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INTRODUCTION

L’asthme est une maladie chronique inflammatoire des voies aériennes qui
affecte 300 millions de personnes a travers le monde. Les traitements actuels de
'asthme sont relativement efficaces en particulier pour les formes légéres et
intermédiaires de I'asthme, cependant du fait de sa chronicité, 'asthme nécessite un
traitement au long cours et pose ainsi un probleme d’observance thérapeutique ou
compliance. De plus, en France, selon les résultats issus de I'enquéte santé et
protection sociale 2006 (ESPS), prés de 3 asthmatiques sur 10 se sentent limités
dans leurs activités en comparaison a des personnes non malades. Les sujets
asthmatiques sont plus nombreux a déclarer une dépression ainsi que des maladies
allergiques, par rapport a des personnes non asthmatiques (Afrite et al., 2008). Sur
le plan clinique, cela nécessite de prendre en compte I'ensemble de ces symptomes
afin de mettre en place une stratégie thérapeutique qui assure un niveau de contréle

adéquat de la maladie.

D’aprés le groupe Global Initiative for Asthma (GINA), moins de 50 % des
asthmatiques ont recours a un traitement de fond. De plus, chez plus de la moitié
des asthmatiques (6 sur 10), les symptdomes sont insuffisamment controlés :

partiellement dans 46% des cas et totalement dans 15% des cas (GINA, 2008).

Il existe donc un besoin pour de nouveaux traitements afin d’améliorer

'observance des patients, I'efficacité du traitement et la qualité de vie.

Cette recherche de nouveaux traitements implique une meilleure compréhension
des mécanismes physiopathologiques de cette maladie, notamment de

I'inflammation, afin d’aider a la mise en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques.

De nombreux axes de recherche sont actuellement étudiés, notamment des
inhibiteurs sélectifs de phosphodiestérase intracellulaire, des inhibiteurs de certaines
cytokines et chimiokines impliquées dans l'asthme, des inhibiteurs d'adhésion
cellulaire, mais aussi, des antagonistes de récepteurs membranaires de médiateurs

libérés par les mastocytes tels que la prostaglandine D, (PGD,) (Barnes, 2004).

Le terrain atopique est le plus important des facteurs prédisposant a I'asthme
puisque la prévalence de I'asthme augmente avec le taux d'immunoglobulines E

(IgE) (Rotsides et al., 2009). La PGD, est un prostanoide majeur produit par les
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mastocytes suite & une stimulation allergique. La liaison de la PGD; a son récepteur
CRTH2 (Chemoattractant receptor homologous molecule expressed on Th2 cells)
produit une cascade d’événements qui est impliquée dans la pathogenése de
'asthme. En effet, cette activation induit le recrutement de cellules inflammatoires
telles que les lymphocytes Th2, les éosinophiles et les basophiles sur les sites de
I'inflammation. De ce fait, I'inhibition du récepteur CRTH2 suscite de I'intérét pour le

traitement de maladies allergiques, telles que I'asthme allergique.

C’est dans ce contexte que s’inscrit mon travail bibliographique de thése : aprés
un bref rappel de ce qu’est I'allergie, nous étudierons la maladie asthmatique, son
étiologie, les principaux acteurs impliqués sur le plan physiopathologique puis
I'arsenal thérapeutique actuel. Dans un deuxiéme temps nous nous focaliserons sur
le réle de PGD;, dans I'asthme et nous ferons la revue des différentes études pré-
cliniques et cliniques dans lesquelles des antagonistes du CRTH2 ont montré une

efficacité.

16



PARTIE | : ALLERGIE ET ASTHME
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) L’allergie

L’organisation mondiale de la santé (OMS) place les maladies allergiques au

quatrieme rang des fléaux mondiaux.
1.1 Historique

Le terme « allergie » du grec allos et ergon, designant « une autre fagcon (de

répondre) » a été introduit en 1906 par Clemens Von Pirquet.

Auparavant, en 1902, deux savants francais C. Richet (Prix Nobel en 1913) et P.
Portier découvrirent fortuitement « I'anaphylaxie ». Apres avoir inoculé une seconde
injection de rappel d’actinies (anémones de mer) a un chien, celui-ci mourut dans les
minutes suivant I'injection dans un tableau de collapsus convulsif. Cette constatation
contraire a la « protection vaccinale » fut alors baptisée « anaphylaxie » (Portier et
Richet, 1902).

Ces deux concepts « anaphylaxie » et « allergie » se sont trouvés confondus
dans des pathologies diverses sous le terme général de « maladies allergiques ». En
1923, Coca et Cooke proposérent un dernier terme I’ « atopie » afin de qualifier la

notion de terrain prédisposant aux maladies allergiques (Coca et Cooke, 1923).

Ainsi, ce domaine de [allergie hérite d'une terminologie souvent confuse.
Cependant, les progrés considérables apportés par I'immunologie ont permis de

clarifier les idées sur la genése des pathologies d’origine allergique.

En résumé, l'allergie désigne un état d’hypersensibilité c’est a dire une réponse
immunitaire anormale, excessive de l'organisme a un agent auquel il est
particulierement sensible sous l'effet de multiples facteurs dont la génétique et
I'environnement (David, 2003).

1.2 Hypersensibilité immédiate et retardée

En 1963, Coombs et Gell ont défini quatre types d’hypersensibilité qui peuvent
étre isolés ou associés. Parmi ceux-ci, deux états représentent la quasi-totalité de
'expression pathologique de l'allergie : I'hypersensibilité immédiate, de type | et

I'hypersensibilité retardée, de type IV.

18



L’hypersensibilité de type | ou allergie immédiate représente la forme d’allergie la
plus commune. La réaction a lieu quelques minutes aprés un second contact avec un
allergéne chez une personne sensibilisée. Cette hypersensibilit¢é implique la
synthése d’IgE spécifiques contre des allergenes et se déroule en deux phases : la

sensibilisation et la réaction allergique (David et Boitard, 1996).

a) La premiere phase correspond a la production d'IgE spécifiques par les
lymphocytes B. Les IgE produites localement se fixent sur des récepteurs de haute
affinité sur les mastocytes environnants puis entrent dans la circulation ou elles
sensibilisent les basophiles circulants puis les mastocytes tissulaires de I'organisme
entier. Cette premiére phase ne provoque aucun symptdome et peut rester longtemps

silencieuse.

Le mécanisme conduisant a l'induction et la synthése de ces IgE implique la
participation de cellules présentant l'antigene (CPA) notamment les cellules
dendritiques, de cellules T «helper» (Th) et la stimulation des cellules B
productrices d’IgE. Ce mécanisme est sous le contréle de commutation isotypique
des anticorps par les cytokines, molécules qui jouent un réle dans la communication
intercellulaire (McCall et Hodgkin, 1999). L'orientation vers la synthése d’IgE dépend
essentiellement des interleukines (IL) 4 et 13. D’autres cytokines interviennent afin
de moduler cette réponse, soit en I'amplifiant (IL-5 qui joue un réle dans les
processus d’activation, de survie des éosinophiles), soit en la diminuant (interféron y

ou INFy, IL-12) (Bacharier et Geha, 2000).

b) Lors d’un 2™ contact avec I'allergéne, les mastocytes et basophiles
sensibilisés libérent des médiateurs pharmacologiques (histamine, PGD,,
leucotrieénes...) qui déclenchent une réaction inflammatoire intense responsable

d’'une pathologie telle qu’'un asthme ou une rhinite (Holgate, 2000) [Figure 1].
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4. Activation des
cellules B

6. Fixation des
IgE par leur
récepteur
FceRl

2. Présentation de I’Ag
aux Ly Th via CMH
classe ll

7. Lors d’un 2eéme contact
avec I’Ag, les mastocytes,
basophiles sensibilisés
par les IgE libérent des
médiateurs inflammatoires
(histamine, PGD2,

8. Activation des cellules Th2 leucotriénes...)

Libération de protéines
basiques par les éosinophiles ,—> Symptﬁmes

Figure 1 : Mécanismes immunologiques impliqués dans le phénoméne d’hypersensibilité
immédiate (figure adaptée de Mamessier et Magnan, 2006).

(1.) Dés qu’un antigéne (Ag) pénétre dans l'organisme, il est pris en charge par les cellules
dendritiqgues sentinelles. (2.) Celles-ci migrent au niveau des organes lymphoides et présentent
I'allergéne couplé aux molécules de classe |l du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) aux
lymphocytes T CD4+. (3.) Dés qu’une cellule T naive reconnait I'allergéne, il y a expansion clonale et
migration vers le lieu de l'inflammation. In situ, les cellules Th2 activées produisent des cytokines
Th2 : (5.) IL-5 qui permet le recrutement et I'activation des éosinophiles ; (4.) IL-4 et IL-13 qui activent
les lymphocytes B, ce qui entraine la production d’IgE qui se fixent aux cellules de 'immunité non-
spécifiques grace (6.) a leur récepteur de haute affinité FceR1. (7.) Lors d’un nouveau contact avec
l'allergéne, les IgE préalablement fixées aux cellules, capturent immédiatement l'allergéne ce qui
entraine la libération des médiateurs inflammatoires présents dans les granules des mastocytes, des
basophiles et des éosinophiles (8.), responsables des symptdomes immeédiats de I'allergie.

L’hypersensibilité de type IV, ou allergie retardée, ne fait pas intervenir
d’anticorps, mais des mécanismes d’activation cellulaire. Elle est induite par des
substances externes qui, aprés pénétration dans l'organisme, sensibilisent des
lymphocytes. Aprés réintroduction de ces substances, les lymphocytes sensibilisés
sont activés et provoquent une réaction cellulaire responsable de I'inflammation. En
pathologie allergique, elle se caractérise surtout par I'hypersensibilité de contact, qui

engendre une réaction eczémateuse (David, 2003).
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Les trois quarts des maladies allergiques sont des affections respiratoires et se
présentent sous deux formes : la rhinite et surtout I'asthme qui constitue la forme la

plus grave.

) L’asthme

2.1 Définition

L’asthme est une pathologie complexe définie par ses caractéristiques cliniques,
physiologiques et pathologiques. Selon le groupe du GINA, «l'asthme est une
maladie chronique inflammatoire des voies aériennes dans laquelle de nombreuses
cellules et éléments cellulaires jouent un rdle. L'inflammation chronique cause une
hyper-réactivité des voies aériennes qui conduit a des épisodes répétés de
sifflements, dyspnée, oppression thoracique et toux, particulierement la nuit ou au
petit matin. Ces épisodes sont habituellement associés a une obstruction bronchique

réversible spontanément ou sous traitement » (GINA, 2008).

L’inflammation bronchique est donc 'anomalie de base de I'asthme. Si elle n’est
pas précocement et efficacement combattue, elle peut entrainer un remodelage des
voies aériennes caractérisé par le dépbt de collagéne sous la membrane basale,
I'hypertrophie des cellules productrices de mucus, la perte des cellules épithéliales
ciliées ainsi que I'hypertrophie et I'hyperplasie des cellules musculaires lisses (Chakir
et al., 2003). Il en résulte une nouvelle anatomie bronchigue qui génére une géne a
I'écoulement de l'air et une augmentation de I'Hyper-Réactivité Bronchique (HRB)
[Figure 2]. Les symptdmes observés peuvent étre causés ou déclenchés par de
nombreux facteurs endogenes ou exogénes. L’asthme allergique sur lequel cette
thése bibliographique est axée, est un asthme pour lequel les symptomes sont

déclenchés par I'exposition a un allergéne.
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Bronche normale Bronche inflammée

Hypertrophie et contraction
de la couche musculaire

Symptémes: Infiltration de cellules
inflammatoires

-Toux

-Respiration . o

sifflante Voie aérienne réduite

-Essouflement

-Oppressions Exces de mucus

-Sécrétions

Figure 2: Représentation de I'état des bronches et symptémes observés chez un sujet
asthmatique.

Le diagnostic de I'asthme est souvent basé sur la présence de symptébmes
caractéristiques comme la toux, les épisodes d’obstruction bronchique et
'oppression thoracique. De plus, la mesure des fonctions respiratoires par
spirométrie permet de conforter le diagnostic. Le test de spirométrie le plus important
est la mesure de la Capacité Vitale Forcée (CVF) qui est une expiration forcée : le
patient inspire profondément, puis expire le plus fort et le plus vite possible tout I'air
de ses poumons dans le spirometre. Pendant la premiére seconde de cette
expiration forcée, un patient sain expire plus de 80% de sa capacité vitale. On définit
ce parametre comme étant le Volume Expiratoire Maximal par Seconde (VEMS) qui
est un paramétre trés important dans la spirométrie. Le débit d’air augmente tres
rapidement immédiatement apres le départ du test de spirométrie : son maximum est
le Débit Expiratoire de Pointe (DEP) qui représente I'expiration de l'air des grandes
voies aériennes. Ces différents parameétres permettent d’évaluer la sévérité de la
maladie.

Le consensus international de I'asthme (GINA) propose une classification de
I'asthme régulierement actualisée depuis 1995. Cette classification ne s’appuie pas

sur I'étiologie de I'asthme qui est trop variable et parfois inconnue, mais sur une
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graduation de la sévérité de la pathologie. Le GINA définit 4 degrés d’asthme en

associant les caracteres cliniques aux parametres fonctionnels [Tableau 1].

Tableau 1 : Classification de la sévérité de I'asthme (adapté du GINA, 2008)

le Degré : Asthme Intermittent

Caractéres Cliniques :

Manifestations intermittentes < 1 fois/semaine
Crises courtes

Asymptomatique entre les crises

Caractéres fonctionnels :
DEP ou VEMS :

> 80% de la valeur théorique
Variabilité < 20%

2e Degré : Asthme Léger permanent

Caracteres Cliniques :

Manifestations intermittentes > 1fois/semaine
mais < a 1 fois/jour

Crises pouvant géner l'activité ou le sommeil

Manifestations nocturnes > 2 fois/mois

Caractéeres fonctionnels :
DEP ou VEMS :

> ou = a 80% de la valeur théorique
Variabilité entre 20% - 30%

3e Degré : Asthme modéré permanent

Caractéres Cliniques :

Manifestations quotidiennes

Crises pouvant géner l'activité ou le sommeil
Manifestations nocturnes > 1 fois/semaine
Utilisation et inhalation quotidienne de 32-

stimulant a action immédiate

Caractéres fonctionnels :
DEP ou VEMS :

60 - 80% de la valeur théorique
\Variabilité > 30%

de Degreé : Asthme sévére permanent

Caractéres Cliniques :
Manifestations quotidiennes

Crises fréequentes

Manifestations nocturnes fréquentes

Limitation des activités physiques

Caractéres fonctionnels :

DEP ou VEMS :

< ou = a 60% de la valeur théorique
\Variabilité > 30%

2.2 Epidémiologie

Du fait de sa prévalence, de la sévérité des symptémes, de la mortalité associée
et du poids économique généré, I'asthme représente un véritable probleme de santé

publigue en France et a travers le monde. Cependant, le recueil des données
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médicales sur I'asthme reste défaillant du fait de la complexité de cette maladie et
par manque d’une définition précise. D’aprés les estimations de 'OMS, I'asthme
atteint 300 millions de personnes dans le monde, soit 5% de la population mondiale
et 250 000 personnes en sont décédées en 2005. Il s’agit de la maladie chronique la

plus courante chez I'enfant et 'adolescent.

