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Introduction :

L'immunologie est une science encore relativemegtemte. Son origine est
classiquement attribuée au médecin britannique Ebth\@nner, qui, en 1796, découvrit que
I'inoculation du contenu des vésicules de vaccimalgdie infectieuse des équidés et des
bovidés, proche de la variole humaine) protégéadtmime de la variole. Par ce procédé,
Jenner développa le principe de la vaccinationatiachement des maladies infectieuses aux
micro-organismes une centaine d’années plus tardRpaéert Koch, permit d’étendre ce
processus de vaccination a de nombreuses pathelagiectieuses. Le succés de ces
stratégies de vaccination, illustré notamment pavdccin antirabique de Louis Pasteur en
1885, a conduit a développer la recherche visatudier les mécanismes de protection mis
en jeu, et ainsi au développement de 'immunologie.

Le systeme immunitaire fait intervenir 2 réponsesrdonnées. D’une part I'immunité
naturelle ou innée, permet une reconnaissance eagas organismes pathogenes, via
I'utilisation de récepteurs non spécifiques préfésmCette réponse suffit la plupart du temps
a combattre efficacement la majorité des pathogéfits ne confére pas de mémoire en cas
de réexposition au méme pathogene. D’autre partéfgonse immunitaire adaptative,
inductible et donc retardée, fait intervenir desepieurs hautement spécifiques et clonaux.
Cette réponse conféere une protection en cas déecéon par le méme pathogene. Cette
mémoire immunitaire est a la base de la vaccindtiest important de noter que ces deux
réponses sont interdépendantes. En effet, la réponge est nécessaire a l'induction de la
réponse adaptative, et les mécanismes effecteucettie derniere utilisent le plus souvent
ceux de la réponse innée.

Il est aujourd’hui clair qu'une réponse immunitaimeappropriée est a la base de
nombreuses pathologies rencontrées en medecinsi, Amdéfaut de réponse ne permet pas
de lutter correctement contre les pathogenes, d¢saaualors a des infections a répétition,
souvent plus séveres. En plus de ces déficits intaites, une réponse inefficace peut laisser
le champ libre a la prolifération de cellules tuaies. A l'inverse une réponse excessive et
chronique est retrouvée dans l'ensemble des pajiesloinflammatoires. La meilleure
compréhension des mécanismes dérégulés au coees dmthologies a permis I'émergence
de nouvelles approches thérapeutiques plus cibiEedjothérapies. Ces dernieres cherchent
a agir de facon spécifique sur les effecteurs insmal contrélés.

La place des biothérapies dans la médecine moderoennu un essor considérable

depuis maintenant une dizaine d’années. Suite prdduction industrielle des anticorps
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monoclonaux anti-IL2R, utilisés en transplantatipojs du rituximab et de linfliximab,
I'apparition sur le marché de nouvelles moléculéa nessé de se multiplier. Ces
immunothérapies permettent en effet la mise eneplie thérapeutiques ciblées, dirigées
spécifiguement contre une cellule ou une moléculsydteme immunitaire (lymphocytes B,
cytokines, récepteurs de surface membranaire.. farieainsi d’agir au centre du processus
pathologique tout en limitant au maximum les effatBatéraux. Les applications majeures de
ces immunothérapies concernent la cancérologigratesplantationainsi que les processus
inflammatoires et auto-immuns.

Les cytokines occupent une place centrale au deinla physiopathologie des
processus inflammatoires et auto-immuns. Elleséssprtent donc une cible de choix dans le
développement de nouvelles biothérapies. Les medlleexemples sont actuellement
représentés par les anti-TNE-devenus un traitement de référence dans la pbhtar
rhumatoide, les spondylarthropathies ou encoranlasdies inflammatoires chroniques de
I'intestin. De nombreuses autres cytokines (ILi%2] IL-4, IL-5, IL-6, IL-10...) ont par la
suite fait I'objet du développement de nouvellasthiérapies. Pour autant, les variations inter-
individuelles, I'apparition de résistances a ceaitéaments (anticorps dirigés contre le
bioréactif) ou encore les roles redondants de giascytokines dans le systeme immunitaire,
nécessitent un effort constant de recherche vatédeloppement de nouveaux produits.

