaleur, rougeur a la poitrine, serrement vomissements, evanouissement, état que quelque chose de
de la gorge, difficulté diarrhée de choc, perte de trés grave est sur le
a avaler, voix rauque, connaissance point d'arriver), maux
congestion nasale ou de téte
symptomes semblables _
a ceux du rhume des AUTRES"?
foins (éternuements, crampes utérines

nez qui coule ou qui
pique; yeux rouges,
larmoyants ou qui
piquent)



Allergenes : Asthme

» Acariens, pollens, animaux de compagnie

5-90 ng/m* Ventilation
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Airborne (0.2 to 10 ACH)

Transported
on Clothing
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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 :

» Compréehension des meécanismes impliqués dans
la pathogénese et le développement de I'allergie

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

» Prédire allergenicité de nouveaux produits

llergy
Thera peutlcs

2MET IBrgy |reatment
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Expérimentation animale
» Animaux utilisés ?

reunis)

»Souris (représente plus que tous les autres modeles

» Autres rongeurs (rat = 99%)

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

@ £ & L
aN—

Minstitut —=—=
duthorax

==INRA

- (... ;"
SCIENCE & IMPACT



Expérimentation animale

» Les différentes especes
» Chien

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

- Prélevement facile a faire

- Sensibilisation perdure méme plusieurs année (IgE
specifique, histamine)

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

Il
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Expérimentation animale

» Les différentes especes
» Porc

- Tres proche de 'nomme (symptdmes typiques: infiltrat,
remodelage, broncho-constriction, IgGl classe majeur
d’anaphylaxie, poumon seul organe touché)

- Prélevement facile a faire

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

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

» Les différentes especes
» 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

4 == |NRA
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Expérimentation animale
» Les différentes especes

» Autre
- Lapin: Réaction pulmonaire, IgE, sensibilisation
néonatale
- Autres: Chevre, primates, cheval, poney...

Chere, difficile a mettre en ceuvre
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Expérimentation animale

» Les différentes especes
» Souris -
P il -
- Petit, facilement manipulable, peu onéreux ? ~—

- Gain de temps (gestation), Sensibilisation necessaire
avec adjuvant (Alum)

- IgE classe majeur d'anaphylaxie, Beaucoup de produits
disponible

- Nombreuses souche, transgénique, KO disponible

- Genome completement séquence, proche de I'humain,
consanguinité

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

/ #’ \ _:E: \|¢ A\ Tachdjian R et al, Journal of Experimental Medicine.
linstitut "—=== oM % (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 reponse immune avec les caracteristiques
de 'asthme humain.

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

OVA-IP Drug administration - oral

Day 0 12 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3

Réponse : Penh/AHR (Plethysmographie) en réponse au
challenge a la methacholine, FlexiVent et infiltrat (BAL)
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Modele d’asthme : OVA

» Plethysmographie : Mesure de I'hyper-reactivité bronchique
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Modele d’asthme : OVA

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

» FlexiVent : Technique des oscillations forcees

Water Column

Pressure Transducer

Piston flexiVent
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Modele d’asthme : OVA

{ #1601

number of cells in BAL
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» Inflammation: Infiltrat cellulaire

Focalisation
Hydrodynamique

Liquude de [a

— Coritrol o

. VA Eroap

L5




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 nécessaire
» Sensibilisation systemique
» Anatomie pulmonaire

S
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» Pas de persistance de 'AHR
a> R
/#\ :“Egi IMA Human Sheep | Mouse
_ _E== Rat
I'institut === Guinea-pig

> B|a|S Th2 Dichotomous branching Monopodial branching
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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

/ : "- ) \ , 2; Day 35
R0 Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 27 Day 341 Analysis
I I i t 1 1 >
Percutaneous sensitization Intranasal challenge
DMSO/HDM PBS/HDM

\ ' \ 2 e {
A 4 - Al N
4 4 *F o}
4 b — — A
R, iy . &
. - -

Réponse ; Ph/AHR (Plethysmographie) en réponse au
challenge a la méthacholine, FlexiVent et infiltrat (BAL)
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Modele d’asthme : HDM

» HDM: Fonction respiratoire

20- Plethysmography
T -e- Control mice s
§ 151 - HDM mice
£ L0- A Mesure indirecte de la
. O ;. .
Q * I } résistance des voies
. &C’ 51 " aériennes par le temps
0 — | de pause.

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

20- Flexivent®

-0~ Control mice

~®- HDMmice . Mesure directe de la

} résistances des voies

,aeériennes reflétant la
broncho-constriction.

Resistance (increased fold)
|_\
?