L’asthme n’est pas un probleme de santé publique propre aux pays
industrialisés. Néanmoins, dans lI'ensemble de ces pays, comme la France, la
prévalence de cette maladie augmente régulierement passant de 5,8% en 1998 a
6,7% en 2006 (Bousquet et al., 2005).

Selon l'institut de recherche et documentation en économie de la santé, prés de
7% de la population francaise souffre d’asthme en 2006. Globalement, il n’y a pas de
différence selon le sexe mais il existe des variations lorsque I'age est pris en compte.
Par exemple, avant 'dge de 15 ans, I'asthme prédomine chez les garcons tandis
gu’au dela de cet age les femmes déclarent plus fréquemment de I'asthme que les
hommes (Afrite et al., 2008). La mortalité est globalement stable en France depuis
1990, autour de 2000 déces annuels dont la moitié a moins de 65 ans, 600 étant des

enfants (Salmeron, 2006).

2.3 Etiologie

L’asthme est un syndrome multifactoriel résultant d’interactions complexes entre
des facteurs endogénes (génétiques...) et exogénes (environnementaux...).
L’augmentation marquée de lincidence de I'asthme au cours de ces dernieres
années pourrait résulter de modifications des facteurs environnementaux, ce qui en

souligne l'importance.

2.3.1 Facteurs de risques endogénes

A) Le terrain atopique

L’atopie est I'aptitude a produire une quantité anormale d’IgE spécifiques dirigées
contre des allergénes entrant en contact avec l'organisme. Le terrain atopique est le
plus important des facteurs prédisposant a I'asthme puisque la prévalence de
'asthme augmente avec le taux d’'IgE (Rotsides et al., 2009). Ainsi, le risque de

développer un asthme d’effort est multiplié par 9 a 13 chez des adultes présentant
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des IgE spécifiques contre des antigénes saisonniers/perannuels (Brutsche et al.,
1995).

Cependant, I'association asthme-atopie ne concerne qu’une fraction des sujets
car la prévalence de l'atopie varie de 30 a 50% dans la population générale
(Salmeron, 2006).

B) Prédisposition génétique

Le terrain génétique est un facteur essentiel de la maladie asthmatique. En effet,
les enfants de parents asthmatiques et allergiques ont plus de chance de le devenir
a leur tour comparé a des enfants de familles non allergiques (Busse et Lemanske,
2001 ; Duffy et al., 1998). De nombreuses études ont été effectuées dans différentes
populations dans le but de trouver les éléments génétiques prédisposant a I'asthme
allergique. Par exemple, certains polymorphismes que présentent le gene de I'lL-13
sont associés a I'asthme et I'allergie, ce qui pourrait expliquer pourquoi la réponse de
type Th2 et la production d’IgE sont favorisées chez certaines personnes (Vercelli,
2002). Cependant, I'expression clinique de I'asthme est vraisemblablement dictée
par linteraction de plusieurs génes dans des conditions environnementales
particulieres (Yang et al., 2007). Actuellement, une douzaine de genes sont déja
connus pour étre impliqués dans la prédisposition a I'asthme (Székely et Pataki,
2009).

C) Prédisposition Hormonale

Certaines hormones favorisent ou diminuent le risque de développer de I'asthme.
Par exemple, la progestérone augmenterait la production de cytokines de type Th2,
notamment I'lL-4 et 5 par les lymphocytes CD4+ (Piccinni et al., 1995). In vivo, il a
été montré que cette hormone aggravait le développement d’'un asthme allergique
dans un modele de souris (Mitchell et Gershwin, 2007). Cependant, a notre
connaissance, aucune donnée claire ne permet de faire un lien entre taux élevé de
progestérone (pendant la grossesse par exemple) et augmentation de I'incidence

des crises d’asthme.
D) Obésité

Plusieurs études épidémiologiques ont permis de mettre en évidence une

augmentation de la prévalence de I'asthme chez les personnes obéses (Camargo et
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al., 1999 ; Chen et al.,, 1993 ; Matricardi et al., 2007) ainsi que chez des adultes
présentant un poids élevé a la naissance (Shaheen et al.,, 1999). Ce lien n’a pas
encore été réellement élucidé et de nombreuses interrogations subsistent. Toutefois,
plusieurs hypotheses ont été avancées: l'une étant que l'obésité induit une
inflammation favorable au développement de 'asthme. En effet, des taux élevés de
protéines C réactive (PCR), protéine caractéristique de l'inflammation, sont associés
a l'obésité et aux cas d’asthme sévere (Michelson et al., 2009). De plus I'obésité est
associée a une augmentation du stress oxydatif qui aurait pour conséquence de
favoriser une inflammation au niveau des voies aériennes (Holguin et Fitzpatrick,
2010).

Il a également été suggéré que I'obésité réduirait la compliance pulmonaire c’est
a dire la capacité du poumon a se distendre lors de la respiration. Cependant, il n’a
pas été trouvé de corrélation entre ce paramétre et I'indice de masse corporelle
(Surratt et al., 1984).

2.3.2 Facteurs de risques exogenes

A) Les allergénes

Un allergéne est une substance capable d’induire une synthése d’IgE spécifiques
dans certaines conditions environnementales, associées a des facteurs génétiques
individuels. Il s’agit surtout de protéines de poids moléculaire compris entre 1,5 et
250 kilo daltons. La majorité des réactions allergiques se situe au niveau des voies
aériennes supérieures et inférieures. Par conséquent, les sources d’allergénes les
plus freguemment responsables des sensibilisations respiratoires sont les pollens,
les acariens, les animaux et les blattes (David et al., 2003). La classification des
allergenes repose sur leur voie de pénétration dans I'organisme : voie respiratoire
(aéroallergenes), voie digestive (trophallergénes), voies variées (médicaments,

venins d’insectes...) [Tableau 2].

Grace au développement de la biotechnologie, il a été mis en évidence que 51%
des allergenes majeurs purifiés ou clonés étaient des protéines douées de propriétés
enzymatiques comme par exemple Bla g2, un allergéne présent dans les blattes
(Blattella germanica) qui a une fonction de protéase (Dandeu et al., 1995). Ces

enzymes ont pour la plupart une action irritante pour les tissus.
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Tableau 2 : Les sources d’allergénes les plus fréquemment rencontrées (David, 2003).

Sources d’aéroallergenes :
- Pollens (50%)
- Acariens (30%)
- Animaux (15%)
- Blattes
- Moisissures
- Latex (professionnel)
- Produits chimiques

Sources de trophallergénes :
- Lait (enfant), ceufs, arachide,
poisson
- Soja, fruits exotiques, épices

Divers :
- Venins d’hyménoptéres
- Médicaments (aspirine)

Contrairement aux toxines bactériennes et aux virus, les substances qui sont
potentiellement des allergénes sont des molécules inoffensives pour les personnes

non allergiques.

B) La pollution atmosphérigue

D’autres facteurs environnementaux sont importants dans la progression et la
sévérité de la maladie. Selon I'étude ISAAC (International Study for Asthma and
Allergies in Childhood) réalisée en France, les enfants habitant dans des zones de
pollution importante présentent 1,5 fois plus d’asthme que les autres (Annesi-
Maesano et al.,, 2009). Pourtant, la pollution atmosphérique a polluants acido-
particulaires a diminué ces derniéres années du fait d’'une réglementation mise en
place dans les pays industrialisés. Toutefois, 'émission de polluants photochimiques
tels que l'ozone et le dioxyde d’azote n'a pas cessé d’augmenter du fait de
I'amplification du trafic automobile. Ces derniers polluants jouent un réle important

dans I'exacerbation de I'asthme (Viegi et Baldacci, 2002).

C) Le tabagisme

Chez l'asthmatique, le tabac joue un role de cofacteur dans le déclenchement

d'une crise d’'asthme. La fumée de cigarette provoque une inflammation des voies
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aériennes. En effet, elle est capable d’augmenter la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'lL-1, 6, 8, Tumor Necrosis Factor-a (TNF-o) et de
diminuer le taux de cytokines anti-inflammatoires comme I'lL-10. Le tabagisme induit
également une augmentation des IgE sériques et par conséquent favorise le
développement de Il'asthme (Arnson et al., 2009). Enfin, plusieurs études
épidémiologiques indiquent une augmentation du risque de développement d’un
asthme chez les enfants nés de méres fumeuses (Collins et al., 1985 ; Magnusson,
1986).

D) Infections virales

Les infections virales du tractus respiratoire (virus grippal, respiratoire syncytial,
rhinovirus) constituent un facteur aggravant 'asthme et sont en cause dans prées de
80% des exacerbations chez I'enfant (Friedlander et Busse, 2005). Ces aggravations

répondent peu aux traitements habituels de I'asthme.

Paradoxalement, les infections virales au cours de I'enfance semblent étre un
facteur protecteur contre I'asthme et les autres maladies allergiques (Martinez,
1994). Ceci rejoint la théorie hygiéniste qui postule que le risque plus élevé d’asthme
dans les pays développés pourrait étre di a une réduction des contacts avec des
agents infectieux au cours de I'enfance du fait de 'augmentation du niveau d’hygiéne

des populations et des vaccinations (Strachan, 1989).

2.4 Principales anomalies sur le plan physiopathologique de I'asthme

L’asthme est une maladie inflammatoire des voies aériennes qui implique de
nombreuses cellules inflammatoires en particulier les mastocytes, les éosinophiles et
les lymphocytes T. Sur un terrain particulier, cette inflammation entraine une

hyperréactivité bronchique ainsi qu’'un remodelage des voies aériennes.

2.4.1 L’inflammation bronchique chronique

L’inflammation bronchique est une caractéristique commune a toutes les formes
d’asthme. Elle affecte I'ensemble des voies aériennes ainsi que les voies
respiratoires supérieures mais ses effets physiopathologiques sont plus prononcés
au niveau des bronches de taille moyenne (Cohn et al., 2004). Sa chronicité implique

le fait qu’il persiste de nombreux stigmates méme en I'absence de symptémes. Cette
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inflammation met en jeu des cellules inflammatoires ainsi que des médiateurs

cellulaires et humoraux de l'inflammation.

2.4.2 Remodelage des voies aériennes

Le remodelage des voies aériennes chez l'asthmatique est variable selon le
degré de sévérité de l'asthme. Ces modifications structurales sont caractérisées
morphologiquement par une destruction irréguliere de I'épithélium accompagnée
d’'une augmentation de l'espace situé entre les cellules épithéliales basales, une
hypertrophie du muscle lisse, une hypertrophie des cellules glandulaires associée a
une hypersécrétion de mucus et une fragmentation des fibres d’élastine du tissu
conjonctif (Busse et al., 1999). Un épaississement de la membrane basale,
caractérisé par un dép6t de collagene et multiplication du nombre des
myofibroblastes, est également observé chez les patients asthmatiques (Brewster et
al., 1990). Ceci est probablement di0 a [lactivation de ces cellules
mésenchymateuses par les médiateurs produits par les différentes cellules
inflammatoires qui infiltrent la muqueuse bronchique (Kariyawasam et Robinson,
2007) ainsi que par les cellules épithéliales bronchiques qui sécretent de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires (Aubier, 2003).

L’ensemble de ces remaniements structuraux observés chez les asthmatiques
est probablement la conséquence de la répétition de cycles de Iésions et de

réparations (Wang et al., 2003).

2.4.3 Hyperréactivité bronchique (HRB)

L’inflammation de la muqueuse bronchique s’accompagne sur le plan fonctionnel

d’'une aggravation de 'HRB.

Le muscle lisse bronchique est I'effecteur principal de la réactivité bronchique,
c’est-a-dire de la capacité de se contracter afin de réduire le diamétre des voies
aériennes en réponse a un stimulus. L’'HRB est une caractéristique majeure de
'asthme et se traduit par une augmentation de la sensibilité des voies aériennes a
différents stimuli exogénes. En effet, le muscle lisse de l'arbre bronchique se
contracte plus intensément en réponse a un stimulus donné comparé a la réponse

obtenue chez des individus sains. Cet état n’est pas spécifique de I'asthme, mais la
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quasi-totalité des patients asthmatiques présentent une HRB (Busse et Lemanske,
2001).

Plusieurs mécanismes sont susceptibles de [I'expliquer, notamment des
anomalies au niveau du muscle lisse bronchique comme I'’hypertrophie musculaire
qui entraine un rétrécissement des voies aériennes plus important pour un stimulus
donné (Wang et al., 2003). Le muscle lisse des voies aériennes possede des
récepteurs membranaires qui peuvent étre stimulés par les médiateurs de
linflammation. L’HRB pourrait également étre expliquée par des anomalies au

niveau des voies nerveuses impliquées dans la régulation de la broncho-motricité.
Ces voies font intervenir :

- le systeme cholinergique constituant la commande bronchoconstrictrice
principale par interaction de 'acétylcholine avec les récepteurs muscariniques
(sous-type M3 au niveau du muscle lisse) ;

- le systéme adrénergique qui est peu représenté excepté par les récepteurs -
adrénergiques (B2) sur lesquels les catécholamines ont un effet
bronchodilatateur (Marthan, 2003) ;

- le systtme non adrénergique, non cholinergique (NANC) qui selon les
neuropeptides a une action bronchoconstrictrice (tachykinines) ou une action
inhibitrice relaxante (Vasoactive intestinal peptide ou VIP, monoxyde d’azote
ou NO) (Ellis et Undem, 1994).

Ainsi, des anomalies de ces systémes pourraient étre en cause dans 'HRB par
augmentation du systéme excitateur (cholinergique, NANC excitateur) ou par

diminution du systéme inhibiteur (B,-adrénergiques, NANC inhibiteur).

Les mécanismes menant a 'HRB ne sont pas totalement élucidés et il existe une
variabilitt des anomalies d’un sujet asthmatique a l'autre, ce qui augmente la

complexité de cette pathologie.

2.5 Mécanismes immunologiques de I’'asthme

L’asthme allergique est une maladie inflammatoire qui se caractérise par

I'implication d’IgE spécifiques a un allergéne et la liaison avec le mastocyte. Le
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modéle classique de la réaction asthmatique se produit en deux phases distinctes
[Figure 3].

2.5.1 Phase précoce

La phase précoce est une réaction de bronchoconstriction aigiie qui apparait
dans les minutes suivant l'inhalation de [l'allergéne. Elle ne dure qu’environ 30
minutes et peut disparaitre spontanément ou avec ['utilisation de bronchodilatateur.
Cette phase est associée a la dégranulation des mastocytes sensibilisés par les IgE
spécifiques de l'allergéne. lIs libérent leur contenu en médiateurs préformés broncho-
actifs comme [I'histamine qui entraine une vasodilatation, caractéristique du
mécanisme inflammatoire et qui exerce des effets constricteurs sur les fibres

musculaires lisses.

Cette activation est essentielle a la seconde phase. En effet, si la dégranulation
des mastocytes est neutralisée, la phase retardée est alors abolie (Galli et Costa,
1995). Des essais cliniques avec des anticorps monoclonaux anti-IgE ont également
démontré que ce type d’lg est essentiel a l'initiation de la réponse inflammatoire

observée dans I'asthme (Holgate et al., 2009).