L'interleukine 22, une cytokine de découverte réecooncentre actuellement I'attention
de nombreux groupes de recherches. Elle sembl&etnmpliquée dans un certain nombre
de pathologies inflammatoires et pourrait ainsistibmer une nouvelle cible thérapeutique
d’intérét. Le développement d’'une nouvelle biotpéaciblée nécessite cependant une
connaissance optimale des propriétés biologiquedadeible. Les effets pléiotropesdes
cytokines illustrentpar exemplece besoin. Il s’agiteffet de pouvoir optimiser au maximum
la balance bénéfices/risques, de sorte que sezdeackions délétéres de la cytokine soient
bloquées, tout en préservant le plus possiblewgessafonctions.

Aprés un point sur les connaissances actuellesecoant I'lL-22, une protéine
apparaissant essentielle dans sa régulation, rléntdne 22 bindingprotein, sera plus
particulierement évoqudks’agit d’'un récepteur soluble inhibiteur de I*‘R2, probablement
impliqué dans la régulation de ses effets physiglogs. L’IL-22BP pourrait donc étre utilisé,
a I'image de I'lL-1RA (Anakinra*),afin de tempérbas effets de I'lL-22 lorsque ceux-ci sont
excessifs. Cependant la biologie de I'lL-22BP estoee assez méconnue, |'objectif du
présent travail a donc été de tenter de répondegtaines des questions encore non résolues

sur la physiologie de I'lL22BP.



1 L’interleukine 22 :

Les cytokines sont de petites protéines sécrétiemasse moléculaire variant de 6 a 60
kDa, produites par de nombreux types cellulairegamment du systeme immunitaire,
principalement aprés activation, et jouant un idgiportant dans les communications inter-
cellulaires. Parmi celles-ci, I'interleukine 22 {82) a été identifiée en 2000 dans une lignée
murine de lymphome T, au cours de recherches vigantettre en évidence les genes
surexprimeés aprées stimulation par I'lL-9 (Dumoutral. 2000a). L'équivalent humain a été
identifié quelques mois apres, par 2 équipes difftas (Dumoutier et al. 2000b; Xie et al.
2000).

1.1 Cytokines de la famille de I'interleukine 10 :

L’IL-22 fait partie des cytokines de la famille d#.-10. Cette famille, tres étroitement
lie a la famille des interférons (IFNs), représdatplus abondante des familles de cytokines
de classe Il. La définition des familles de cyt@drde classe Il a reposé initialement sur la
capacité de ses membres a interagir avec les ekgepaux cytokines de classe Il. Ces
derniers sont de nature hétérodimérique et trandmasraire (Renauld 2003). lls se
distinguent des récepteurs de classe | par deéreliifes structurales, particulierement au
niveau de leur domaine extracellulaire.

La constitution de la famille des cytokines app#¥es a I'lL-10 repose sur les similarités
retrouvées au niveau de l'organisation de leursegéerle leurs structures protéiques
secondaires (plus que sur une homologie des séegieiacides aminés, qui n‘excéde jamais
25%), ainsi donc que sur l'utilisation de réceptecmmmuns(Wolk et al. 2010).Les cytokines
de la famille de I'lL-10 peuvent étre encore sulEBes en 3 sous-groupes, essentiellement en
fonction de leurs activités biologiques respectif@syang et al. 2010). Les caractéristiques
générales de ces cytokines sont résumées daiableau 1

Le premier groupe comprend uniquement I'lL-10. Eligt sur divers types de leucocytes
et tend principalement a réguler les réponsesnmfiatoires excessives. Le second groupe,
comprend les cytokines de la sous-famille de I'Q,-a savoir I'lL-19, I'IL-20, I'lL-24, I'IL-

26 et I'lL-22. Ce groupe de cytokines agit préféiedlement sur des cellules épithéliales pour
les protéger des agressions liées a des germescealkitaires (bactéries, levures). Ces
protéines interviennent également dans le remodeilagulaire et la cicatrisation. Ces actions
permettent le maintien de I'intégrité et la restdion de I’homéostasie tissulaire au cours des
infections et des réponses inflammatoires. ?_"é‘?groupe enfin, est représenté par les IFNs de
type Il (aussi dénommeés IFNset comprend I'IL-28A, I'lL-28B et I'lL-29. Ces dgpkines
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induisent des réponses antivirales similaires i@s@hduites par les IFNs de typen§) mais
agissent avant tout sur les cellules épithélididies peuvent en outre agir en synergie avec
les IFNs type | et accentuer les réponses antiagrde I'hbte.

