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DESCRIPTION DU SUJET
DE RECHERCHE ABORDE

Lasthme affecte 155 millions de per-
sonnes de par le monde et sa préva-
lence ne cesse de croitre, en dépit des
progrés de la médecine. Lasthme est
une maladie inflammatoire chronique
des voies respiratoires caractérisée par
des épisodes récurrents de toux et de
sifflement. Sa pathogenese est étroite-
ment liée a une réponse inflammatoire
allergique orchestrée par des lympho-
cytes T auxiliaires de type 2 (Th2).
Les cellules immunes (mastocytes,
éosinophiles...) mais aussi les cellules
structurelles du poumon jouent éga-
lement un réle important dans cette
inflammation (Bousquet ef al., 2000).

Linflammation  asthmatique se
caractérise par la surexpression,
dans les voies respiratoires, d’un
grand nombre de protéines pro-
inflammatoires  (enzymes inflam-
matoires, chimiokines, cytokines
pro-inflammatoires, molécules d’ad-
hésion), ainsi que de cytokines de
type Th2 (Interleukine (IL)-4, IL-5,
IL-13...) (Barnes et al., 1998). Cette
surexpression est le résultat d’un
accroissementdel’expressiongénique ;
la plupart des génes inflammatoires et
des geénes codant pour les cytokines
Th2 dont I’expression est accrue dans
I’asthme n’étant que faiblement ou
pas du tout exprimés chez les sujets
sains (Barnes et al, 1998). Ceci
suggere donc que certains facteurs

de transcription (protéines régulant
I’expression génique), jouent un role
clé dans la pathogenése de I’asthme
en induisant I’expression des génes
inflammatoires et des geénes codant
pour les cytokines Th2 qui caractérise
cette maladie.

Différents facteurs de transcription se
sont ainsi vus attribuer un role dans la
pathogenese de 1’asthme (Desmet et
al., 2004a). Parmi ceux-ci le Facteur
Nucléaire-kB (NF-kB) et la Protéine
Activatrice-1 (AP-1) semblent revétir
une importance particuli¢re, basée sur
les observations suivantes :

1) quasi tous les génes codant pour
les protéines inflammatoires
dont I’expression est accrue dans
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I’asthme possedent des éléments
de régulation pour les facteurs
AP-1 et/ou NF-xB au sein de leur
promoteur (Barnes et Adcock,
1998);

2) les glucocorticoides, le traite-
ment le plus efficace de I’asthme,
sont entre autres des inhibiteurs
de I’activité de NF-kB et d’AP-1
(Schiile et al., 1990 ; Caldenhoven
et al., 1995);

3) une expression accrue de c-fos, un
composant d’AP-1, a été enregis-
trée dans ’épithélium de patients
souffrant d’asthme comparés a
des sujets sains (Demoly et al.,
1992);

4) une corrélation étroite existe entre
le degré d’activité de NF-xB dans
les bronches et la dysfonction
pulmonaire chez des animaux
souffrant d’asthme (Bureau ef al.,
2000a);

5) Tlactivité de NF-kB est persistante
et non pas transitoire, dans les
maladies asthmatiques (Hart et
al., 1998 ; Bureau et al., 2000b);

6) les animaux déficients pour cer-
taines sous-unités de NF-xB
ou d'AP-1 ne développent pas
d’»asthme» dans un modéle murin
(Yang et al., 1998 ; Donovan
et al., 1999 ; Das et al., 2001 ;
Hartenstein et al., 2002).

Les ¢études sur les souris déficien-
tes pour des sous-unités de NF-xB
ou d'AP-1 ont permis de démontrer
que ces facteurs jouent un role essen-
tiel dans la phase de sensibilisation
menant a 1’asthme en permettant le
développement des lymphocytes Th2.
Cependant, malgré 1’abondance des
données préliminaires, les questions
de savoir si NF-xB et AP-1 jouent un
role et présentent un potentiel en tant
que cible thérapeutique dans la phase
effectrice de I’inflammation asthma-
tique sont restées sans réponse. Le but
du présent travail était de répondre a
ces deux questions.

RESULTATS

La difficult¢é de la démonstration
du role de NF-kB ou d'AP-1 dans

'asthme réside essentiellement
dans I’absence d’inhibiteurs
pharmacologiques adéquats. Dans