2.5.2 Phase tardive

La dégranulation des mastocytes est suivie de prés par la synthese de
médiateurs tels que les leucotrienes et les prostaglandines qui sont issus du
métabolisme des phospholipides membranaires. Ces médiateurs jouent un réle dans
lafflux local et [lactivation des cellules effectrices secondaires elles-mémes

sensibilisées par les IgE, notamment les éosinophiles.

Les médiateurs et facteurs pro-inflammatoires libérés par ces cellules sont a
I'origine de la phase tardive : une seconde phase de bronchoconstriction qui survient
6 a 12 heures apres la réaction initiale. Elle est observée chez environ 50% des
asthmatiques. Cette réaction tardive inflammatoire qui peut durer plusieurs jours, est
responsable d'un ocedeme, d'une hyperhémie de la muqueuse des voies
respiratoires, d’exsudats et d'une destruction tissulaire pouvant conduire au
remodelage de la paroi bronchique. La production des cytokines de type Th2 est

corrélée avec la sévérité des symptomes (Busse et Lemanske, 2001).
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Phase Précoce Phase tardive

Jo l

-10 —

-20 T

Variation moyenne de FEV1 (%)

0 2 10
Time (h)
Réponse précoce : Réponse tardive :
-Bronchoconstriction - Activation et Recrutement des

- Dégranulation des éosinophiles et lymphocytes Th

mastocytes - Libération de facteurs pro-
inflammatoires (inflammation,
oedéme, mucus)

Figure 3: Développement de 2 phases distinctes: précoce et tardive chez un individu
sensibilisé en réponse a l'allergéne (figure adaptée de Pettipher, 2008). FEV1 = Forced Expired
Volume in 1 seconde (VEMS)

2.6 Les principaux acteurs

De nombreuses cellules et médiateurs dont les prostaglandines sont impliqués

dans l'inflammation bronchique constatée chez le sujet asthmatique.

2.6.1 Les médiateurs de l’'inflammation

De nombreux médiateurs sont impliqués dans I'asthme allergique tels que :

les amines vasoactives, premiers médiateurs libérés lors du déclenchement
du mécanisme inflammatoire (sérotonine des plaquettes, histamine des
mastocytes, basophiles et plaquettes).

les médiateurs lipidiques, dérivés des phospholipides membranaires
comprennent les dérives de [l'acide arachidonique tels que les
prostaglandines (voir Partie Il) et les leucotriénes.

les cytokines qui sont des protéines de communication qui orchestrent les

interactions cellulaires (voir 2.6.4)
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- les enzymes lysosomiales qui sont déversées dans le milieu extérieur par la
lyse des polynucléaires et qui entrainent un remodelage de la matrice extra-

cellulaire.

2.6.2 Les immunoglobulines E

Les IgE, initialement nommées « réagines » constituent les principaux acteurs de
I'allergie immédiate. Comme toutes les immunoglobulines, I'lgE est formée de

I'association de deux chaines Iégéres et de deux chaines lourdes [Figure 4].

Parmi les cing classes d'immunoglobulines présentes dans l'organisme, elles
sont celles dont la concentration et la durée de vie dans la circulation sont les plus
faibles. Tout individu fabrique ces anticorps, mais le taux d’IgE sérique peut

s’accroitre d’un facteur 10 a 100, voire plus, en cas d’atopie (Dessaint, 2003).

Figure 4 : La structure de I'lgE.

L’IgE est formée de I'association de deux chaines légéres (représentées en jaune) et de deux chaines
lourdes (en bleu et vert). Ces chaines sont structurées en domaines variables (VL et VH) et constants
(CL et CH1 a CH4), pour constituer deux modules identiques de reconnaissance de I'antigéne (Fab)
et une région constante (Fcg), formée par I'appariement des domaines constants présents sur les
chaines lourdes : CH2 a CH4.

L’IgE exerce ses effets biologiques par l'intermédiaire de récepteurs portés par
des cellules cibles, notamment présents sur les mastocytes et polynucléaires
basophiles mais aussi sur les éosinophiles et les cellules dendritiques. Deux

principaux récepteurs membranaires des IgE ont été identifiés :

- récepteur de forte affinité pour I'lgE (FceRIl), abondant a la surface des

mastocytes et basophiles ;
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- récepteur de faible affinité pour I'lgE (FceRIl).

Le récepteur de forte affinité impligue une fixation durable des IgE libres a la
surface des basophiles et mastocytes. Ces récepteurs sont monovalents : une seule
molécule d’IgE peut se fixer par récepteur. Cette fixation protége I'lgE et le récepteur
contre la dégradation, ce qui explique le délai possible entre la sensibilisation des
cellules et le déclenchement de Il'anaphylaxie aprés exposition a [allergéne
(MacGlashan et al., 1999). De plus, I'expression du FceRI par les mastocytes et
basophiles est induite par I'lgE, ce qui explique l'augmentation progressive de
densité du récepteur sur les cellules durant I'enfance, plus rapide chez les sujets
atopiques (Wada et al., 1999).

L’activation du mastocyte ou du basophile est le résultat de l'agrégation des
récepteurs membranaires sous l'effet de la formation du complexe immun (pontage
des IgE par lallergéne multivalent). La dimérisation des récepteurs suffit a la
délivrance d’un signal activateur. Souvent, 'excés d’antigénes aboutit a la formation
de complexes immuns ou une seule molécule d’IgE est complexée a une seule
molécule d’antigéne, ce qui ne provoque pas le regroupement des récepteurs
(Dessaint, 2003).

D’autres cellules que les mastocytes et basophiles peuvent exprimer des
récepteurs pour I'lgE tels que les éosinophiles, les macrophages, les cellules
dendritiqgues. Deux types de récepteurs ont été identifiés sur ces cellules : un variant
du FceRI et la lectine FceRII pour laquelle I'interaction avec I'lgE est de faible affinité
(Shi et al., 1997). Leur expression est faible comparée a celle du FceRI sur les

mastocytes et basophiles.

Les cellules activées par les IgE jouent le role de cellules effectrices, sources de
médiateurs immédiats ou retardés de la réaction allergique et contribuent également
a linduction et a la régulation des réponses lymphocytaires, qui contrdlent la

production de I'lgE et la réponse inflammatoire.

2.6.3 Les cellules impliguées dans le mécanisme allergique

A) Les lymphocytes

Les lymphocytes T et B sont des cellules qui proviennent de cellules souches

hématopoiétiques et qui se différencient soit dans le thymus pour la lignée T, soit
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dans la moelle osseuse pour la lignée B. Ce sont des cellules de petite taille avec un
grand noyau et peu de cytoplasme [Figure 5].

Figure 5 : Photographie d’un lymphocyte issu d’un frottis sanguin humain (grossissement x
1000)

A la différence des lymphocytes B, dont la reconnaissance spécifique de
'antigéne passe par une interaction directe avec les Ig membranaires, les
lymphocytes T ne peuvent reconnaitre, via leur récepteur T pour I'antigéne (TCR),
gu’un fragment peptidique de I'antigéne. Ce fragment est présenté a la cellule T sous
forme associée a une molécule du Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH) de

classe | ou Il par une CPA.

Les lymphocytes Th caractérisés par le marqueur de différentiation 4 (CD4),
responsables de l'initiation et de la régulation des réponses immunes, reconnaissent
les peptides présentés par des molécules du CMH de classe Il. A linverse, les
lymphocytes T-cytotoxiques (Tc) caractérisés par le marqueur CD8, impliqués dans
les réponses a meédiation cellulaire reconnaissent les peptides associés aux
molécules CMH de classe | (Roitt et Rabson, 2002).

a) Roéle des lymphocytes Th

Bien que les lymphocytes Tc puissent étre impliqués dans la physiopathologie de
'asthme (Hamelmann et al., 1996), c’est le rdle des lymphocytes Th qui est le mieux
connu dans cette pathologie. Ainsi, il a été montré que le recrutement d’éosinophiles
dans les voies aériennes de souris sensibilisées et provoquées par un allergéne était
diminué chez les animaux pré-traités par un anticorps monoclonal dirigé contre les
cellules Th (Nakajima et al., 1992).
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Des données similaires ont été rapportées chez des souris déficientes en
lymphocytes Th (Hogan et al., 1998). En effet, la déplétion en ces lymphocytes
prévenait également le développement de 'HRB. De plus, il a été montré chez des
patients atteints d’asthme sévere que l'administration d’un anticorps monoclonal
chimérique dirigé contre les lymphocytes Th améliorait les scores cliniques (Kon et
al., 1998).

b) Orientation de la réponse lymphocytaire Th

Dans les années 1980, il a été proposé de différencier les lymphocytes Th en
deux sous-populations Thl et Th2 (Mosmann et al.,, 1986). Cette classification
repose sur la fonctionnalité des cellules T et leur capacité a produire certaines

cytokines.

Ainsi, les cellules Th1 produisent de I'lL-2 et de I'INFy impligués dans
I'hypersensibilité retardée et 'immunité protectrice vis a vis de microorganismes a
développement intracellulaire. A l'inverse les cellules Th2 sécrétent de I'lL-4, IL-5, IL-
13 et IL-10 ce qui favorise la production d’IgE par les lymphocytes B et induit la
croissance et la différenciation des éosinophiles (Mamessier et Magnan, 2006).

L’orientation du profil lymphocytaire se fait au moment de la présentation de
I'antigéne aux cellules Th indifférenciées (ThO0). L'interaction du TCR et de I'antigéne
lié au CMH Il initie une cascade d’événements qui induit I'activation des lymphocytes
Th, qui proliferent et se différencient. L’environnement en cytokines au cours de cette
activation détermine le profil lymphocytaire Th1 ou Th2. Ainsi, I'lL-4 est essentielle
pour le développement d’'une réponse Th2 et I'lL-12 est essentielle pour le

développement d’'une réponse Th1 [Figure 6].

c) L’asthme allergique : une réponse Th2

Différentes études ont montré I'importance des lymphocytes Th2 dans la maladie
asthmatique. Il a d’ailleurs été montré que les cellules du liquide de lavage broncho-
alvéolaire chez le sujet asthmatique présentent un profil Th2 préférentiel et ce, méme
dans I'asthme allergique en début d’évolution (Robinson et al., 1992). De plus, chez
I'asthmatique, 'augmentation du nombre de lymphocytes Th2 apres exposition a un
allergene est associée a 'augmentation du nombre d’éosinophiles observée au cours

de la réaction asthmatique tardive (Olivenstein et al., 1999).
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Le role majeur des lymphocytes Th2 dans l'asthme a été confirmé par des
études chez la souris. En effet, le transfert de clones lymphocytes Th2 de souris
sensibilisées a des souris non sensibilisées, entraine, aprés provocation allergénique
des animaux receveurs, un recrutement d’éosinophiles et une HRB. Cependant, le
transfert de clones lymphocytes Th1 spécifiques de I'allergene n’induit aucun de ces
effets (Cohn et al.,, 1998). Il en résulte une dualité fonctionnelle entre les deux
systemes Th1-Th2 [Figure 6].

Activation des macrophages, cellules
NK, Tc

Immunité majoritairement cellulaire

IL-12 @DD ; Cytokines de type 1
IFN-y
o

\ S
IL-4 @ | e—— ‘ Cytokines de type 2

Production d’anticorps
Immunité humorale

Figure 6 : Différentiation Thl et Th2.

Selon I'environnement en cytokines, les cellules ThO se différencient en lymphocytes Th1 ou Th2 et
secretent respectivement, des cytokines impliquées dans I'immunité cellulaire et dans I'immunité
humorale. Les deux populations de cytokines sont mutuellement antagonistes : les cytokines Thl
inhibent le développement des lymphocytes Th2 et inversement. Cellules natural killer (NK)

B) Les cellules dendritigues

Les cellules dendritiques constituent une population cellulaire hétérogéne bien
gu’elles proviennent de la méme cellule souche CD34+ de la moelle osseuse. On
distingue trois populations différentes : les cellules dendritiques interstitielles ou
myéloides, les cellules de Langerhans et les cellules dendritiques dites
plasmacytoides, dénommeées ainsi en raison de similitudes avec le plasmocyte
(David, 2003).

Durant leur maturation, les cellules dendritigues remplissent des fonctions
distinctes. En effet, en stade immature, elles sont plutbt spécialisées dans
I'acquisition et 'apprétement d’antigéne. Ensuite, au cours de leur maturation, cette

capacité est perdue au profit de leur capacité a stimuler les cellules T naives
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(Schuler G et al., 1997). Morphologiquement, elles développent de longues dendrites

qui leur permettent de prendre contact avec de nombreuses cellules T [Figure 7].

Elles sont présentes dans tout 'organisme et particulierement dans les organes
en situation d’interface avec I'environnement comme les muqueuses respiratoires.

Elles sont donc éminemment exposées aux allergenes inhalés.

Figure 7 : Une cellule dendritique au repos (a gauche) et activée (a droite) (grossissement x
1000).

Au cours de la réponse immune allergique, les cellules dendritiques jouent un
réle primordial aussi bien durant la phase de sensibilisation que pendant la phase de
déclenchement de la réaction allergique. En effet, elles interviennent des la premiere
étape en capturant 'allergéne pour la premiére fois soit par endocytose médiée par
des récepteurs spécialisés (allergene de haut poids moléculaire), soit par absorption
passive (molécules de petite taille) (Holt, 2000).

La deuxieme étape implique la migration des cellules dendritiques des tissus
vers les ganglions lymphatiques régionaux. Cette migration s’accompagne de
phénoménes de maturation avec [l'acquisition de nouveaux récepteurs de
chimiokines. Ces modifications phénotypiques et fonctionnelles transforment les
cellules dendritiques immatures en cellules dendritiques matures qui expriment les
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il ainsi que des
molécules costimulatrices CD40, CD80, CD86 et CD83 (David, 2003). L’ensemble de
ces phénomeénes font des cellules dendritigues matures les stimulateurs les plus

puissants des cellules T naives.

Comme pour les cellules Thl ou Th2, deux sous-populations de cellules
dendritiques ont été individualisées. Les cellules dendritiques myéloides sont
responsables de la polarisation Th1 car elles produisent d’abondantes quantités d’IL-

12, cytokine clé dans l'orientation de la réponse de type Thl. Par contre, les cellules
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dendritiques plasmacytoides induisent une réponse Th2 (Rissoan et al., 1999). Cette
dichotomie est actuellement controversée et certaines études ont montré que les
cellules dendritiques myéloides peuvent induire une réponse Thl et une réponse
Th2 (Langenkamp et al., 2000), le facteur critique étant la concentration d’IL-12
sécrétée par les cellules dendritiques (Kalinski et al., 1999). Cette sécrétion peut étre
contr6lée par plusieurs facteurs tels que la nature de l'allergéne, les molécules
costimulatrices et le micro-environnement cellulaire (cytokines, chimiokines,
meédiateurs inflammatoires). En effet, certaines prostaglandines, en particulier la
PGE, et la PGD, régulent négativement la production d’IL-12 et favorisent
I'’émergence d’un profil Th2, caractéristigue immunologique chez les sujets atopiques
(Gosset et al., 2003 ; Kalinski et al., 1999).

La présentation de I'antigéne aux lymphocytes T par les cellules dendritiques est
donc une étape cruciale non seulement pour initier, mais aussi pour déterminer la

nature de la réponse immunitaire engagée.