Methacholine (mg/mL)



Modele d’asthme : HDM

» HDM: Histologie

Control mice B HDM mice

- Hyperplasie des cellules
épithéliales

Svd

- Présence de cellules a mucus

- Infiltrat cellulaire

I
m , - ]
0 péribronchique et
périvasculaire
0.357 - o _
w 2 0.304 - Epaississement de la paroi
g & 0.25 bronchique
g = 0.201
&£ 0.151
= 2 0.101 .
20 g0s] —— - Augmentation des IgE
O VY-YY7 ; epe
0.00 specifique

control mice HDM mice



Modele d’asthme : HDM

» HDM: Inflammation
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Modele d’asthme : Conclusion

Allergic sensitisation; IgE / Th2 :> Repeated allergen provocation

S =§Ovalbumin 2 _=

+/- Alum adjuvant =<
aerosol

-
-~ -_ . . .
== HDOM Airway manifestations
-~
| of asthma
aeroso
OVA HDM
Mode of sensitization 1p., S.C. in. JA
Dose usage 10 pg. 20 pg, 50 pg, 100 pg, 1000 | HDM extract: 25 pg, 30 pg. 100 pg
ug Total protein: 2.5 pg. 5 ug, 10 pg. 20 pg,
40 pg, 80 pg
Adujvant Alum. B. pertussis, etc (-]

()
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Inflammatory cell | eosinophil, Th2 cell, Thl cell, mast

neutrophil, eosinophil, Th2 cell, Thl7

types cell, dendritic cell. basophil cell, dendritic cell. basophil

Immunoglobulins total IgE. OVA-specific IgE. IeGl. | total IgE. HDM-specific IgE. IsGl
IeG2a

Lung histology GCH GCH

AHR mcreased increased




Modeles animaux d’allergie

» Modeles Alimentaire
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Modele Alimentaire : blé

» Blé: Gluten
de 'asthme humain.

Challenge gavage

» OVA : induit une réponse immune avec les caractéristiques
» Balb/c, 6 semaines : Sensibilisation IP séparée de 12 jours,

S1 S2 S3 C1
A A [
4] 4] 4| 4
Sensibilisation i.p
Réponse :

>
Challenge i.g

clinigue (histologie, température), Immunoglobuline
(IgE, 1gG1), Perméabilité intestinale, Réaction immune
ﬁgiut ==—=
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Modele alimentaire : blé

»Signes Cliniques :

poils héerissés, douleur abdominales, lésions histologie,
vasodilatation, chute de température.
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Modele alimentaire : blé

» Permeéabilité Intestinale in vivo

HRP flux
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Mesure de la fluorescence
(Acide sulfonique)
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Mesure de 'activité enzymatique
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Modele alimentaire : blé

» Perméabilité Intestinale in vitro
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Modele alimentaire : blé

» 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 O Day 7
[ ] ] ] ] ]
T TSensibilisatio% T T Challenge T

Prophylactique Thérapeutique
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Vaccination : Immunothérapie

peptidique dans I'asthme

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

DerP2.1: acides aminées 1 a 53

DerP2.2: acides aminées de 54 a 129
D ;
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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)

15 Vaccination 274 vaccination Analysis
D -10 D20 D35
¢ ]). 0 ]).7 D.l 4 ¢D.2 1 D.2 7 D!') 4¢ g
Sensitization Challenge
7 157 = Betvl
= O Derp2.1+2.2
7p}
< @ Derp2.2
£ 10- p t,
= O Derp 2.1 %
; |
=B
L
a¥
— O T T T T T T
> === Base 0 5 10 20 40

l'institut == .
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Immunothérapie peptidique

> Modele d’asthme aux acariens : infiltrat.

%k sk sk

61 =+ s 2.0- —**:* 1.04 =
'S " "
% 4 L 2 1.5 e = 08 *
= . — 0.6
9 = T &8 V.07
= < 1.0- = T
< 2] T O g 0.4
M ‘g = ns
O 0.5 - 8 0.2-
0- Z. M
B Betv 1 0.0- 0.0- —
B Derp2.2 Il Betvi Il Betvl
[] Derp2.1 Bl Derp2.2 B Derp22
] Derp 2.1+2.2 I:l Derp 2.1 EI DCI’p 2.1
[] Derp2.1+2.2 Derp2.1+2.2

__ Diminution du nombre de cellules, des neutrophiles et

(4 === INQA eosinophiles avec DerP2.1.
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Immunothérapie peptidique

» Modele d’asthme aux acariens : PhyS|oIog|e

E\_ 1 o Derp 2.1 é o O Derp2.1

©, 1 = Betvl C 3] ® Betvl

T 44 & Control mice * =) & Control mice %

£ ¥ g *

z 9 S 21

& )

S 3

= 14

$ C L T T L] L] e O Ll L] L] L] L]

~ 0 5 10 15 20 . 0 5 10 15 20
Methacholine (mg/mlL.) Methacholine (mg/mL)

e

~ ; % 7 ‘ -V
e SR .mhmmﬁ‘..*&‘

Diminution de la résistance (niveau de constriction) et de
B 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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e
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ksk
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Ln
)

1000
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i
o
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BAL cytokine ng.mL"!
BAL cytokine ng.mL"!
o
S

S = D W Bs U N
1 1 1 1 1 1 1

0 0
W Betvl Il Betvl I Betv 1 Il Betv 1
[ Derp2.1 | [ Derp2.1 | [ Derp 2.1 [] Derp 2.1
E Control mice E Control mice [ Control mice [ Control mice

Diminution des chimiokines MCP-1 (CCL2) et Eotaxine
(CCL11, eosinophiles) ainsi que des reponses Th1l7 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 101
£ o[
*
£ s
[P
A
O T T T

basal 0 5 10 20 40
Methacholine (mg/mlL.)