Récepteur Sources Cibles Fonctions
Nom Structure ) ) ]
Chainea Chainep cellulaires cellulaires majeures
IL-10 Dimere IL-10R1 IL-10R2 Leucocytes Leucocytes | Immunorgulation
IL-19 Monomeére IL-20R1 Cellules
myéloides,
. IL-20R1/IL- IL-20R2
IL-20 Monomere cellules
22R1 oy o
épithéliales
Lymphocytes T,
NKT, cellules
IL-22 Monomere IL-22R1 IL-10R2
lymphoides i
o Réponses
innées . .
antibactériennes,
Cellules
remodelage
myéloides, tissulai
issulaire,
Lo orome L2RUL- | cellules Cellules -
- onomere - e cicatrisation
22R1 épithéliales, | EPithéliales
Lymphocytes T
CD4" Th2
Lymphocytes T,
) NKT, cellules
IL-26 Dimere ? IL-20R1
lymphoides
IL-10R2 innées
IL-28A Monomere
- Cellules Réponses
IL-28B Monomére IL-28R1 o o
épithéliales antivirales
IL-29 Monomeére

Tableau 1: Principales caractéristiques des cytokines denfdliiade I'lL10, d’apres

Ouyang et al. 2010.

1.2 Gene et protéine de l'interleukine 22 :

L’IL-22 a rapidement été considérée comme une ayokdu fait de plusieurs
caractéristiques. Il peut notamment étre mentiotméprésence d'un peptide signal
hydrophobe situé a I'extrémité N-terminale, une seasioléculaire proche de 20 kDa et une
homologie, bien que faible, avec la structure phiende I'lL-10.

Le gene codant pour I'lL-22 humaine est situé subpras long du chromosome 12, en
1215, a proximité dekoci IFNG3 et IL26. Il comprend 5 exons codants, etdeiina la
formation d’'une protéine de 179 acides aminés (AZY)ez la souris et le rat les génes se

10



situent sur les chromosomes 10 et 7922 respectiverite codent pour des protéines de 179
AA et 172 AA respectivement.

La structure tridimensionnelle de la cytokikegure 1) a pu étre élucidée en 2002, par
des expériences de cristallisation (Nagem et &I2R@Comme pour les autres cytokines de la
famille de I'lL-10, la structure de I'lL-22 comprdrb hélicesu (A a F) organisées dans une
conformation anti-paralléle et reliées entre eplas des boucles. Le cceur de la protéine est
constitué d’'un « fagot » de 4 hélices (A, C, D etlFhélice B est beaucoup plus courte que
les autres et se serre au niveau de I'extrémitéridihale de I'hélice C. L’hélice E, quant a
elle, se lie au «fagot » en interagissant avechtdges B et C ainsi qu'a la boucle AB.
Finalement I'hélice F présente un nceud caractguistdes cytokines de la famille de I'lL-10,
la divisant en 2 parties (F1 et F2), et permettéenposition de résidus importants,
nécessaires a l'interaction avec le récepteur €llawet al. 2010). La structure primaire de la
protéine comprend 4 cystéines a l'origine de lanftion de 4 ponts disulfures. L'IL-22
posséde également 3 sites de N-glycosylation, yaoglylation au niveau de I'Asn54 est
nécessaire a l'interaction de la cytokine avecrsoepteur.

L’IL-22 se présente sous la forme d’'un monomeéren lgae la formation de dimeres,
voire de tétrameres, ait pu étre déciitevitro pour des concentrations protéiques élevées
(Ouyang et al. 2010). L'importance biologique deptecessus reste néanmoins inconnue
méme s'il peut étre supposé que ces différencesh&imétriques, a concentrations élevées,

puissent interférer sur I'interaction de la cytakesvec son récepteur membranaire.

N-term

Figure 1 : Structure tridimensionnelle du monomere d’'IL-22i{€Ha et al, 2010)
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1.3 Sources cellulaires d’interleukine 22 :

Les sources d’IL-22, bien qu’uniquement représentgar des cellules du systeme
immunitaire (Wolk et al. 2004), sont relativememtriges. Ainsi, la production d’IL-22 est
aussi bien assurée par des cellules du systemeriitaine inné que par des cellules de

'immunité adaptative.

1.3.1 Production d’interleukine 22 par le systéme immaing inné :

Une production d’'IL-22 par les cellules immunitaiienées a été évoquée rapidement
aprés sa description initiale. Les premieres étuiggiéraient que la cytokine puisse étre
sécrétée par les lymphocyteatural killer (NK) chez 'homme et chez la souris (Wolk et al.
2002; Zenewicz et al. 2008). Une production d’IL-22galement été imputée aux cellules
dendritiques (DC) (Zheng et al. 2008). Ce n’est paela suite que la source innée d’'IL-22 a
éte rattachée de facon prépondérante a un groupopéne émergent, les cellules
lymphoides innées (ILCs polmateLymphoidCel)¢Spits& Di Santo 2011).