C) Les mastocytes

Les mastocytes ont été découverts par Ehrlich vers 1877. Ces cellules sont
impliquées dans le mécanisme d’hypersensibilité immédiate qui constitue la base
physiopathologique de I'allergie. Ce sont de volumineuses cellules mononucléées,
appelées ainsi en raison de la présence de granules spécifigues dits

métachromatiques intra cytoplasmiques.

Les mastocytes sont distribués dans la muqueuse bronchigue tout au long du
tractus respiratoire. Il existe une grande diversité morphologique, correspondant a
des différences dans la nature des protéases et des cytokines qu'ils contiennent (Lee
et al.,, 1985). Ce sont les principales cellules, avec les polynucléaires basophiles,
porteuses de récepteurs membranaires de forte affinité pour les IgE, le FceR1. lIs
sont donc capables de fixer ces anticorps a leur surface. L'expression du récepteur
est quantitativement importante (10000-200000 récepteurs par cellule) et serait
augmentée sous l'effet des IgE elles-mémes (Tunon De Lara, 2003). C’est pourquoi,
les mastocytes sont associés a la phase initiale de la réaction allergique IgE
dépendante.

Ainsi, aprés activation par I'allergéne, ils libérent de multiples médiateurs stockés

(histamine) et/ou synthétisés (médiateurs lipidiques tels que la PGD;) qui
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interviennent dans la réaction inflammatoire par le biais d’'une action vaso-

régulatrice, ou par leur pouvoir d’attraction cellulaire.

Les préléevements de muqueuse bronchique per-fibroscopie ont permis de mettre
en évidence une dégranulation caractéristigue chez les sujets asthmatiques
comparés aux sujets sains (Djukanovic et al., 1995). Il a également été démontré
gue le nombre de mastocytes au niveau des cellules musculaires lisses bronchiques
(partie effectrice de 'HRB) est plus élevé chez les asthmatiques (Brightling et al.,
2002). La méme observation a été faite dans le liquide bronchoalvéolaire (LBA) de
patients asthmatiques. Ce nombre de mastocytes dans le LBA serait corrélé avec

I'HRB au cours d’une provocation allergénique (Beasley et al., 1989).

De plus, les mastocytes activés par les IgE constituent une source importante de
cytokines dont certaines, notamment 'lL-5, sont capables d’entretenir et d’amplifier la
réaction inflammatoire, en particulier par le biais du recrutement d’autres cellules

comme les éosinophiles (Bradding et al., 1994).

Ainsi, les mastocytes jouent un réle central dans la physiopathologie de I'asthme
allergique. lls résument a eux seuls les caractéristiques de l‘allergie avec la fixation
des IgE, l'activation par l'allergene puis la libération et la production de médiateurs

ayant un effet délétére sur les organes cibles.

D) Les polynucléaires éosinophiles

Tout comme le mastocyte, le polynucléaire éosinophile a été découvert par Paul
Ehrlich en 1879. Ces cellules possedent un noyau bilobé et leur cytoplasme contient
des granulations volumineuses qui se colorent en rouge orangé au moyen de

I'éosine, d’ou les éosinophiles tirent leur nom [Figure 8].

| /

Figure 8 : Exemple de coloration a I'éosine d’un frottis sanguin montrant un éosinophile.
(grossissement 1000x)
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Leur développement et leur maturation s’effectuent dans la moelle osseuse a
partir d’'un progéniteur hématopoiétique exprimant la molécule CD34 a sa surface.
L’IL-5 est la principale cytokine impliqguée dans la différentiation des polynucléaires
eosinophiles dans la moélle osseuse. Les éosinophiles matures se retrouvent
principalement dans les tissus, notamment au sein des tissus formant une interface

avec I'environnement tels que le tractus pulmonaire (Kato et al., 1998).

Le recrutement tissulaire des éosinophiles au site de I'inflammation allergique
s’effectue d’une part grace a des molécules d’adhérence (sélectines et intégrines),
d’autre part par l'intervention de facteurs chimiotactiques. Ces facteurs sont soit des
cytokines, principalement les éotaxines, I'lL-8, RANTES (Regulated upon Activation
in Normal T cells Expressed and Secreted), soit des protéines du complément, ou
des médiateurs lipidiques (PGD). Aprés des tests de provocation allergénique, une
production accrue de chimiokines a été mise en évidence au sein de la muqueuse

bronchique (Powell et al., 1996).

Ces facteurs chimiotactiques possédent également la capacité d’activer les
éosinophiles ce qui se traduit par une modification des marqueurs membranaires de
la cellule ainsi que par des modifications morphologiques qui entrainent des
changements de densité cellulaire (Prin et al., 1983). La cellule activée acquiert une
taille plus importante et libére des médiateurs dont des protéines basiques, lytiques
ou activatrices, issues de ses granules spécifiques. Ces protéines (la protéine
basique majeure, la protéine cationique et la peroxydase de I'éosinophile) ont une
activité cytotoxique directe sur les cellules du revétement bronchique (Walsh GM,
2001). La protéine basique majeure notamment est capable d’accroitre 'HRB en
provoquant la formation de pores dans les cellules ce qui entraine une

bronchoconstriction.

L’éosinophile possede également la capacité de produire de nombreuses
cytokines et chimiokines, ce qui peut expliquer en partie I'effet pro-inflammatoire de
cette cellule une fois recrutée dans les bronches. Certaines cytokines libérées
participent au recrutement d’autres cellules inflammatoires et au développement de
la fibrose (IL-1, 6, 8, TNF-a). L’IL-3, 5 et le facteur de croissance des granulocytes et
macrophages (GM-CSF) retardent I'apoptose des éosinophiles localement et
contribuent au maintien de la réponse inflammatoire (Prin et al.,, 2003). Les
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polynucléaires éosinophiles générent également des eicosanoides tels que les
leucotrienes et les prostaglandines qui font partie des substances a l'origine des

symptémes de I'asthme (Bandeira-Melo et al., 2002).

Les éosinophiles présentent des fonctions immunomodulatrices en participant a
la régulation de la réponse immune. En effet, ils sont capables d’interagir avec des
lymphocytes T via des molécules CMH Il qu’ils expriment a leur surface. lls ont donc
la capacité de présenter I'antigéne et d’induire la prolifération des lymphocytes T (Shi
et al., 2000).

Ainsi, cette population cellulaire présente des potentialités multiples en rapport

avec la physiopathologie de I'asthme.

2.6.4 Les cytokines

Les cytokines sont des messagers protéiques solubles, sécrétés par une cellule
de maniere transitoire. Elles interviennent dans la croissance cellulaire,
inflammation, 'immunité, la différenciation et la réparation cellulaire en se fixant a
des récepteurs de surface plus ou moins spécifiques d’'une cellule. Les cytokines
jouent le role de messagers inter-cellulaires et a la différence des hormones
endocrines, elles agissent localement sur un mode paracrine ou méme autocrine
(Roitt et Rabson, 2002). Les cytokines sont pléiotropiques c’est-a-dire qu’elles ont
des effets multiples sur différents types cellulaires et il existe entre elles une
redondance considérable puisqu’elles peuvent avoir des effets similaires (Kips, 2001)
[Tableau 3].
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Tableau 3: Principales cytokines impliquées dans I'asthme allergique (adapté de Mamessier et
Magnan, 2006).

Récepteur cellulaire et

Principaux effets dans les

Cytokine | Source cellulaire . . L :
expression cellulaire réactions allergiques
- Régulation de la différentiation des
IL-4R/CD124 cellules T vers un profil Th2
Lymphocytes Th2 Lymphor::ytes, ;jEntIraéne les plasmocytes a sécréter
IL-4 activés, mastocytes, macrophages, es’g

basophiles, cellules NK1

mastocytes, fibroblastes,
cellules épithéliales et
endothéliales

- Facteur de survie et de croissance
pour les mastocytes

- Induction de la production d’éotaxine
par les cellules épithéliales du poumon

Lymphocytes Th2
IL-5 activés, lymphocytes B, |IL-5R/CD125 - Différentiation, activation, maturation
mastocytes, Eosinophiles et survie des éosinophiles
éosinophiles
Lymphocytes T naifs et
mémoires Thi, Th2, IL-10Ra & B - Inhibition de I'activation des
IL-10 lymphocytes B, cellules | Monocytes, macrophages
NK, monocytes, et cellules dendritiques macrophages et des lymphocytes
macrophages
CPA, cellules | I;]egg]%lguzns qrehlla différentiation en
IL-12 dendritiques, IL-12R1 & 2/CD212 ymp _yt . ,
éosinophiles - Ind.uc_:t_lon dela produptlon ,d IFN-y
- Inhibition de la synthése d’IgE
Lymphocytes Th2 —ECommutation isotypique vers le type
IL-13 activés, mastocytes, IL-13R/CD213 . L
cellules NK - Augmenta’\t’lon d_e la sécrétion de
mucus et d’éotaxine
Lymphocytes Th1l, - Principal activateur des macrophages
IEN-y lymphocytes IEN-YR - Activation des cellules endothéliales
cytotoxiques et cellules v - Antagonise la réponse Th2 et la
NK production d’IgE
- Stimule 'accumulation de leucocytes
au site de I'inflammation
TNF-o. Macrophages, TNE-oR - Stimule les macrophages a produire

monocytes, cellules NK

de I'lL-1
- Stimule les cellules endothéliales et
les fibroblastes

A) Cytokines Th2

Les cytokines caractéristiques produites par les cellules de type Th2, notamment

'IL-4, I'lL-13 et I'lL-5 jouent un réle primordial dans la réponse immunitaire allergique.

a) Interleukine-4

L’IL-4 est principalement sécrétée par les lymphocytes Th2, mais les mastocytes

et les éosinophiles sont également capables d’en libérer (Lamkhioued et al., 1995).

L’expression de l'lL-4 (a la fois TARNm et la protéine) est augmentée dans les

biopsies bronchiques de patients asthmatiques comparés a des contréles sains. De

43




plus, le nombre de copies d’ARNm d’IL-4 détecté dans les biopsies bronchiques de
patients souffrant d’asthme allergique est corrélé positivement avec les taux d’IgE

présents dans le sérum (Humbert et al., 1996).

L’IL-4 est un facteur de croissance et de différentiation pour les lymphocytes,
mais aussi pour les basophiles et mastocytes (Ricci et al., 1997). Des études
expérimentales chez I'animal ont permis de montrer que les lymphocytes de souris
déficientes en IL-4 ne présentaient pas de profil Th2 aprés sensibilisation et
provocation allergénique (Coyle et al., 1995). Ceci confirme le fait que I'lL-4 est une
cytokine clé dans l'orientation et la différentiation des lymphocytes T naifs vers le

phénotype Th2.

De plus, I'lL-4 joue un r6le majeur dans la production des IgE par les lymphocytes
B. En effet, cette cytokine a un effet sur la commutation isotypique des
immunoglobulines vers le type E et induit également la différentiation plasmocytaire
des lymphocytes B (Ryzhov et al., 2004). La délétion du géne de I'lL-4 dans un
modeéle animal a confirmé le role essentiel de cette cytokine dans l'induction de la

réponse IgE (Brusselle et al., 1994).

Il semblerait également que I'lL-4 puisse jouer un rdle dans l'inflammation
éosinophilique. Ainsi, une équipe a rapporté que le recrutement d’éosinophiles en
réponse a une provocation allergénique était tres atténué chez des souris
sensibilisées déficientes en IL-4 comparées a des souris sauvages (Brusselle et al.,
1994 ; Hamelmann et al., 2000). Ce recrutement pouvait étre restauré par I'apport
local d’IL-4 dans le poumon (Hamelmann et al., 2000). De plus, il a été observé que
linhalation d’IL-4 humaine recombinante permettait d’induire un infiltrat
eosinophilique au niveau des voix aériennes de patients asthmatiques (Shi et al.,
1998).

Cette cytokine ne peut étre responsable a elle seule de toutes les caractéristiques

observées dans I'asthme et d’autres cytokines sont impliquées dans cette maladie.

b) Interleukine-13

Tout comme I'lL-4, I'lL-13 est produite par les lymphocytes Th2 chez 'lhomme et
la souris, par les Th1 uniquement chez 'homme, mais aussi par les basophiles,

mastocytes et éosinophiles (Schmid-Grendelmeier et al., 2002).
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Cette cytokine est également présente en grande quantité dans les voies aériennes
de patients asthmatiques (Huang et al., 1995 ; Humbert et al., 1997 ; Naseer et al.,
1997). L’administration d’IL-13 recombinante humaine permet de déclencher des
symptoémes de 'asthme comme une infiltration en éosinophiles et une hypersécrétion
de mucus (Blanchard et al., 2005).

Les effets biologiques de I'lL-13 sont trés similaires a ceux de I'lL-4 puisque ces
cytokines partagent une méme sous-unité du récepteur a I'lL-4 (Gauchat et al.,
1997). Il a été proposé que l'lL-4 ait un rdle crucial dans la différentiation des
lymphocytes T naifs vers le phénotype Th2 lors de la premiére sensibilisation et que
I'lL-13 ait un rdle plus important lors des expositions secondaires a l'allergéne (De
Vries, 1998 ; McKenzie et al., 1999). En effet, I'administration d’anticorps anti 1L-4
lors de la sensibilisation inhibe le développement Th2 ce qui confirme l'importance
de cette cytokine dans la réponse précoce a l'allergéne. Cependant, 'administration
d’'un traitement anti-IL4 a des animaux déja sensibilisés a un effet moindre au niveau
de la production des cytokines Th2, de linfiltration des éosinophiles et de 'HRB
(Coyle et al., 1995). Ceci confirme les données in vitro montrant que les cellules T

ayant acquis le phénotype Th2, deviennent IL-4 indépendantes (Huang et al., 1997).

La neutralisation de la libération endogéne de I'lL-13 par une protéine de fusion
IL-13Ra2Fc lors d’'une seconde exposition a un antigéne inhibe les caractéristiques
de l'asthme dans des modéles murins (Grunig et al., 1998 ; Taube et al., 2002). Ces
résultats suggérent que I'lL-13 joue un rble plus important que l'lL-4 lors de la

seconde exposition a un antigene.

c) Interleukine-5

Une augmentation importante des taux d’IL-5 ainsi que de 'ARN codant pour sa
synthese est détectée dans les biopsies bronchiques de patients asthmatiques
(Humbert et al., 1996). Cette observation est confirmée par les données obtenues
dans les modeéles d’animaux sensibilisés et provoqués par un allergéne chez
lesquels les taux d’'IL-5 sont augmentés dans les lavages bronchoalvéolaires en

comparaison avec des animaux contréles (Gavett et al., 1997).

L’IL-5 joue un rble essentiel dans la différentiation des éosinophiles a partir de
leurs précurseurs hématopoiétiques (Stirling et al, 2001), leur maturation, leur

chimiotactisme et leur activation. Elle assure également la survie de I'éosinophile en
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bloquant le processus apoptotique. Sans facteurs de survie, I'éosinophile entre en

apoptose en seulement quelques heures in vitro (Yamaguchi et al., 1988).

En activant les éosinophiles, [I'lL-5 induit la libération d’autres agents
chémotactiques comme I'éotaxine et les protéines basiques responsables des

dommages tissulaires (Mamessier et Magnan, 2006).