une étude préliminaire, nous avons
¢étudié¢ des inhibiteurs physiologiques
de I’activité de NF-kB nouvellement
découverts ; les prostaglandines
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a noyau cyclopenténone (cyPGs)
(Straus et Glass, 2001). Nous avons
testé le potentiel anti-inflammatoire
de ces composés dans un modele
de cellules épithéliales pulmonaires
(cellules A549) stimulées par la
cytokine pro-inflammatoire TNF-
o (Tumor Necrosis Factor-a)). Dans
ces cellules, des doses élevées de
cyPGs ont conduit a une inhibition
significative de I’activit¢ de NF-xB
mais pas d'AP-1. Cette inhibition de
l'activité de NF-kB était associée a une
réduction de I’expression de différents
cytokines  pro-inflammatoires  par
les cellules A549 stimulées au TNF-
a. Cependant, a des concentrations
inférieures a celles requises pour
I’inhibition de [D’activité de NF-xB,
le traitement par les cyPGs a conduit
a une potentialisation de 1’expression
des cytokines inflammatoires par les
cellules A549 stimulées au TNF-o.
Des résultats similaires ont été obtenus
dans d’autres types cellulaires. Ces
résultats ont remis en cause le potentiel
anti-inflammatoire des cyPGs dans
certaines circonstances (Bureau et al.,
2002). Cette étude a également montré
que les effets pro-inflammatoires
observés des cyPGs étaient dis a un
stress oxydant généré par les cyPGs.
Ces effets étaient donc totalement
non spécifiques et ne faisaient pas
intervenir les cibles classiquement
identifiées des cyPGs.

Ce qui précede illustre la difficulté et
les biais liés a I’utilisation d’inhibiteurs
pharmacologiques, fussent-ils d’ori-
gine physiologique, dans 1’étude des
facteurs de transcription (voir aussi,
pour illustration, une autre étude
de notre laboratoire ; Desmet et al.,
2005a). Les cyPGs, de méme que
I’ensemble des autres inhibiteurs
pharmacologiques  rapportés  de
NF-xB ou d'AP-1, présentent une
spécificité insuffisante (souvent liée
a une toxicité trop élevée) les rendant
impropres pour I’étude de ces facteurs
de transcription.

Afin d’¢éviter les problemes liés
aux inhibiteurs pharmacologiques
évoqués ci-dessus, nous avons utilisé
dans les expériences ultérieures
une méthode assurant [’inhibition
spécifique de Dactivit¢ de NF-xB
ou d'AP-1 : [l'utilisation de leurres
deoxyribonucléiques. Les leurres sont
des oligodeoxynucléotides double-
brin (ODN) synthétiques contenant
la séquence consensus de liaison a
I’ADN d’un facteur de transcription
(Bielinska et al., 1990). Une fois

entrés dans les cellules, ces decoys
empéchent [’interaction authentique
entre le facteur de transcription cible
et ’ADN génomique, entrainant ainsi
I’inhibition de 1’expression génique.

Afin de déterminer le role et le potentiel
en tant que cibles thérapeutiques dans
la phase effectrice de 1’inflammation
asthmatique, les effets de 1’inhibition
spécifique de NF-xB et d'AP-1
par administration de leurres ont
été étudiés dans un modele murin
d’asthme. Des souris «asthmatiquesy,
c’est a dire sensibilisées puis exposées
a de I’ovalbumine (OVA) en aérosol,
ont été traitées par administration
intratrachéale de leurres dirigés
contre NF-kB (leurres NF-xB) ou
dirigés contre AP-1 (leurres AP-1).
L administration de leurres NF-kB ou
de leurres AP-1 a permis de réduire
significativement 1’activité de NF-
kB ou d'AP-1, respectivement, dans
les poumons de souris sensibilisées
puis exposées a I’OVA (Desmet et al.,
2004c ; 2005b). Linhibition de NF-
kB a permis de réduire fortement les
parameétres inflammatoires dans le
poumon des souris « asthmatiques »
(éosinophilie, sécrétion d’IL-5, d’IL-
13 et d’éotaxine dans les liquides de
lavage broncho-alvéolaire, sécrétion
de mucus...), ainsi que I’ HRB mais
n’a pas conduit a une diminution
des taux d’IgE circulantes, ni de la
sécrétion d’IL-4 dans les liquides de
lavage broncho-alvéolaire (Desmet
et al., 2005a). Linhibition spécifique
d’AP-1 a quant a elle conduit a une
réduction de I’ensemble des signes
d’inflammation dans les poumons de
souris « asthmatiques » (éosinophilie,
cytokines Th2 dont I’'[L-4, sécrétion
de mucus...), ainsi que de I’ HRB et
des taux d’IgE circulantes totales et
spécifiques de 1’allergéne (Desmet et
al., 2004c).

CONCLUSIONS ET
PERSPECTIVES

En conclusion, il ressort des études
décrites ci-dessus que les facteurs de
transcription NF-kB et AP-1 jouent un
role dans la phase effectrice de I’in-
flammation asthmatique. Il apparait
également que I’inhibition spécifique
de NF-xB ou d'AP-1 pourrait présen-
ter un potentiel thérapeutique dans le
traitement de ’asthme. De maniere
surprenante, il semblerait que 1’inhi-
bition d’AP-1 serait plus efficace que
I’inhibition de NF-kB dans le controle



de I’inflammation asthmatique, 1’in-
hibition d’AP-1 conduisant en effet
a une inhibition de tous les parame-
tres inflammatoires chez les souris
asthmatiques, ce qui n’est pas le cas
chez les souris traitées par les leurres
NF-kB. Des études complémentaires

spécifiques adéquats de NF-kB et
d'AP-1 est un préalable indispensable
a la poursuite des recherches sur le
potentiel thérapeutique de I’inhibition
de ces facteurs de transcription dans
I’asthme.
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