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

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

»Anti-lgE : Omalizumab

duthorax ' SCIENCE & IMPACT ’
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Prophylaxie/ thérapeutique : IL-13

Days: 1 8

» I'origine des biothérapies actuelles :

Anti-IL-13 or vehicle (L.V.)

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 4 O Non-asthma/PBS

Total cells (X103)

()
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Bl Asthma/Control IgG

Asthma/Anti-IL-13

Eosinophils
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40
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2000

OVA specific IgE

1000

Arbitray Unit

Yang et al, JPET 2005 and cytokine 2004.

— Non-asthma/PBS

I Asthma/Control IgG
Asthma/Anti-IL-13
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Prophylaxie/ thérapeutique : IgE

» I’origine des biothérapies actuelles :

OE-1 (IgE mAb)
Y # g 3 Y 8 (Days)
lFi) ] 1 ] 7[ ] 4 A 8o,
- NS-C
t 2 1; 3 (Time of 7.0¢ gs_c
OVA challenge m— 6.0} ﬁ -
- O OE-1(4)
D) (b) (c) § 5.0} X [@ OE-1(20)
B | [ OE-1(100)
® .
&
=)
E *
g

2= INRA

awthorax ~—=" cCIENCE & IMPACT Mizutani et al, Immunol Letter 2011. 53



Prophylaxie/ thérapeutique : IL-17

BAL cells x 10°

A -

[mstiut =

2.5

2.0
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» I’origine des biothérapies actuelles :

*

Neu

INRA
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Modeles animaux d’allergie

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

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

Discordant Wonitoring inflammation ErlmacyCare Ssting Seceudary Care Astiuia
S : allows down-titration of
)mptﬂms corticosteroids. e —_———
- - 2 N
.-~ Concordant »
EARLY SYMPTOM il Di
PREDOMINANT L e i
EB;L}’ Dns‘lﬂh?‘r[pic- & Symptom-based approach to
-~
" High L o) P g therapy titration may be /
igh symptom expression. iy s - 7
- sufficient. )
# /
-~ = y
OBESE Ea 7
NON-EOSINOPHILIC i ol
Later onset, female preponderance. i 7
High symptom expression, P 3 ’
Symptoms g Y o "
ymp , DL
’ QO Q‘ o s
- < N\ W s
’ Q\) P.% o ’
. LT TR s
7 < Q\ o s ’
L4 "0 \0‘“5 (\c‘“ s
’ ) I g ’
7’ &5 .
’ " & o
’ ¢ iy ; ’
2 5 s Wonitoring inflammation allows
” ,’ targeted corticosteroids to lower
7 ’ - exacerbation frequency.
g A Discordant
/ - gl .
’ i Inflammation
,/ BENIGN ASTHMA o
Fi Mixed middle-aged cohort P INFLAMMATION PREDOMINANT
’ Well controlled symptoms and S Late onset, greater proportion of males.
& ! inflammation. Benign prognosis. | -~ - Few daily symptoms but active eosinophilic
) - | A inflammation.
\ -
- . e o =
l'institut  ~ CS==a==-= >
du thorax —_— e 55
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Modeles animaux d’allergie

» Modele de marche atopique

Inodence Rhindt e

Ecrema

2 3 4 8 & 7 & 9 10 1112 13 15 15 Agelannéen)
Marche atopique : Transfert de symptomes d’origine

alimentaire (dermatite, AA) a des symptomes d’origine
respiratoires (asthme, rh|n|te)

I'institut
duthorax




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
prédisposition et étude des mécanismes immunologiques

A

Food allergy protocol Respiratory allergy protocol
Analysis
14 21 27 29 36 43 50 57 63 69 72
A [ A [l 1 [l [l
j i i | | | — f >Days
Sensitization Challenge Sensitization Challenge
10ug OVAi.p 20mg OVA i.g 500ug Derfp.c 250ug Der fi.n

(¥ =

I'institut =
duthorax

: ! @
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Marche atopique

» Fonction respiratoire

methacholine 40mg/ml

~ 10 —
:2 ) *kk
$ 8 <—10_ * %
o . S—
£ 6 = :
[ @
o 4 O 5f
p= £ T T
5 2 >
0 o

0 I 1 1 I I 0 1 I

0 5 10 20 40 CTRL FA RA FA+RA

Methacholine (mg/mL)