Dans les modéles animaux visant a reproduire les caractéristiques de I'asthme, la
sur-expression d’IL-5 induit un infiltrat éosinophiligue accru dans les LBA ou les
tissus par rapport a des animaux sains (Lefort et al.,, 1996). Par contre, la
neutralisation de I'lL-5 a 'aide d’anticorps spécifiques ou encore l'utilisation de souris
déficientes en IL-5 inhibe cet infiltrat et améliore la fonction respiratoire (Foster et al,
1996). Cette inhibition peut étre levée par I'apport exogéne d’IL-5 (Hamelmann et al.,
2000).

B) Cytokines Thl

Les cytokines de la réponse Th1, comme I'lL-12 et I'IFNy, sont impliguées dans
les mécanismes de défense de I'immunité a médiation cellulaire et s’opposent a la

maladie allergique.
a) IL-12

L’expression d’IL-12 est réduite dans les biopsies de poumons de patients

asthmatiques en comparaison avec des patients sains (Naseer et al., 1997).

Cette cytokine est produite par les CPA et est connue pour jouer un réle important
dans la différentiation des lymphocytes T naifs vers un profil Thl (Rissoan et al.,
1999). Des modeéles animaux ont permis de confirmer que I'administration exogéne
d’'IL-12 lors de la premiére sensibilisation supprimait le développement d’une
réponse Th2 en faveur d’'un profil Th1 (Gavett et al., 1995 ; Kips et al., 1996 ).

En effet, 'administration d’IL-12 a des souris sensibilisées et provoquées par un
allergene permet de prévenir I'inflammation éosinophilique et 'lHRB. En accord avec
ces resultats, des souris déficientes en IL-12, sensibilisées et provoquées par un
allergéne, présentent des taux d’éosinophiles dans leurs lavages bronchoalvéolaires

augmentés par rapport a des souris contréles apres provocation (Zhao et al., 2000).
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L’ll-12 agit sur la production d’autres cytokines, elle induit la production d’IFN-y et
diminue celle d’IL-5 (Lee et al., 1999).

b) IEN-y

Les données disponibles suggérent que les taux d’IFN-y (ARNm et protéine)
auraient tendance a étre augmentés chez les sujets asthmatiques par rapport a des
sujets sains (Cho et al., 2005 ; Quaedvlieg et al., 2006 ; Truyen et al., 2006). De plus,
les taux d’ARNm d’IFN-y sont plus élevés chez des sujets asthmatiques allergiques
comparés a des sujets asthmatiques non allergiqgues (Quaedvlieg et al., 2006 ;
Truyen et al., 2006).

Or, les modéles animaux ont permis de mettre en évidence le réle inhibiteur de
I'IFN-y sur la réponse immunitaire de type Th2 (Lack et al., 1996 ; Li et al., 1996). En
effet, 'administration par aérosol d’'IFN-y dans les voies aériennes de souris
sensibilisées et provoquées par un allergéene entraine une diminution de la
production d’IgE spécifiques (Hofstra et al., 1998). De plus, I'lFN-y semble avoir
également un effet inhibiteur sur le recrutement des éosinophiles dans les voies
aériennes de souris rendues asthmatiques (Lack et al., 1996). Récemment, une
équipe a montré qu’un polymorphisme du gene codant pour 'lFN-y, entrainant une
diminution de sa production, augmentait la susceptibilité de développer des maladies
atopiques (Hussein et al., 2009).

Néanmoins, I'action de I'lFN-y sur I'inflammation allergique est sujet a controverse
puisque certaines études sur I'animal ont démontré I'importance des cellules Thl
dans l'inflammation (Cui et al., 2005 ; Hansen et al., 1999) et dans ’'HRB induite par
I'allergéne (Hessel et al., 1997). De plus, I'administration d’IFN-y chez 'homme s’est
révélée décevante jusqu’'a ce jour (Boguniewicz et al., 1995 ; Boguniewicz et al.,
1993).

C) Autres cytokines

De nombreuses autres cytokines, comme le TNF-a mais aussi I'lL-10 jouent un

réle prépondérant dans I'asthme allergique.

Le TNF-a entraine des effets pro-inflammatoires tels que le recrutement des

leucocytes via linduction d’'une augmentation des molécules d’adhésion, ou
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'induction de la synthése de cytokines et chemokines (Hirata et al., 1998). I
intervient également dans le remodelage des voies aériennes, observé chez les
patients asthmatiques, en stimulant les cellules mésenchymateuses comme les
fibroblastes et les cellules musculaires lisses (Amrani et al., 1996). Indépendamment
de ces effets, le TNF-a agit aussi sur 'HRB. De plus, les patients avec un asthme
réfractaire montrent une régulation positive de cette cytokine (Howarth et al., 2005 ;
Berry et al., 2006).

A l'opposé, I'lL-10 est considérée comme une cytokine anti-inflammatoire
puisqu’elle inhibe la synthése de nombreuses cytokines pro-inflammatoires a la fois
Thl et Th2 (Koulis et Robinson, 2000). L’ll-10 est également capable de réduire la
synthése de collagéne de type | ainsi que la prolifération des cellules musculaires
lisses, ce qui entraine un effet bénéfique sur le remodelage des voix aériennes
observé dans I'asthme (Reitamo et al., 1994 ; Selzman et al., 1998). Cependant, les
données concernant le potentiel modulateur de cette cytokine chez les patients
asthmatiques sont sujet a controverse. En effet, certains auteurs rapportent une
diminution des taux d’IL-10 dans le LBA de patients asthmatiques comparés a des
sujets sains (Borish et al., 1996) tandis que d’autres indiquent des quantités
similaires de cette cytokine chez les asthmatiques par rapport aux controles (Tillie-
Leblond et al., 1999).

2.7 Les modéles animaux d’asthme

Idéalement, les modeles animaux devraient refléter toutes les caractéristiques de
'asthme observées chez I'homme. Cependant, l'asthme étant une maladie
inflammatoire complexe et les animaux de laboratoire ne la développant pas
spontanément, il n’existe pas de modeéle animal « idéal » mimant parfaitement cette
pathologie. Il est ainsi nécessaire de redéfinir continuellement les modeles établis en

fonction de 'avancée des connaissances en physiopathologie.

Le développement et I'utilisation de ces modeles jouent un réle important dans la
découverte de nouveaux médicaments mais aussi dans la compréhension des
mécanismes mis en jeu dans la maladie, ce qui peut permettre d’améliorer le
diagnostic et le suivi des patients par la proposition de biomarqueurs (Zosky et Sly,
2007).
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Le développement de la plupart des modeles animaux d’asthme implique un
processus de sensibilisation de I'animal a un allergéne, donné le plus souvent par
voie systémique, en association avec un adjuvant comme I'hydroxyde d’aluminium
(alum) ou l'adjuvant de Freund incomplet. L’adjuvant permet d’accroitre le pouvoir
immunogéne de l'allergéne qui lui est mélangé, en facilitant I'ingestion de I'antigene
par les CPA, en induisant des co-stimulateurs...Les animaux sensibilisés sont
ensuite exposés a ce méme allergéne par inhalation, par voie intranasale ou encore
intratrachéale dans le but d’induire une réponse allergique localisée au niveau du
systéme respiratoire (Taube et al., 2004). La réponse obtenue dépend de la méthode
de sensibilisation utilisée, du choix de I'antigéne (Johnson et al., 2004) et de I'espéce
(Kurucz et Szelenyi, 2006) et parfois méme de la souche (Hylkema et al., 2002 ;
Whitehead et al., 2003).

Les modeéles employant la souris sont les plus communément utilisés. Ils
présentent I'avantage de répondre a de nombreux allergénes comme |'ovalbumine
(OVA) (Kumar et al., 2008 ; Hylkema et al., 2002), les allergénes de cafard (Lukacs
et al., 2008), les acariens (Johnson et al., 2004), Aspergillus fumigatus (Mehlhop et
al, 1997). De plus, le développement de souris transgéniques rend ces modeles
intéressants pour étudier les mécanismes pathophysiologiques de [I'asthme

allergique.

Enfin, la disponibilité de ces animaux associée a leur faible colt et surtout 'accés
aux outils immunologiques comme des anticorps monoclonaux spécifiques, en ont

fait un modele de choix.

Cependant, ces modeles murins présentent certains inconvénients. En effet, la
réponse inflammatoire observée chez les souris sensibilisées mises en contact avec
I'allergéne est essentiellement dominée par un afflux d’éosinophiles dans les voies
aériennes. Or, ces cellules ont une importance controversée dans les modéles
d’asthme murins du fait de I'absence de dégranulation contrairement a I'observation

faite sur des éosinophiles humains (Malm-Erjefalt et al., 2001).

De plus, les médiateurs libérés par les mastocytes provenant de rongeurs sont
sensiblement différents de ceux libérés par les cellules humaines (Bischoff, 2007).
Ainsi, les mastocytes de rongeurs libérent de la sérotonine qui n’est pas connue pour

jouer un réle dans I'asthme humain.
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L’'un des inconvénients majeurs des modéles animaux murins est la difficulté
d’établir des modéles d’asthme chronique permettant, entre autres, I'étude du
remodelage bronchique (Fulkerson et al., 2005). En effet, I'exposition répétée a
l'allergéne des souris ou des rats préalablement sensibilisés peut entrainer le
développement d’'une tolérance et par conséquent une suppression de la réponse
inflammatoire et de ’'HRB (Kumar et al., 2008 ; Ostroukhova et al., 2004 ).

Il n'existe pas de modéle animal d’asthme idéal et c’est sans doute pourquoi il
existe une multitude de modeles décrits dans la littérature [Tableau 4]. Plusieurs
revues reprennent les principales caractéristiques des modéles murins utilisés dans
la compréhension de I'asthme (Kumar et al., 2008 ; Nials et Uddin, 2008 ; Zosky et
Sly, 2007).

Tableau 4 : Exemples de modéles animaux d’asthme.

Espece/

Ré-exposition a

Sensibilisation Caractéristiques de laréponse Références

) .
souche I’allergéne

Souris/ OVA/Alum (i.p) |20 min inhalation aérosols | Bronchoconstriction avec phase | Cieslewicz et
BALB/c @ jours O et 14 OVA aux jours 28-30 (1%) | précoce et retardée al., 1999
et au jour 32 (5%)
Souris/ OVA/Alum (i.p.) |Aérosols d’'OVA aux jours |HRB, eosinophiles, lymphocytes | Hamelmann et
BALB/c @ aux jours O et 14|28 a 30 et cytokines augmentés dans le |al., 1999
lavage bronchoalvéolaire.

Souris/ Oeufs de CEufs de blattes en Inflammation éosinophilique, Lukacs et al.,
BALB/c & blattes/adjuvant | solution : HRB, hyperplasie des cellules a | 2008

incomplet de e (2ug, i.n) au jour 14 mucus, cytokines Th2

Freund (i.p.) au augmentées

jour 0. e (6ug, i.t.) aux jours 19

et21

2.8 Traitement de I’asthme : classes thérapeutiques disponibles

Les médicaments disponibles peuvent étre classés en deux groupes: le
traitement de fond, devant généralement se prendre régulierement et a long terme,
qui vise la composante inflammatoire de I'asthme, et le traitement de la crise pour les

exacerbations aigues.
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On distingue ainsi :

= des anti-inflammatoires, de type :
- corticostéroides
- antileucotrienes
- cromones
- théophylline et dérivés
- antihistaminiques

= des bronchodilatateurs qui agissent soit :
- par stimulation adrénergique (B, agonistes)

- soit par inhibition de la composante vagale (anticholinergiques).

2.8.1 Traitement anti-inflammatoire de I'asthme

A) Les corticostéroides inhalés (CSI)

De nombreuses spécialités présentées sous diverses formes (aérosol-doseur,
poudre pour inhalation...) sont actuellement sur le marché, notamment Ila
béclomethasone dipropionate (Béclojet®), le budésonide (Pulmicort®), la fluticasone
(Flixotide®).

Les CSI ont une action anti-inflammatoire locale puissante sur l'inflammation
bronchique (GINA, 2008). Leur action prédomine sur la phase tardive de la réaction
asthmatique qui survient 6 a 12 heures apres une provocation allergénique. lls
exercent des effets multiples sur les cellules impliguées dans le phénomeéne
immuno-inflammatoire telles que les Ilymphocytes, les éosinophiles et les
mastocytes. En effet, le nombre de ces cellules est fortement diminué dans le LBA et
la paroi bronchique de patients traités par des glucocorticoides inhalés (Barnes et
Adcock, 2003).

Leur récepteur fait partie de la superfamille des récepteurs nucléaires. Ces
récepteurs subissent une translocation dans le noyau a 'arrivée de ’hormone puis se
lient a un site spécifique localisé sur 'ADN. Il s’ensuit une transcription génomique
conduisant aux syntheses protéiques. Les glucocorticoides exercent de nombreux

effets génomiques. lls sont capables de conduire a la synthese de facteurs anti-
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inflammatoires comme la lipocortine qui inhibe la phospholipase A2 (PLA2), ce qui
entraine une inhibition des facteurs inflammatoires tels que les leucotrienes et les

prostaglandines.

Les corticoides permettent de diminuer la synthese de protéines pro-
inflammatoires et d’augmenter celle de protéines anti-inflammatoires. Par exemple,
in vitro, la fluticasone inhibe I'lL-5 et 13 et augmente la synthése de I'lL-10 par des

lymphocytes CD4+ stimulés avec I'allergéne (Peek et al., 2005).

Par voie inhalée, les corticoides sont principalement indiqués dans le traitement
de fond de I'asthme persistant (dés qu’un B, stimulant est utilisé plus de 3 fois par
semaine) (GINA, 2008). lls ont peu deffets secondaires par voie locale,
principalement des candidoses oro-pharyngées et des irritations locales. Cependant,
un surdosage peut entrainer un retentissement sur I'axe hypothalamo-hypophysaire.
Or, il existe une grande variabilité dans la réponse aux CSI et certains patients
nécessitent des doses plus élevées ce qui augmente le risque d’effets secondaires
(GINA, 2008).

B) Les antileucotrienes

Cette classe est représentée par le montelukast (Singulair®).

Le montelukast est un antagoniste sélectif des récepteurs aux cystéinyl
leucotrienes, médiateurs pro-asthmatiques produits par les mastocytes et les
éosinophiles. Les leucotriénes jouent un rdle important dans les deux phases de la
réponse asthmatique. En effet, ils induisent un effet bronchoconstricteur 100 & 1000
fois plus important que celui provoqué par l'histamine (Barnes et al.,, 1984). lIs
entrainent également une augmentation de la production de mucus (Marom et al.,
1982), de la perméabilité vasculaire (Drazen et al., 1980) et un recrutement des
éosinophiles (Foster et Chan, 1991). Chez les patients asthmatiques, les
antagonistes des récepteurs aux leucotrienes sont capables de réduire le nombre
d’éosinophiles au niveau des expectorations, des biopsies bronchiques ainsi que
dans le sang (Holgate et Sampson, 2000). In vitro, ils sont également capables
d’'inhiber de maniére dose-dépendante la libération de cytokines Th2 telles que I'lL-3,
IL-4 et le GM-CSF par des cellules mononucléaires du sang de patients
asthmatiques (Tohda et al., 1999). De plus, une étude a récemment mis en évidence
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que l'association du montelukast a des corticoides inhalés permettait de diminuer le

risque de bronchoconstriction aigué (Ulrick et Diamant, 2010).

Les antileucotrienes sont trés bien tolérés et n’induisent que trés peu d’effets

secondaires comme des céphalées (GINA, 2008).

C) Les cromones

Cette classe est représentée par le : cromoglycate disodique (Lomudal®).

Les cromones sont des médicaments dits « stabilisateurs de membrane ». Leur
propriété principale est l'inhibition de la dégranulation des mastocytes et de la
formation des médiateurs pro-inflammatoires. lls stabilisent la membrane des
mastocytes par inhibition de la pénétration intracellulaire du calcium (Caramori et
Adcock, 2003). lIs interviennent donc a la phase précoce de la réaction asthmatique,
juste apres la stimulation antigénique. In vitro, les cromones semblent étre capables
de moduler la balance Th1l/Th2 (Farrar et al., 1995). Cependant, la plupart des
études cliniques n’ont pas montré d’efficacité de ces médicaments dans I'asthme

persistant comparé au placebo (Van der Wouden et al., 2008).

Lomudal® peut induire, dans de rares cas, des irritations pharyngées, une toux

et un bronchospasme modéré transitoire (GINA, 2008).

D) Théophylline et dérivés

Plusieurs spécialités a base de théophylline sont disponibles, notamment
Dilatrane LP®, Euphylline LA®...

La théophylline est un médicament qui s’apparente a la caféine. Il s’agit de la 1,3
diméthylxanthine. Elle est utilisée depuis plusieurs décennies dans le traitement de
'asthme & travers le monde. Elle posséde de nombreuses propriétés

pharmacologiques :

- au niveau de I'appareil bronchopulmonaire : une action bronchodilatatrice
par inhibition de la phosphodiestérase, ce qui a pour conséquence
d’augmenter le taux d’AMPc (Rabe et al., 1995). Elle inhibe également la

libération d’histamine a partir des mastocytes et basophiles ;

- elle est psychostimulante : elle stimule la fonction respiratoire au niveau

des centres bulbaires (Aubier et al., 1981);
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- au niveau cardiaque, elle entraine des effets inotropes positifs et
chronotropes positifs.

Récemment, des études ont montré que la théophylline administrée a faibles
doses avait des propriétés anti-inflammatoires dans les voies aériennes des patients
asthmatiques (Barnes, 2003 ; Barnes, 2005). En effet, elle permet de réduire
Iinfiltration en éosinophiles et en lymphocytes CD4+ observée chez les asthmatiques
aprés un contact avec l'allergéne (Sullivan et al.,, 1994 ; Jaffar et al., 1996). Il a
également été mis en évidence qu’un traitement par de faibles doses de théophylline
permettait de réduire le nombre de lymphocytes CD4+, CD8+, ainsi que le taux d’IL-4
et -5 dans les cellules issues de biopsies bronchiques provenant de patients
asthmatiques (Djukanovic et al., 1995 ; Finnerty et al., 1996). A plus forte dose, la
théophylline augmente la production d’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire
(Mascali et al., 1996).

Les bases xanthiques peuvent induire des effets indésirables dose-dépendants :

- excitabilité, nervosité, pesanteur gastrique, et, a dose plus forte,
tachycardie, nausées, vomissements, gastralgies, diarrhée,

céphalées, insomnies, tremblements ;

- en fin de grossesse : possibilité d’excitation et de tachycardie chez

le nouveau-né.

La marge thérapeutique de la théophylline est trés étroite (la dose thérapeutique est
proche de la dose toxique), aussi les cas de surdosage ne sont pas rares avec le
risque de tachycardie, agitation, vomissements, convulsions, hyperthermie,
hypotension, hyperventilation, dépression respiratoire, risque de fibrillation
ventriculaire. Ces traitements nécessitent donc une surveillance accrue (GINA,
2008).

E) Antihistaminiques H1

Cette classe de médicaments antiasthmatiques est représentée par le kétotifene
(Zaditen®).

Le kétotifene possede des propriétés antiallergiques : il s’agit d’'un stabilisateur de
membrane avec une propriété antihistaminique (blocage des récepteurs H1), non

bronchodilatateur (Mancel et al., 1999). Le kétotiféne est donc indiqué dans le
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traitement prophylactique de l'asthme bronchique allergique ou a composante

allergique.

Il inhibe la bronchoconstriction et I'accumulation d’éosinophiles dans les voies
aériennes induites par le facteur d’activation plaquettaire (PAF) et la libération

d’histamine.

L'effet indésirable majeur des antihistaminiques est un effet sédatif avec

somnolence diurne.

2.8.2 Traitement bronchodilatateur dans I’'asthme

La stimulation du systeme sympathique au niveau du muscle lisse pulmonaire via

les récepteurs B, provoque une bronchodilatation.

A) Les B, stimulants

Les B, stimulants sont regroupés en fonction de leur latence et durée d'action.
Les B, stimulants d’action bréve sont principalement représentés par le salbutamol
(Ventoline®) et ceux d’action prolongée par le formotérol (Foradil®) et le salmétérol
(Serevent®).

Ces agonistes spécifigues des récepteurs B, adrénergiques induisent une

relaxation du muscle lisse bronchique.

by

Les récepteurs f, adrénergiques sont des récepteurs a 7 passages
transmembranaires couplés a l'adenyl cyclase par une protéine Gs. Leur stimulation
induit la formation d'’AMP cyclique, second messager qui déclenche une cascade de
phosphorylation de protéines impliquées dans la régulation du tonus musculaire
lisse. En effet, 'AMPc induit l'activation d’enzymes, les protéines kinases
dépendantes de I'AMPc ou dépendantes du GMPc, respectivement protéines
kinases A (PKA) et protéines kinases G (PKG).

L’activation des protéines kinases favorise trois types de réponses qui vont concourir
a la relaxation des muscles lisses : une diminution des concentrations en calcium
cytosolique, linhibition des interactions actine-myosine et l'ouverture de canaux
potassiques Ca2+-dépendants de conductance élevée conduisant a une

hyperpolarisation et a une mise au repos de la cellule.
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Lorsque le médicament arrive dans les voies aériennes pulmonaires ['effet
s'installe trés rapidement. Il s'agit d'un antagonisme fonctionnel capable d'induire une
relaxation des muscles lisses bronchiques, quel que soit le médiateur ayant
provoqué la contraction. Par voie pulmonaire, les agonistes f, sont pratiguement

dépourvus de tout effet sur les récepteurs 3, cardiaques.

Cependant, ces médicaments n’ont pas d’effets sur l'inflammation et sont donc

prescrits en association avec les glucocorticoides (GINA, 2008).

Par voie inhalée, les effets indésirables sont tres rares a doses thérapeutiques
car ils sont liés au passage systémique. Cependant un surdosage, notamment avec
les B2 agonistes a action prolongée peut provoquer des problémes cardio-vasculaires
comme une tachycardie, des palpitations, des tremblements, une
hypotension...(GINA, 2008).

B) Anticholinergiques antiasthmatiques

Cette classe de médicaments antiasthmatiques est représentée par l'ipratropium

bromure (Atrovent®) et le tiotropium bromure (Spiriva®).

Le systeme cholinergique comprend 3 types de récepteurs muscariniques M1,
M2 et M3. Les récepteurs M3, postsynaptiques, engendrent les effets systémiques
de l'acétylcholine, notamment I'’hypersécrétion bronchique, une bronchoconstriction,
une vasodilatation. Les antagonistes cholinergiques actuellement commercialisés
sont non spécifiques et bloquent les 3 récepteurs muscariniques sans pour autant
provoquer beaucoup deffets systémiques par voie inhalée. Leur effet
bronchodilatateur qui est plus retardé que celui des B, stimulants, concerne surtout

les grosses bronches proximales (GINA, 2008).

Des essais réalisés avec lipratropium bromure associé a un B, stimulant chez
des patients atteints d’asthme aigu ont permis de mettre en évidence une diminution
des admissions a I'hdpital ainsi qu’une amélioration des fonctions pulmonaires
(Rodrigo et al., 1999).

Le principal effet secondaire des anticholinergiqgues administrés par voie inhalée

est une sécheresse de la bouche (GINA, 2008).
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2.8.3 Autres : anti-IgE

L’'omalizumab (Xolair®) est un anticorps monoclonal recombinant humanisé qui
se lie sélectivement aux IgE et qui, ainsi, réduit la quantité d’'IgE circulantes. Cette
option de traitement est donc réservée aux patients ayant un taux élevé d’IgE,
notamment les patients souffrant d’asthme allergique persistant sévére mal contrélé

par les glucocorticoides inhalés (Humbert et al., 2005).

L’'omalizumab est bien toléré et entraine peu d’effets secondaires chez les
patients de 12 ans et plus (GINA, 2008).

2.9 Prise en charge thérapeutique

Les objectifs principaux de la prise en charge des patients asthmatiques sont :
- d’évaluer la sévérité et le contrble de I'asthme ;

- de rechercher les facteurs de risque, les complications et le risque

d’asthme aigu grave.

2.9.1 Education thérapeutique et contréle environnemental

L’éducation des patients doit faire partie intégrante de la stratégie de prise en
charge de I'asthme. Elle comporte au minimum un apprentissage a I'autogestion du
traitement par le patient. Il est nécessaire que le patient comprenne mieux sa
maladie afin de la gérer au quotidien et de percevoir correctement la présence de
symptdmes indiquant une évolution de I'état respiratoire. De plus, la connaissance
par le patient de I'action des médicaments sur sa maladie permet d’augmenter son
observance au traitement et ainsi d’'améliorer sa qualité de vie.

La base du traitement de I'asthme reste le contrdle environnemental qui permet
d’éviter linstallation de l'inflammation bronchique. Plusieurs actions de prévention
sont possibles pour le patient afin d’éviter 'allergéne. Si ces mesures d’évitement

allergénique n’ont pas un effet suffisant, les médicaments sont alors indiqués.

2.9.2 Stratégie thérapeutique

Le principal objectif du traitement de l'asthme est d’atteindre un niveau de
maitrise conforme aux critéres établis. Le choix des classes thérapeutiques, des

doses et des associations dépendent du traitement de fond en cours et du degré de
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contréle de I'asthme. Le contrdle de I'asthme peut étre classé en 3 niveaux : non
contr6lé, partiellement contr6lé et contrdlé. Les parameétres définissant ces niveaux
de contrdle sont adaptés des lignes directrices internationales (GINA) [Tableau 5].
Une telle classification refléte le fait que non seulement la gravité de l'affection, mais
aussi la facon dont le patient réagit au traitement, sont des marqueurs importants de

la gravité de I'asthme.

Tableau 5 : Niveaux de contrble de I'asthme (adapté du GINA, 2008).

Caractéristiques Controlé Partiellement contrélé Non contrélé
(tous les items sont (au moins 1 item présent
validés) n’importe quelle semaine)
1, SYMEEmES CimeEe < 2/semaine > 2/semaine
2. Limitation des activités '
Aucune Oui
) TS TGS = 3 items du contréle partiel
AUGUN Oui présents n'importe quelle
3 . . semaine
s LeEEL a de_s B < 2/semaine > 2/semaine
stimulants d’action rapide
8. [FemEion PUmenEe Normale < 80% de la meilleure valeur
(VEMS/DEP) ?
personnelle ou valeur prédictive
5, SEEEhENTTS Aucune = 1/an 1 crise n’importe quelle

semaine

En fonction de ce niveau de contrdle, une étape de traitement est déterminée
pour chaque patient [Tableau 6]. En cas de changement dans le niveau de contrble
de I'asthme, le traitement est majoré ou diminué par paliers successifs :
lorsque I'asthme n’est pas suffisamment contrélé, il convient de passer au
palier de traitement supérieur ; lorsque l'asthme est bien contrélé, on
recherche le traitement minimal efficace. Généralement, le passage d’'une étape de
traitement a l'autre s’effectue aprés un temps d’attente de 3 mois afin d’obtenir I'effet

optimal du nouveau traitement mis en place.
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Tableau 6: Etapes successives de traitement basées sur le controle de I'asthme chez les
adultes, adolescents et enfants de plus de 5 ans (adapté du GINA, 2008).

Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4 Etape 5
- B stimulants - Premier choix: - Premier choix: CSl a CSl a posologie Médicaments de I
d’action rapide a la CSl a faibles faibles doses plus B, moyennement élevée | étape 4 plus
demande doses mimétique a longue ou élevée plus B, -
durée d' action mimétique a longue

- Pas de traitement de | - Deuxiéme choix:

fond

antileucotriénes

- Deuxiéme choix: plus faible
Ajouter possible)

e soitCSla éventuellement:
posologie moyennement | . .\
élevée ou élevée antileucotrienes - et/ou omalizumab

. e - et/ou théophylline
. . Ismt CSl a faibles a libération
0S€s pius prolongée

antileucotriénes

e soit CSl afaibles
doses plus théophylline
a libération prolongée

Les traitements actuels de I'asthme sont relativement efficaces en particulier
pour les formes légeres et intermédiaires de la maladie. Une part importante des
asthmatiques ne contréle cependant pas ses symptdbmes du fait de traitements
insuffisants (Com-Ruelle et al., 2010). De plus, I'observance des patients pour les
traitements inhalés et notamment les CSI est faible. Elle pourrait étre améliorée par
'apport de médicaments a prise orale quotidienne avec peu d’effets secondaires.
Ainsi, une meilleure prise en charge ambulatoire de I'asthme permettrait d’'améliorer
la qualité de vie des patients asthmatiques en évitant les épisodes d’exacerbations
aigués et de complications, entrainant parfois des hospitalisations codteuses, voire

des déces.

hY

Il reste donc un besoin pour de nouveaux médicaments a prise orale, qui
permettraient d’augmenter la marge de manceuvre thérapeutique des professionnels
de santé, afin d’améliorer la prise en charge des patients asthmatiques en termes de
gestion des mesures environnementales et de traitement des causes notamment

allergiques.

Sur le plan clinique, cela nécessite de prendre en compte I'ensemble des
symptomes afin de mettre en place une stratégie thérapeutique qui assure un niveau

de contrble adéquat de la maladie et qui améliore 'observance des patients.
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En dépit des efforts considérables des industries pharmaceutiques dans le

domaine, il est trés difficile de développer des médicaments appartenant a de

nouvelles classes thérapeutiques dans lI'asthme. En 30 ans, seule une nouvelle

classe de médicaments anti-asthmatiques a été introduite sur le marché : les anti-

leucotrienes (montelukast). La stratégie consiste plutdt a améliorer les classes

thérapeutiques existantes, en améliorant la pharmacocinétique, la sélectivité des

médicaments.