-
A — —

AN ==|NRA
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Marche atopique

Inflammation

fedek

2 25_ ek :)_ 3_ Jedede
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- = : > 2 -
2 45 O
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Y= O —
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8 o ‘l: 4t
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- l ==l ifmal=
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Marche atopique

» Recepteur de domiciliation cellulaire

peloe Epithélium Epithélium mm”]
e i bronchique cutané
N ceLz2,

coL22,
@0 ccuir, UELI L P

CCLS, CCL1,
CXacL1, ;
CXCL12 ceL27 CCR10, Sang

ccLn

CX3cL1
| L 1 ) [ | :
: Vaisseaux monocyie
Eosinophile efférent %‘é'l'_!j
basophile
A Vaisseaux
afférent
CCR7T
Sang 9_3';? coszL
Ganglion
CeLZs, lymphatique
Lymphocyte 0\
Cellule ™

MAJC AM1
naif

Jﬂ Epithélium
Intestin 951 nnnnalnanakinan intestinal dendritique
f "i; :‘;=_ I NQA Castan et al., Allergy 2017
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Marche atopique

CCR

(© Jo Jo Jo o]

Vaisseaux
sanguin

() ===

linstitut —=m=—
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» Role de CCR9

*k%k

[EY
-
(@]

[EY
o
(@]

B All+As WT
] All+As CCRY

90

Q100

n.s

N
o1

n.s

BAL Cell number (*10%)

total PNEo PNN

par l'allergie alimentaire.

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

Castan et al., Allergy 2018
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Marche atopique

» RoOle de CCR9

Allergie alimentaire s~ 100 Donneur
Cﬁ B non allergique WT
200 = & [J non allergique Ccr9™-
CCR9 /- sauvage N i 2
= *x Donneur E
= el W Al WT E 4
— 150 " =
o) 1 All Ccr9 o
{EJ -, 20
N £ * total PNEos PNN LT
D 50
o 50k n.s " &
LY5.1 2 | 20
Enrichissement i_'l'_|
négatif TCD4* oM L — 30

total PNEos PNN LT

Cytokine (pg/ml)
N
(@]

[EnY
o

0IL-17 IL-13 IL-4 IL-5 IL-10 TGF-[3-

Le transfert de lymphocytes CD4*CCR9* issues de souris
allergigues alimentaire mime le phénotype d’aggravation de

I‘asthme par l'allergie alimentaire
'institut f_é;? IN?A

duthorax ' SCIENCE & IMPACT

Castan et al., Allergy 2018

62



Marche atopique

» Chez ’'homme

4_
<o | xk
n i
o 3 O
=) 7_ ) E5 4
Ficoll Extraction [ .| ;3 25 30 g — | ) %
d’ARN °
Q35 1 00
O«
Tube de PBMC RT-gPCR
sang 0 1 !

HV All+As

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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Le microbiote

» > microbes, éléments génomiques et leurs
interactions dans une niche eécologique donnée
(m ICrOblome) . Human Microbiome

Archaea -

Skin microbiome

Viruses
Bacteria

Parasites




=a . .
- | Le microbiote

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

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

Retard ou altération du microbiote =» risque accrue
de pathologies chronigues : allergies, obésite....

r
Jim—
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—
—
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Structure du microbiote

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

» Bacteroidetes (20-40)
Bacteroides fragilis

» Firmicutes (60-80)
Staphylococcus
Clostridium
Lactobacillus

Fimnicutes ¢

. . So~__.  Fusobacteria
» Actinobacteria M —
Bifidobacterium \k\ _ |
> Proteobacteria (<10%) \ Actinobactena

Escherichia coli : ‘
Klebsiella pneumoniae

Proteo'chten'a

SCIENCE & IMPACT 68
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Fonction du microbiote

» Effet digestif . motricité, degradation, synthese.
» Effet immunitaire : développement, maturation
» Effet barriere : résistance, permeéabilité.

» Effet métabolique : sucre, lipide, fermentation

e Les principales fonctions du microbiote

et de composés bloactifs Réle de barriére vis-a-vis de la colonisation
par des micro-organismes pathogénes

Maturation du systéme immunitaire
et de I'épithélium intestinal

Fermentation des substrats disponibles
au niveau du cbdlon
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Relation avec I'hote

» Les microbiotes : influencable (style de vie)

Prise de médicaments: ’--s
antibio/anti-inflammatoires g

m Ménopause

-

N Dysbiose

X "Mon microbiote

Stress 1 \ va mal"

Alimentation inadaptée \
Edulcorants a

Alcool

& Sport intensif

/=

Toxines, polluants

, ' I | — :ﬁ: Infections
additifs alimentaires... . ~7  bactériennes
o

—=== I N?A

SCIENCE & IMPACT
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9 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 : 4
Placenta Mode d'accouchement Type d'allaitement

Antibiothérapie Age gestationnel Localisation géographique

Alimentation Antibiothérapie Entourage familial

Pathologie maternelle Interactions avec I'hote

Alimentation maternelle
Sevrage
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Etude du microbiote

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

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

Amplicon sequencing Whole-Genome shotgun sequencing

! !