Toutefois, de nombreux axes de recherche sont actuellement étudiés dans le

traitement de I'asthme, notamment des antagonistes de médiateurs inflammatoires

tels que :

des inhibiteurs d’interleukines, comme un anticorps anti-IL-5
(mepolizumab) qui prévient l'afflux d’éosinophiles dans les voies
aériennes de l'asthmatique aprés stimulation par l'allergéne mais
qui n’a pas d’effet sur 'asthme ou la fonction respiratoire (Flood-
Page et al., 2007)

des antagonistes des récepteurs de I'endothéline-1, peptide sécrété
par I'endothélium vasculaire qui induit la prolifération des cellules
musculaires lisses au niveau des voies respiratoires et un
phénotype pro-fibrotique. Il pourrait donc avoir un réle dans
linflammation chronique et le remodelage des voies aériennes
observés dans I'asthme (Benigni et Remuzzi, 1999). Cependant, il
est difficle de montrer l'efficacité de telles drogues sur un
processus trés lent comme le remodelage sans avoir des bio-

marqueurs validés.

des antagonistes du récepteur CRTH2 de la PGD,. Cette
prostaglandine libérée par les mastocytes activés est un médiateur
clé dans I'asthme : elle est une cible thérapeutique idéale car elle
constitue un lien essentiel entre la phase précoce et la phase
tardive observées dans les réactions allergigues. La deuxiéme
partie de cette these présente le role de cette prostaglandine dans
lasthme et lintérét qu’elle suscite aupres des industries

pharmaceutiques.
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PARTIE Il : LA PROSTAGLANDINE D,: EFFICACITE DES
ANTAGONISTES DU CRTH2 DANS L’ASTHME ?
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) La Prostaglandine D,

1.1 Métabolisme de la PGD,

Les prostaglandines, tout comme les leucotrienes, appartiennent a la superfamille
des eicosanoides, une famille complexe de molécules a 20 atomes de carbone,
dérivées d’acides gras poly-insaturés. Le précurseur des prostanoides est I'acide
arachidonique qui est produit par I'hydrolyse des phospholipides membranaires par
la PLA2 [Figure 10]. L’acide arachidonique est ensuite oxydé par la voie des

cyclooxygénases (COX).

Il existe deux isoformes de COX, codées par des genes différents : les COX-1 qui
sont exprimées de maniére constitutionnelle et qui jouent un réle dans le maintien de
’homéostasie tissulaire, et les COX-2 qui sont induites par I'inflammation. L’activité
peroxydase de ces enzymes transforme la PGG, en PGH,, intermédiaire non stable
qui est a son tour convertie en différentes prostaglandines sous l'effet de

prostaglandines synthases (Funk, 2001).

La prostaglandine D synthase (PGDS) est 'enzyme qui catalyse I'isomérisation
de la PGH; en PGD:.. Il en existe deux différents types, la lipocaline-PGDS (L-PGDS)
et 'enzyme hématopoiétique PGDS (H-PGDS). La L-PGDS est localisée dans le
systeme nerveux central et dans les organes génitaux males tandis que la H-PGDS
est distribuée dans les mastocytes, les CPA et les lymphocytes Th2 (Kanaoka et
Urade, 2003). La H-PGDS est donc I'enzyme-clé de la synthése de la PGD; dans le

systéme immunitaire et les mastocytes.

La PGD; est rapidement métabolisée par déshydratation pour former une grande
variété de métabolites, notamment PGJ, et 15-deoxy-delta'*** PGD, [Figure 9].
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Phospholipase A,

Phospholipides Acide arachidonique Lipoxygénase
Cyclooxygénases N
- (COX-1: COX-2) Leucotrienes
Précurseurs
Biologiguement actifs PGG,
PGF, PGl,
Métabolites majeurs
7 ; - PGE, |« PGH, » TXA,
Métabolites secondaires
PGD, synthases
Isomérisation avec v
I'albumine 11-ketoreducatse
Deltal? | <« PGD, > | 9al1BPGF,
PGD,
'Hzo -HZO 15 PG dehydrogenase
v
15-deoxy- deltal? 14 PGJ
PGD, ‘ 13,14-dihydro-15-keto-PGD,
o \-Hzo
Isomérisation avec
I'albumine
15-deoxy- deltal? 14
v PGJ,
Deltat?
PGJ,

Figure 9 : Voie de synthése de la prostaglandine D, (PGD.).

L’acide arachidonique est métabolisé par les enzymes COX1 et COX2 en PGG, puis en PGH, au
cours d’'une réaction en deux étapes (oxydation et réduction). La prostaglandine PGH,, relativement
instable, est convertie enzymatiquement par des synthases spécifiques : thromboxane (TXAS), PGE,
PGD et PGI synthases, en I'un des cinq prostanoides : TXA,, PGE,, PGD, et PGl,, respectivement
(Pettipher et al., 2007).

1.2 Effets de la PGD, dans I’asthme

Chez les patients asthmatiques, une stimulation allergique entraine une
production rapide de PGD, qui peut étre détectée dans le LBA a des taux tres éleves
(Liu et al., 1991). Il en est de méme pour les métabolites de la PGD, dont la
concentration est augmentée dans le plasma et I'urine des patients asthmatiques

stimulés par un allergéne (Bochenek et al., 2004).

La PGD, est principalement libérée par les mastocytes activés aux sites de
I'inflammation allergique. De ce fait, la mesure de la PGD, et de ses métabolites a
été proposée comme marqueur sélectif de I'activation des mastocytes dans I'asthme
clinique (Dahlén et Kumlin, 2004).
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Cette prostaglandine peut mimer de nombreux symptdomes observés dans les
maladies allergiques, notamment la bronchoconstriction (Black et al., 1986), la
vasodilatation (Alving et al., 1991), une augmentation de la perméabilité vasculaire
(Flower et al., 1976) et la production de mucus (Marom et al., 1981). La PGD,, tout
comme l'histamine, active les éosinophiles (Raible et al., 1992) et induit leur
recrutement (Emery et al., 1989). Elle affecte également d’autres facteurs clés de
inflammation, comme Ila production de cytokines Th2. En effet, des souris
transgéniques qui sur-expriment I'enzyme L-PGDS au niveau des poumons,
soumises a une inflammation allergique induite par 'OVA, présentent des taux
élevés d'IL-4 et -5 dans le LBA et de facon générale une réponse allergique
augmentée par rapport a des souris sauvages (Fujitani et al., 2002). De plus, la
nébulisation de PGD, chez des souris sensibilisées puis ré-exposees a de faibles
doses d’OVA augmente l'afflux d’éosinophiles, les niveaux de cytokines Th2 dans les

poumons et conduit au développement d’HRB (Honda et al., 2003).

Ainsi, ces données supportent le fait que la PGD, joue un réle important comme
médiateur dans I'asthme allergique. En initialisant les processus cellulaires menant
au recrutement et a l'activation des lymphocytes Th2 et des éosinophiles, elle
constitue un lien essentiel entre la phase précoce et la phase tardive observées dans
les réactions allergiques. Ses effets sont médiés par ses principaux récepteurs
appartenant a la famille des récepteurs a sept domaines trans-membranaires
couplés aux protéines G (RCPG): DP1 (D prostanoid receptor) et CRTH2
(chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Th2 cells).

1.3 Récepteur DP1: réles et implications dans I’asthme

L’activation du récepteur DP1 couplé a la protéine Gs active I'adenylate cyclase
(AC) ce qui induit la production d’AMPc (Boie et al., 1995).

Ce recepteur est exprimé au niveau des muscles lisses bronchiques et
vasculaires et son activation par un agoniste sélectif comme le BW245C entraine
une relaxation qui conduit & une bronchodilatation et une vasodilatation (Matsuoka et
al., 2000). Le récepteur DP1 est également exprimé par les plaquettes dans
lesquelles son activation a des effets anti-agrégants (Whittle et al., 1985). De plus, le
récepteur DP1 est aussi exprimé par les cellules épithéliales, les fibroblastes, et les

cellules dendritiques. L’activation du récepteur par la PGD, inhibe la migration des
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cellules dendritiques des poumons aux ganglions lymphatiques aprés stimulation a
'OVA, réduisant ainsi la prolifération des lymphocytes et la production de cytokines
(Hammad et al., 2003). D’autre part, I'activation du récepteur DP1 inhibe la migration
(Spik et al., 2005) et 'apoptose des éosinophiles (Gervais et al., 2001). Le [Tableau

3] résume les principaux effets biologiques du récepteur DP1.

Tableau 7 : Résumé des principaux effets biologiques associés au récepteur DP1 de la PGD,
(adapté de Pettipher et Hansel, 2008).

p Ligands SSEEITEIE Localisation du : ,
Récepteur endoaenes de récepteur Effets biologiques
9 signalisation P
DP1 PGD2 RCPGs [Muscles lisses |Bronchodilatation, vasodilatation,
t AMPc bronchiques et [suppression de la production d’IL-12
vasculaires ; par les cellules dentritiques ;
Cellules Inhibition de I'agrégation
dendritiques ;  [plaquettaire ;
Plaquettes. Inhibition de la migration et de la
dégranulation des basophiles ;

Inhibition de I'apoptose et
prolongement de la survie des
eosinophiles.

L’activation du récepteur DP1 par la PGD, induit donc des effets biologiques
bénéfiques pour le traitement de I'asthme, or son réle dans l'inflammation reste
controversé. En effet, chez des souris génétiquement déficientes en récepteur DP1,
'inflammation des voies aériennes en réponse a un antigéne a faible dose est
diminuée : la production de cytokines Th2, linfiltration éosinophilique, la production
de mucus et 'HRB sont diminuées en comparaison avec des souris sauvages
(Matsuoka et al., 2000). Ces derniers résultats suggerent que I'antagonisme du
récepteur DP1 pourrait constituer un traitement de I'asthme. Cependant, une récente
étude clinique réalisée avec le laropirant, antagoniste sélectif du DP1 sur 100
patients asthmatique n’a pas permis de valider cette hypothése : aucune différence
ne fut observée entre les patients traités et les patiens sous placebo (Philip G et al.,
2009).
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1.4 Récepteur CRTH2 : réles et implications dans I’asthme

Comme son nom l'indique, le récepteur CRTH2 est exprimé par les lymphocytes
Th2 (Cosmi et al., 2000), les basophiles, les €osinophiles (Nagata et al., 1999) et les
monocytes. Il fut identifié comme un récepteur a la PGD, plus récemment que le
récepteur DP1. |l a peu dhomologie structurale avec les récepteurs aux
prostanoides et s’apparente plus aux récepteurs chiomiotactiques, notamment les

récepteurs au leucotriéne B4.

L’activation du récepteur CRTH2, couplé a la protéine Gi, conduit a la réduction
des taux d’AMPc ainsi qu’a une augmentation du Ca®* intracellulaire (Sawyer et al.,
2002).

Les observations faites in vitro ont permis de mettre en évidence le rble pro-
inflammatoire du CRTH2 dans lallergie. En effet, le chimiotactisme de la PGD,
exercé sur les cellules Th2, les éosinophiles, les basophiles se fait via son récepteur
CRTH2 (Hirai et al., 2001). D’ailleurs, le taux d’expression du récepteur CRTH2 par
ces cellules est augmenté chez les sujets atopiques. En effet, les éosinophiles de
sujets atopiques présentent des taux ’ARNm et de protéines de CRTH2 augmentés

en comparaison a des sujets sains (Arima et Fukuda, 2008).

De plus, I'effet de la PGD, sur la production de cytokines Th2 par les lymphocytes
est également attribué au récepteur CRTH2. L’activation de ce récepteur par un
agoniste sélectif, notamment la 13,14-dihydro-15-keto-PGD, (DK-PGD,) entraine une
augmentation de la production d’IL-4, -5 et -13, qui ne peut étre reversée par un
antagoniste sélectif du récepteur DP1 (Tanaka et al., 2004). Le [Tableau 8] résume

les principaux effets biologiques du récepteur CRTH2.

Tableau 8 : Résumé des principaux effets biologiques associés au récepteur CRTH2 de la PGD,
(adapté de (Pettipher et Hansel, 2008).

Récepteur Clig ek Méca(\jr;isme “eEllisaien Effets biologiques
P endogénes| . . du récepteur giq
signalisation
CRTH2 PGD,, RCPGiI Lymphocytes |Chimiotactisme et activation des cellules
DK-PGD.... |1 Ca2+ Th2 ; Th2, éosinophiles, basophiles ;
| AMPc
Eosinophiles ; |1 cytokines Th2 ;
Basophiles. 1 expression des molécules d’adhésion.
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Les effets pro-inflammatoires de ce récepteur ont également été confirmés in
vivo. En effet, 'administration de PGD, ou d’agonistes sélectifs du récepteur CRTH2
par voie intra-trachéale (it) ou intra-veineuse (iv) chez des rats est responsable d’'une
infiltration éosinophilique au niveau des poumons (Almishri et al., 2005 ; Shichijo et
al., 2003).

Ces derniéres années, les recherches sur les réles du CRTH2 ont été facilitées
par [l'utilisation d’un antagoniste synthétique : le ramatroban. Cette molécule,
commercialisée sous le nom de Baynas™ au Japon pour le traitement de la rhinite
allergique, est a la fois un antagoniste du récepteur au thromboxane A2 et un
antagoniste du récepteur CRTH2 (Sugimoto et al., 2003). Le ramatroban est capable
d’inhiber 'accumulation d’ éosinophiles induite par un agoniste sélectif du CRTH2, la
DK-PGD,, dans le sang et les voies aériennes (Shichijo et al., 2003 ; Shiraishi et al.,
2005).

Récemment, une équipe a montré qu’un nouvel antagoniste sélectif du récepteur
CRTH2 réduisait le recrutement d’éosinophiles et I'hyperplasie des cellules a mucus
dans un modéle d’asthme allergique chez la souris (Uller et al., 2007).

Cependant, les études sur des souris déficientes pour le gene du CRTH2 ont
produit des résultats conflictuels. En effet, tandis que certaines ont rapporté que
I'inflammation de la peau et la production en IgE étaient diminuées chez les souris
déficientes en CRTH2 (Satoh et al., 2006), d’autres ont montré que le recrutement en
éosinophiles dans les poumons étaient augmenté chez les souris déficientes par

rapport aux souris sauvages (Chevalier et al., 2005).

Ces données rappellent que les résultats obtenus chez I'animal sont a analyser
avec beaucoup de précaution. En effet, chez 'Homme, I'expression du récepteur
CRTH2 est limitée aux cellules de type Th2 alors que les deux sous-populations de
lymphocytes Thl et Th2 murins expriment le récepteur (Abe et al., 1999 ; Chevalier
et al., 2005). Ainsi, les fonctions du récepteur peuvent étre différentes entre les
humains et les animaux de laboratoire. L’identification de variants génétiques de
CRTH2 chez des patients ayant une prédisposition allergique a permis de mettre en
évidence une association avec I'asthme sévére dans des populations américaines,
africaines et chinoises. Ces individus présentent une réponse chimiotactique
exagérée a la PGD,, ce qui conduit a une augmentation du recrutement et de

'activation des lymphocytes Th2 et des leucocytes impliqués dans les réactions
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allergigues (Huang et al.,, 2004). Ces données renforcent le fait que le récepteur
CRTHZ2 joue un rdle important dans linflammation allergique, notamment dans
'asthme allergique. Le schéma présenté [Figure 10] résume le rble de ce récepteur

dans I'asthme allergique.

Phase précoce (5-60 min) Phase tardive (4-24 hrs)

= =4 Production
= X .&,& d'IgE

= =4

Eosinophiles dans
Q0 les voies aériennes

Allergéne
[#7s) o

000

T — 1, Mastocytes

o ook(i / -.-’~ ] .

Dégranulation
PGD2 Recrutement des
© cellules Th2 via le
récepteur CRTH2

} O))’;c ~ Plasmocytes
3
o

IL-5 —

Présentation IL-4
IL-13
puiy — HRB
— (M e » Production de Mucus

\ \ _7/v
Lymphocytes Th2

Cellules Dendritiques

Figure 10 : Rdle de la PGD, dans I'inflammation allergique via son récepteur CRTH2 (adapté de
Pettipher et al., 2007).

La phase précoce correspond a la production d’IgE spécifiques par les
lymphocytes B qui se fixent sur les mastocytes environnants. Lors d’'un deuxiéme
contact avec lallergéne, les mastocytes sensibilisés libérent des médiateurs
pharmacologiques, dont la PGD,. Celle-ci est également produite par les
lymphocytes Th2, polarisés sous l'influence des cellules dendritiques. La PGD; se lie
a son réecepteur CRTH2, ce qui entraine le recrutement et lactivation des
éosinophiles et des lymphocytes Th2. Ces lymphocytes activés produisent des
cytokines qui déclenchent une réaction inflammatoire intense, responsable d'une

pathologie telle que I'asthme.
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Ainsi,

le récepteur

CRTH2

représenterait une excellente cible pour

influencer I’évolution des maladies respiratoires, I'utilisation d’antagonistes

permettant une modulation du recrutement des leucocytes dans le poumon.

1)

2.1 Résultats d’études pré-cliniques chez I’animal

Revue des études pré-cliniques in vivo et cliniques
impliguant des antagonistes du récepteur CRTH2

A I'heure actuelle, il existe peu de publications montrant 'efficacité d’antagonistes

du récepteur CRTH2 dans des modeéles animaux d’asthme. Le tableau ci-dessous

[Tableau 8] résume les principales études réalisées sur ce sujet.

Tableau 9 : Revue des publications montrant une efficacité d’antagonistes du récepteur CRTH2
dans des modéles animaux d’asthme au 30 septembre 2010.

Espece/ Allergene/ | Antagoniste au | Résultats obtenus chez Référence
souche adjuvant CRTH2 les animaux traités
Rats/ OVA/Alum BAYu3405 - | infiltrats d’éosinophiles | Lou et al., 2010
Sprague et de lymphocytes dans la
Dawley paroi bronchique
-l IL-4 etIL-5mais 1 IFN y
Souris/ CEufs de blattes/ | Composé Actimis | - inhibition de 'HRB induite | Lukacs et al., 2008
Balb/c : par métacholine
Ajuvant
incomplet de - | hyperplasie des cellules
Freund a mucus et de
inflammation
- | de cytokines Th2
- | génes codant pour le
CRTH2 et la PGDS
Souris/ OVA/ Alum TM30089 - | hyperplasie des cellules | Uller et al., 2007
Balb/c Ramatroban a mucus et | infiltrats
d’éosinophiles
Rats/Brown | OVA/Alum plus | Ramatroban - | de 'HRB induite par la | Shiraishi et al.,
Norway Bordetella métacholine et | infiltrats 2008
Mice/Balb/c pertussis d’éosinophiles

Ainsi, seules les industries Actimis et 7TM Pharma ont publié des résultats

obtenus avec leurs antagonistes du CRTH2 sur des modéles animaux. Or ces

industries ne sont pas les plus avancées dans le développement de ces composés.
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Cependant, il n’existe pas de modéle animal « idéal » mimant parfaitement I'asthme.
Les différences entre les animaux de laboratoire et 'lHomme telles que la taille, la
structure de I'appareil respiratoire, les cellules disponibles, illustrent les difficultés a
transposer les résultats obtenus dans les espéces murines a la pathologie humaine,

d’ou la nécessité pour les industries d’initier des essais chez ’lHomme.

2.2 Etudes cliniques en cours avec des antagonistes du récepteur
CRTH2

2.2.1 Rappel sur les phases de développement clinique
La phase de développement clinique consiste a tester les molécules sur 'lHomme
de maniére progressive afin d’évaluer la molécule dans des conditions aussi proches

que possible des conditions d’utilisation thérapeutique. On distingue 3 grandes

étapes dans le développement clinique d’'un médicament :

- Phase | ou étude de tolérance : La molécule est administrée a des volontaires

sains (sauf pour les anti-cancéreux cytotoxiques et certains anti-viraux) afin d’évaluer
son innocuité. Cette phase permet de déterminer la dose maximale du médicament
en développement toléré chez I'homme. Elle permet aussi détudier la
pharmacocinétique du produit, c’est a dire déterminer le devenir du médicament au

sein de I'organisme en fonction de son mode d’administration.

- Phase 1l ou étude de [efficacité : La phase |l permet d’affiner les

connaissances sur la pharmacocinétique et le métabolisme du produit. Elle a pour
objectif principal de déterminer le posologie optimale du produit en terme d’efficacité
et de tolérance sur population limitée et homogéne de patients. La phase Il recense
les propriétés pharmacologiques de la molécule, établit les courbes de relation dose-

effet et commence la recherche des interactions.

- Phase Ill ou essai comparatif : Ces essais de plus grande envergure, sont

conduits sur plusieurs milliers de patients représentatifs de la population de malades
a laquelle le médicament est destiné. Cette phase permet de définir la place du
produit comparativement aux autres medicaments connus efficaces pour la maladie.
Ces essais visent a démontrer l'intérét thérapeutique du médicament et a en évaluer

son rapport bénéfice/risque.
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2.2.2 Revue des différents composés en développement clinique

De nombreuses entreprises pharmaceutiques ont axé leur recherche sur la PGD..
De ce fait, 10 antagonistes du récepteur CRTH2 qui présentent 'avantage d’étre
administrés par voie orale, sont déja au stade de développement clinique dans le
traitement de I'asthme [Tableau 9]. Pour le moment, trés peu de structures de ces
composeés ont été publiées et seules deux industries pharmaceutiques : Oxagen Ltd

et Actelion Ltd ont rapporté des résultats positifs dans le traitement de I'asthme.

Tableau 10 : Antagonistes du récepteur CRTH2 en développement clinique au 31 décembre
2009 (adapté de Norman, 2010).

Composé Industrie Indication Phase de développement
pharmaceutique
AZD-1981 AstraZeneca Asthme, Broncho- Phase Il
pneumopathie chronique
obstructive
ACT-129968 Actelion Asthme Phase I
0C-459 Oxagen Asthme, allergies Phase Il
S-555739 Shionogi Rhinite allergique Phase lla
AMG-853 Amgen Asthme Phase Il
AP-761 Actimis Asthme, maladies Phase |
allergiques
AZD-5985 AstraZeneca Asthme Phase |
AZD-8075 AstraZeneca Asthme Phase |
AM-211 Amira Asthme Phase |

L’industrie pharmaceutique AstraZeneca semble étre la plus avancée avec 3
composeés en clinique dont AZD-1981 qui est actuellement en phase Il pour le
traitement de l'asthme et de la broncho-pneumopathie chronique obstructive.
Plusieurs études sont conduites dont une étude de 1 mois effectuée sur 510 patients
asthmatiques peu controlés par les CSI dans laquelle sont comparées 3 doses
d’AZD-1981 (50, 400 et 1000 mg par voie orale) par rapport au placebo
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(AstraZeneca, 2009). A ce jour, les résultats n’ont pas encore été communiqués. Les
composés AZD-5985 et AZD-8075 sont tous deux en phase I.

Oxagen Ltd a été de maniere tres précoce une des industries les plus actives
dans ce domaine. Son composé, OC-459, a progressé jusqu'en phase Il et les
données ont été reportées au congrés de la Société Européenne Respiratoire en
septembre 2009.

Cette étude de phase lla fut réalisée sur 132 patients atteints d’asthme atopique
modéré permanent selon les criteres du GINA (voir 1.1, tableau 1). Les patients
étaient traités soit par OC-459 (200 mg par voie orale, deux fois par jour) soit par
placebo pendant 4 semaines. Le VEMS des patients traités avec OC-459 augmenta
significativement de 7,4% en comparaison avec les patients sous placebo (Oxagen
Ltd, 2009). De plus, le nombre d’éosinophiles dans les crachats ainsi que la quantité
d’'IgE dans le sérum furent réduits de maniere significative dans le groupe de patients
traités par OC-459 en comparaison au groupe placebo. L’industrie Oxagen a relancé
une autre étude de Phase Il qui a débuté en Avril 2009 sur 480 patients atteints
d’asthme léger a modéré permanent. Cette étude compare 3 doses d’OC-459 : 25
mg une fois par jour, 100 mg deux fois par jour et 200 mg une fois par jour pendant
17 semaines. Cet essai est terminé depuis juillet 2010, mais les résultats ne sont pas

encore connus (Oxagen Ltd, 2010).

Actelion Ltd a également rapporté I'efficacité de son composé ACT-129968 dans
'asthme modéré. Dans cette étude réalisée sur 18 patients en double aveugle, le
composé fut bien toléré et le paramétre VEMS fut significativement augmenté dans
le groupe de patients traités par ACT-129968 en comparaison au groupe placebo.
Actelion a annoncé linitiation d’une phase Il pour fin 2010, dans laquelle plusieurs

doses du composé seront testées (Actelion Ltd, 2010).

S-555739 appartenant a I'entreprise Shionogi est actuellement en Phase lla au
Japon. Ce composé est décrit comme un antagoniste a la PGD, mais son affinité
pour les récepteurs DP1, CRTH2 reste peu claire et peu de données sont a ce jour

disponibles.

C’est seulement en Janvier 2010 que Amgen a annoncé la progression de son

composé AMG-853 en phase Il. Le composé est décrit comme un antagoniste des
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récepteurs de la PGD, qui offre une sélectivité double pour les récepteurs CRTH2 et
DP1.

Les entreprises Amira et Actimis Pharmaceuticals ont toutes deux été fondées en
2005. L’'une a été crée par un groupe de scientifiques anciennement chez Merck et
'autre par l'ancien vice président du département recherche sur les maladies
respiratoires de Bayer. Amira Phamaceuticals possede déja deux antagonistes du
récepteur CRTH2 en développement dont AM-211 qui a donné de bons résultats en
phase | en juillet 2009 (Amira Pharmaceuticals, 2009). Le composé d’Actimis, AP-

761, fut aussi en phase | mais les résultats n’ont pas encore été communiqués.

Les résultats cliniques des deux composés OC-459 et ACT-129968 permettent
de confirmer que le blocage du récepteur CRTH2 peut étre démontré chez les
humains, ce qui confirme les résultats obtenus chez 'animal. Le développement de
ces composés atteint le stade le plus critique car il faut désormais démontrer une
activité significative sur I'asthme clinique et définir la place des antagonistes du
récepteur CRTH2 comparativement aux autres médicaments déja utilisés dans
'asthme. Les résultats de telles études ne seront probablement pas disponibles
avant fin 2011.
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CONCLUSION

L’asthme est une maladie chronique complexe qui atteint prés de 300 millions de
personnes a travers le monde. Il s’agit d'une maladie grave, invalidante, qui reste
responsable de 1500 a 2500 déceés par an en France. L'asthme, qui est di a un
dysfonctionnement immunitaire, induit une intolérance de l'appareil respiratoire a
certains antigénes de I'environnement. Leur présence provoque une cascade
d’événements néfastes orchestrés par des cellules immunitaires qui activent la
production de médiateurs de la réaction allergique dont la PGD,. Le traitement de
fond de I'asthme persistant de I'adolescent et de I'adulte repose essentiellement sur
I'administration d’un corticoide inhalé. Malgré I'existence d’'un arsenal thérapeutique

performant, la prise en charge de I'asthme peut encore progresser.

En effet, le contrdle de la maladie, qui est un élément central dans les
recommandations du GINA, est toujours insuffisant chez une forte proportion de
patients. S’agissant d’'un enjeu majeur de santé publique, de nouvelles pistes de
recherche sont explorées afin d’améliorer la compliance des patients, I'efficacité du
traitement et ainsi le contréle de l'asthme. Parmi celles-ci, I'antagonisme du
récepteur de la PGD; a suscité de l'intérét pour le traitement de I'asthme allergique.
En effet, la liaison de la PGD, a son récepteur CRTH2 produit une cascade de
réactions impliquées dans la pathogenése de I'asthme. Cette activation induit le
recrutement et I'activation des cellules inflammatoires telles que les lymphocytes Th2
et les éosinophiles sur les sites de I'inflammation. De ce fait, la PGD, constitue une
cible thérapeutique intéressante actuellement étudiée par plusieurs industries
pharmaceutiques. Cependant, le rationnel ainsi que les données prometteuses
obtenues in vitro et in vivo avec des antagonistes du récepteur CRTH2 restent a étre
confirmées chez I'Homme. Actuellement, un seul antagoniste non sélectif du
récepteur CRTH2, le ramatroban, est présent sur le marché. En effet, cette molécule
commercialisée au Japon dans le traitement de la rhinite allergique est a la fois un
antagoniste du récepteur du thromboxane A2 et un antagoniste du récepteur
CRTH2. Aussi, l'efficacité de composés sélectifs du récepteur CRTH2 reste a étre

prouvée dans les maladies allergiques chez 'Homme.
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Dix industries pharmaceutiques en sont déja aux phases de développement
clinique principalement dans le traitement de 'asthme. Deux d’entres elles ont déja
pu rapporter I'innocuité de leurs antagonistes du récepteur CRTH2 ainsi qu’un effet
positif du composé sur la fonction respiratoire. De plus ces antagonistes présentent
'avantage d’étre administrés par voie orale ce qui permettrait d’améliorer

'observance des patients.

Ces premiers résultats positifs devront étre confirmés par des études cliniques
réalisées sur un plus grand nombre de patients. De plus, il reste a évaluer 'apport
thérapeutique que pourrait représenter cette classe de composés dans le traitement
actuel de 'asthme. Ces réponses ne seront disponibles que dans quelques années,

lorsque les premiéres études de phase Ill seront achevées.
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TITRE
Antagonistes du récepteur CRTH2 et asthme allergique.
Thése soutenue le 08/11/2010
Par Laetitia POUZOL
RESUME :

L’asthme est une maladie chronique inflammatoire des voies aériennes qui pose un véritable
probléme de santé publique en France et a travers le monde. Les traitements actuels de I’asthme sont
relativement efficaces en particulier pour les formes légeres et intermédiaires, cependant une part
importante des sujets asthmatiques ne contrdle pas ses symptémes du fait de traitements insuffisants.
De nombreux axes de recherche sont actuellement étudiés afin de trouver de nouveaux médicaments
qui permettraient d’améliorer la prise en charge des patients asthmatiques en termes de gestion des
mesures environnementales, de traitement des causes notamment allergiques. Le terrain atopique
constitue I’un des facteurs les plus importants prédisposant a I’asthme. Or, la prostaglandine D,
(PGD,) est un médiateur clé dans les réactions allergiques. En effet, la liaison de la PGD, a son
récepteur CRTH2 (Chemoattractant Receptor homologous molecule expressed on Th2 cells) produit
une cascade d’événements impliquée dans la pathogenese de 1’asthme, dont le recrutement de cellules
inflammatoires telles que les lymphocytes Th2, les éosinophiles et les basophiles sur les sites de
I’inflammation. De ce fait, la PGD, constitue une cible thérapeutique idéale pour le traitement de
I’asthme allergique et I’inhibition du récepteur CRTH2 suscite de I’intérét auprés des industries
pharmaceutiques. Ce travail, aprés rappel des mécanismes cellulaires et des médiateurs impliqués dans
I'asthme allergique, présente le réle de la PGD, et fait le point de I'avancement des recherches pré-
cliniques et cliniques sur les antagonistes du récepteur CRTH2. Actuellement, 10 antagonistes du

récepteur CRTH2 sont en développement clinique pour le traitement de 1’asthme allergique.
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