!

& GATCGATC g
2 GATCGATC g
§ GATCGTTC §
oTU GATCB] Y Functions
Identification of Phylogenetic view Identification Functional
species and relative of community of variants and information

frequencies composition polymorphisms
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Etude du microbiote

» Shotgun : Séguencage de I'ADN total

» Melange de plusieurs genomes
» Pas d’a priori

» Information maximale

» Complexité d’analyse

INRA

SCIENCE & IMPACT
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Etude du microbiote

» Ciblé : Séquencage 16S (ARN non codant avce des
régions conservées et variables) . présent chez les
bactéries

1 region specifique ségquencee et amplifiee
Analyses plus rapides et facilitees
Plusieurs méthodologies publiées

YV V V

a5
90
85
80
75
70
65

%Sequence identity

200 400 600 800 1000 1200 1400 bp

vi V2 V3 va V5 V6 v7 V8 V9
V1-V3 Primers g -
V3-V5 Prime = -

v1i-va
V1-V9 |

3
t



R le )
< Séquencage 16S

MAIS : 16S nombre de copies variables selon les
genomes.

Biais de choix de la région : Selon microbiotes
Biais quantitatif : Estimation de I'abondance relative

Importance des controles
Profondeur de I'analyse : nombre OTU

Domaine EX.: Bactena
Regne Procaryolae
Phyvium
Classe Schizomvycles
Ordre WWicrococcales
= an e A Famille Micrococcaceae

INIDA Genre  Staphyiococcus
=—= 11 N \/\ Espéce §. aureus
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9 Evaluation du microbiote

» Richesse : Quantité par echantillon
Courbe de raréfaction

Echantillon x

-$40‘ —
a I "" - |
U . Echantillon y .
8 301 ' .
- . .
201 | :
o 1 |
& 10- : .
£

E i |
o

z 0 I 1 11 1 1 1 {

0 4000 8000 12000

Nombre de lectures
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9 Evaluation du microbiote

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

a-diversité : intrinseque a chaque échantillon

B-diversité : comparaison des échantillons entre
eux

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

—

r - .
e I —
—_——

—_— —r
-
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9 Evaluation du microbiote

» Shannon: quantifier I'hétérogénéité de Ia
biodiversite

» Plus utilisé mais biais (échantillon trop faible,
diversité des especes)
.

6 m Control
m Ampicillin
= Streptomycin
& .

>
" 3
L=
A > C 4 Pe0.001766
= =]
Shannon = 1.09 Shannon = 0.7 o
%) p=0.000010
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Allergies et microbiome

Une maladie complexe et multi factoriel

» -
j Baby's Genotype,

Season, SES, Upper Resp Infect,
Antibiotics, Diet, Activity,
Pets, Other Children,
Pollutants, Stress

(o —

Prenatal
Immune Status

Household
Characteristics

Mlcrobla_al Early Immune Persistent .
Community Dévelonment Immune Atopic
Composition P Response Asthma

& Responses Phenotype

Baby’'s Gut
Microbial Community
Composition T helper cell Yo
ol ‘CD4* — -y 1&

T helper cell B cells
Antibodies

MHC}}CD‘”\ T helper cell -
e ‘cmi- e .

macrophages

o
'X APC
° g
Antigen
- (Kiuer T cells




Allergies et microbiome

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

Hypothese 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
iIndividuelle (allergiques versus non allergiques)

(¥ =

linstitut —= A B Y A
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RoOle du microbiome dans I'asthme

» Modeles précliniques

> Microbiote intestinale et asthme Herbst et al, 2011
after challenge — *
820 aor C — E
' * Q.07 25108 *** ki ok @ 7.5x104 = ks ke
E —
g 1y < 2.0x10° g
3 c £ 5,0x10"- L
€40 o 1.5x10° T £
£ g . - > T
EO 5 i 1.0x10 © 2.5x10"
m - T 8 5.0x10°- 3
= =5 E
0.0 Lez5m ¥ 5 0 lez=za A 3 0 Lo A
cl OVA ctd OVA ctrl OVA ctrl OVA ctrl OVA ctrl OVA ctrl OVA ctrl OVA ctrl OVA
SPF re-col GF SPF re—col GF SPF re-col GF

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

A =2 INRA
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ROle du microbiome dans l'allergie

» Modeles précliniques
> Microbiote intestinale et allergie alimentaire  Stefka et al, 2014

® CTonly O PN+CT

mL
D~
88
>

0O
B) 300- o A i i SPF ik
S -3 4,000 o) a Gem free TR
L O E gg%j i ; Conventionalized
2 2 1000 o (o) 2 a4 B. unmgns
2 2004 W 5007 © N
% - 5
@ 5 1 20 *
7l 2 = 3
= 1001 @ 2
C 2 10
©
o - _“
o 0- L 1L 1L 1L 1L ] 0 1 1 -
[ I | [ I SPF GF Conw. B. Clost Spleen MLN Colonic
NT Abx uniformis LP

Le microbiote joue un role protecteur I'allergie
alimentaire chez la souris.

AN Z=22 INRA
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ROle du microbiome pulmonaire

» Modeles précliniques

» Microbiote pulmonaire et asthme Gollwitzer et al, 2014
h a4 a
Resistance (cmH,0 s ' ml™) e 0.40 -
O 8- 100 - .
.E -O-Day 3 *hhk 8' *
S -@- Day 14 o _ O
o 6 @ Day 60 - T 0.35.
b 2 - b= R
2 ® 60 8 :
o4 S B
2 s c 40- S 0.30-
E * % % % % Lﬁ 20— 8
O It . x L ok
E 0 T T T T T T 0 1 ‘_-_ 0.25 T
BL PBS 3 10 30 100 3 15 B0 6 14 60
Methacholine (mg mi™") Age (d) Age (d)

Le microbiote joue un role protecteur dans I'asthme

allergique chez la souris.
A0 == INRA
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Théorie hygiéniste

» Etudes clinique

> Amlsh et hutterltes Stein et al, 2016
7 e

AN Z=22 INRA

authorax “—="" g(IENCE & IMPACT .



RoOle de I'environnement

> Etudes clinique | Amish | Hutterites

. , . 0 0
> Amish et huttérites Stein et al, 2016 Asthma 5.2% 21.3%
Atopy 1.2% 33.3%
A SNP Analysis of Genetic Association Endotoxin Levels in Airborne Dust
« Amish « Hutterite « Basque « French « North Italian « Russian P<0.001
* Russian Caucasus Sardinian « Scottish « Tuscan 20,0005 .
L]
15,000
20
. - ‘
. oA
. -' S st ... “. NE
g 0 s - v 5 10,000
g~ u
-20
. 5,000
L)
-40 T T 1 T | A ) 1
30 -20 -10 0 10 20 30 *
0
el Amish Hutterite
Homes Homes

~ L'environnement riche en micro-organismes joue un

/#&\ _::— INQA role protecteur dans l'asthme.
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Allergies et microbiome

» Role prépondérant largement démontré.

» Comment le microbiome influence la réponse
iImmune?

» Au niveau pulmonaire et intestinale en lien avec
I'allergie

» Développement d’approche

basée sur le
microbiome.

Finstitut “=—== INM
authorax  “—="" SCIENCE & IMPACT

87



microbiome et allergies : mécanismes

» Multiples :

Mucosal immune
response?

Changes in the
microbiome?

Metabolites?

Atopy l

Mucosal immune
response?

Changes in the
microbiome?

Metabolites?

» Bactérie induisant une réponse régulatrice
» Bactérie ayant une activité anti-inflammatoire

» Meétabolite ou composant de la paroi avec une activité
Immuno-régulatrice

AN Z== INRA

authorax  “—=""" SCIENCE & IMPACT &



Microbiote pulmonaire

» Bacterie induisant une reponse régulatrice
Gollwitzer et al, 2014

] -O- Spleen - SPF
R * -8~ Lung - SPF
8 25 ] —~— - 35 = = . Lung-GF
5 2.0 1 ? g il T,oq Cells (gated on CD4™ T cells)
E g8 25- -
S 157 - B 9 20 - - 15 -
< 5SS * -
3 1.0 - g 2 1.5 4 ;
[ @ £ 1.0~ o
& 0.5 - @ g e g
- 8 ‘
@ 0-—r 0 L= %
6 14 60 6 14 60 w
Age (d) Age (d) Age (d)

Predominance de bactéroides et emergeance de Treg :
Absence de bactérie spécifigue dans I'enfance amene une

() iggz IN?A tolérance inapproprié
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Microbiote pulmonaire

» Bactérie ayant une activité anti-inflammatoire

Stein et al, 2016

Amish ou
hutterite ﬁ” "
Flexivent (resistance,
20 ug 20 ug 50 ug 50ug
OVA IP OVA P OVA IN OVA IN f::\'::iRNA "
‘ ‘ * ‘ pathology)
| I | | |
| | ] I |
Day 0O 14 28 38 39

AEERREERREEEE

Amish and Hutterite dust treatment IN

A== |NRA
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Microbiote pulmonaire

» Bactérie ayant une activité anti-inflammatoire

A BALB/c PBS M OVA W OVA- M OVA-

PBS -+~ OVA -e- OVA- =-e- OVA- Amish  Hutterite
Amish Hutterite 100-

N
o
1

—
v
1

P<U 001

\

©

o

o

o

BAL Cells (%)

3

1

-
o
1

i

w
1

/% P=0.007
<0.001x

| 1 | | 1
0 0.25 0.50 1.00 2.00 4.00 r‘->
Acetylcholine (ug/g mouse)

o

Airway Resistance (cm of water/ml/sec)

h
«,
-

Les poussiere de maison Amish protegent de I'asthme
(composmon diversité) via un mecanismes MyD88 et Trif

/#\ iéfg IN?A dependant.
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Microbiote pulmonaire

)
» Chez ’homme Huang et al, 2011

100
- p=0.008 h y

90 - '
i O e - ~ ¢ =036
sp 80— = - - p-0018
= - ) .
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4 =4 - ~ 2
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- o’ A i)
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z = o

) =
% 20 = .
¢ | S :
- ] i1 54 . | . *] A ) | 1o

0 T

Les patients asthmatigues possedent une charge
bactérienne plus importante mais une moins grande diversité.
Une plus grande charge microbienne correle avec
'hyper-réactivité bronchique.

A ===2 INRA
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Allergies et microbiome

Une maladie complexe et multi factoriel

Prenatal
Immune Status

Household
Characteristics

Persistent

Early Immune

Commu'n'lty Development Immune
Composition & RESDONSES Response Asthma
, P Phenotype
Baby’'s Gut
Microbial Community
Composition T h‘eclper cell y }C“%
T 5 — =
A p T helper cell o B cells Anl‘ﬁodies i
MHC}!&D‘F\ T helper cell -
™ d ‘cw — @
'X APC macrophages
®

Antigen
(Kiuer T cells



Microbiote intestinale

» Modeles précliniques

[%] Foxp3* in CD4

> Asthme et bactéries commensales Atarashi et al, 2014
BALB/c Colon ’_g ; ) 150- IL 2 - *%
50 " . S 50| =-SPF _
c | —~ —
40 O = 40 -=S5PF+Clost. o E
o Fe) o
=0 o 30] L S1
20+ 5 20 ¥ 50 0
W @ 10 -
0- < 1 B
¥ > 0 < 1< < 1 <
<u5 RogHh © 2 4 rE T B ‘2 ' s
O SPF SPF+ SPF SPF+
8 OVA+ OVA+ Clost. Clost.

Alum Alum

Effet bénéfique de Clostridium viaTreg du colon
== Importance du consortia
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antibiotique

» Modeles précliniques Russell et al, 2012

D Airway Hyperresponsiveness

R (cmH,0 mI's™
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0 |
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Une exposition précoce a des
antibiotiques augmente la
susceptibilité a 'asthme
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Allergies et microbiome

Une maladie complexe et multi factoriel
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ROle de la période

» Modeles précliniques

> Asthme et bactéries commensales Arnold et al, 2008
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Role de la période

» Modeles précliniques

> Asthme et flore intestinale Conrad et al, 2009
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Microbiote intestinale

» Etudes cliniques
> Asthme et microbiote
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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
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Le microbiote infantile favorise I'asthme chez la souris et
FLVR réduit 'asthme
/#\ RoOle de ce consortium dans la pathogénese.
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Utiliser le microbiote

» Développement d’approche clinique
(diagnostique, preventif, thérapeutigue) basée
sur le microbiome dans I'allergie.
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Utiliser le microbiote

» Etudes cliniques
» Asthme et microbiote Arrieta et al, 2015 and Stiemsma et al, 2016
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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/C ratio
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Le microbiote de I'enfant est prédictif de la survenue de

I'asthme
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Utiliser le microbiote

» Développement d’approche thérapeutique
(pré/pro/sym) basée sur le microbiome.
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Utiliser le microbiote
» Développement

d’approche thérapeutique
(pré/pro/sym) basée sur le microbiome

» Exemples des Fibres : Partie vegétale non digérée
soluble ou insoluble participant a la physiologie
intestinale.

» Glucides plus ou moins complexes : 3 groupes
» Fibres pariétales (cellulose, hemicellulose, pectines...)

» L’amidon résistant (fraction non degradée)
» Oligosides (Sucres, GOS, FOS, X0S..))

, Slavin et al, 2013
I'institut tE;f I N?A
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Exemple des fibres

» Prébiotiques: Introduits en 1995 : Gibson et Roberfroid
» Ingredient non digéré, stimule spécifiguement la
croissance bactérienne bénéfique pour I'hote.

» Oligosaccharides fonctionnels:
» GOS : lait, complément dans produits pour enfant,

» FOS : chicoree, oignon
» Inuline : chicorée, artichaut, banane, rhubarbe

» XOS : Miel, lait, bambou

Stimulation de la croissance bactérienne, le métabolisme des
lipides, immunité intestinale, résistance aux infections.

Iinstitut —
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Exemple des fibres

» Modeles précliniques
» Allergie cutanée (CHS 2,4DNB) Watanabe et al, 2008

300 (A) 6r- (B) or

250 f

o1
|

200 |

o
|

150 F

Level of lactobacilli
(log 10 copies/mg faeces)

Ear swelling (um)

I
[

100 F

~
|

(6/6)
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50

fibre prébiotique (FOS) diminue l'inflammation cutanée via modulation
du microbiote (augmentation des bifidobactéries)
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Exemple des fibres

» Modeles précliniques
» Allergie alimentaire (CMA)  DeKivit et al, 2012
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fibre prébiotique (FOS/GOS) associée a bifidobacterium diminue les
symptomes allergiques via l'inhibition de la degranulation des
mastocystes et la modulation de |la balance Treg/Th2.
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Exemple des fibres

» Modeles précliniques
» Allergie respiratoire (OVA) Vos et al, 2007
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Souris Balbc suppléementées en GOS/FOS/pAOS (9/1) : diminution de
I’nyper réactivité bronchique, des IgE spécifiques et de I'inflammation
_ pulmonaire.
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Microbiome intestinale et fibres

» Modeles précliniques Trompette et al, 2015
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Modulation de l'allergie et des AGCC via le récepteur GPR43 augmentant les
precutseurs de cellule dendritique inhibant la réactivation Th2 au niveau tissulaire
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Exemple des fibres

» Etudes chez I’'homme

Effet préventif dans I'asthme et 'éczema (Moro et al 2006 and Ziegler 2008)

avec GOS/FOS ratio 9:1 chez les enfants.
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Exemple des fibres

» Etudes chez ’'homme
» Chez l'adulte: Pas de résultats concluants

» meéta-analyses chez I’enfant (Update de Cochrane database) Osborn et al, 2013
* (Moro 2006; Ziegler 2007; Gruber 2010; Westerbeek 2010)

2 eétudes (226 enfants) : Non concluant dans I'asthme (Moro 2006 et Westerbeek
2010)

4 études (1218 enfants) : Non concluant dans I'éczéma
2 études : Pas de différences pour l'urticaire

4

Hétéerogéeneéité des etudes (type de prébiotiques, allaitement...)
Biais de sélection

B Intérét de la période périnatale
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Exemple des fibres

» Modeles précliniques
» Allergie respiratoire Hogenkamp et al, 2015
Régime enrichi en FOS/GOS pendant la gestation
Modele d’allergie OVA des souriceaux
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Un régime enrichi en fibre prébiotiqgue (FOS/GOS) pendant la gestation
diminue I'hyper réactivité bronchique chez la descendance par l'induction
de cellules T régulatrice au niveau systémique
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Exemple des fibres

» Modeles précliniques
» Allergie cutanée Fujiwara et al, 2010
Régime enrichi en FOS pendant la gestation et lactation
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Analysis of faecal microbiota

Un régime enrichi en fibres prébiotiques (FOS) pendant la gestation
diminue les symptomes d’allergie cutanée et les IgE de facon modéree
_chez la descendance independamment de la continuite du régime
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Exemple des fibres

Modeles preéecliniques
Allergie alimentaire (blé) bouchaud and Castan et al, 2015
Régime enrichi en GOS/Inulin pendant la gestation et lactation
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Exemple des fibres

» Modeles précliniques

» Allergie alimentaire bouchaud and Castan et al, 2015
2
15, - . ::’ 20 = ~100;
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[ Bifidobacterium
Un régime enrichi en fibre prébiotique (GOS/Inulin) pendant la Lactobacillus

gestation et 'allaitement :
- Diminue la réaction de type Th2 et augmente les Treg B Cl. Leptum
Protege contre 'augmentation de la perméabilité intestinale Cl.Erysipelotrix

Il Cl.Coocoides

Module la diversité du microbiote

- SCIENCE & IMPACT

L1

()

I'institut
duthorax

(| Il “ |0\

|
i

\



Exemple des fibres

» Etudes chez la femme enceinte

» Regime enrichi en FOS augmente I'lL-27 dans le lait maternel
(Kubota et al, 2014)

» Régime enrichi en GOS/FOS pendant le 3eme trimestre augmente
les bifidobactéries chez les meres sans transmission (Shadid et al,

2007) '

Aucune evidence de I'effet préventif dans les allergies chez
I"humain donc aucune recommandation n’est faite pour le

moment
/
| 1 J
PREGRALL ( ) " |
(PREbiotiques pendant la GRossesse pour R e NG
‘\b "

_::—_- I N?Aprevemr des AlLergies) -
I |nst|tut _=——

athorax  “—="" SCENCE & IMPACT



Conclusion

» Microbiomes (intestin, poumons, peau?) joue un
role dans le développement des allergies

» Mecanismes pas elucides . métabolites, souches,
diet, exposome.

» Impact dans lallergie (diagnostic, thérapeutique,
medecine personnalisé)
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Recherche futures

YV V

() === |N?A Microbiota
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Relation : évolution de 'allergie (atopie)

Methodes de culture/analyse : Isolation et culture de
bacterie pulmonaire (anaérobie) =» Effect souche

specifique
Effet lié a I'exposition ou la

colonisation/métabolites?
Va
Biological Gate