La présence au sein de ce groupe de cellules exprides récepteurs cellulaires de
type NK, ainsi que divers marqueurs de cellules loigés, a nécessairement imposé la
reconsidération d’'une production réelle par lesuted NK conventionnelles ou par les DC.
En effet, la caractérisation de I'expression d’'2-far ces lignées cellulaires, ainsi que des
données expérimentales fonctionnelles sur leurribanion a la production d’'IL-22 en
conditions homéostatiques ou lors de pathologiestjamais été clairement établies. Il ne
peut par conséquent étre exclu que les premietemnsgs expérimentaux considérant une
sécrétion d’IL-22 par ces cellules aient pu étretaminés par différentes populations
d’'ILCs(Sonnenberg et al. 2011).

Les ILCs représentent une nouvelle famille de tedllhématopoiétiques impliquées
dans les réponses immunitaires innées anti-mianobkk |'organogénese des tissus
lymphoides, le remodelage tissulaire aprés agmeggigsique ou infectieuse et 'homéostasie
des cellules stromales(Spits& Di Santo 2011). Bjee formant un groupe hétérogéne, ces
cellules semblent dériver d’un précurseur commyweddant d’ld2, un régulateur négatif de
facteursde transcriptions. Ces cellules présemeniutre les caractéristiques communes de
dépendre pour leur différenciation de la chajgepartagée par les récepteurs des cytokines
IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21, et de n'expmer aucun des marqueurs de lignées
hématopoiétiques communes (T&PR TCRys , CD3, CD19, CD20, CD14...). La diversité
importante de la famille des ILCs semble constitieependant inné de ce qui peut étre

observé pour les lymphocytes T.
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Plusieurs populations d'ILCs sont capables de predde I'lL-22. Toutes se
développent de fagcon dépendante du facteur dectiptisn RORt(Retinoicacidreceptor-
relatedOrphanReceptet) et expriment le récepteur de I'lL-23(Spits & Banto 2011). Ces
populations sont ensuite individualisées par I'espion de marqueurs de surface définis, la
co-expression d'autres cytokines (par exemple I'M); leur localisation, leur régulation
transcriptionnelle ainsi que leurs fonctions biodpes.

Parmi ces populations, une semble spécialisée ldamduction d’IL-22. Elle peut
étre dénommée sous le terme généritue22 (InnateLymphoidCell22). Ces cellules
présentent des caractéristiques partagées avdgnhighocytes NK et les LTilymphoid
Tissue inducedsdont il sera question plus loin. Elles ont été&rdés chez 'lhomme et la
souris et sont retrouvées essentiellement au nideaumuqueuses et des tissus lymphoides
associés aux muqueusesanfina propriade lintestin, plaque de Peyer, ganglions
meésentériques, amygdales). Chez I'homme, elles sardctérisées par I'expression des
marqueurs CD56, NKp44, CD127 et CD117 et n’exprinpratiquement pas le NKp46, un
marqueur considéré comme spécifique des cellulefCHlKa et al. 2009), alors que chez la
souris elles expriment le NKp46, le CD127 mais lpadK1.1 (Satoh-Takayama et al. 2008).
Ces cellules sont a distinguer des lymphocytes WKventionnels car, bien que présentant
des marqueurs communs elles n’exercent aucuneit@ctiytolytique et ne produisent pas
d’'IFNy. La présence de ces cellules dans l'intestin seréble en partie liee a la flore
commensale environnante (Sanos et al. 2009; Sakhyama et al. 2008) sans pour autant
en étre strictement dépendante (Sawa et al. 2011).

Une autre population d’ILCs capable de produird-PP de facon significative
correspond auxX.Ti. Ces cellules furent d’abord décrites pour leupanance dans la
formation des ganglions lymphatiques durant 'emlggnese (Mebius 2003). Chez la souris
comme chez 'homme elles expriment le CD127, laplotoxinee et la lymphotoxing
(Cupedo et al. 2009). En revanche I'expression B4 @'est retrouvée que chez la souris. Les
LTi persistent aprés la naissance et sont notammmatiqués dans la génération des organes
lymphoides tertiaires. lls semblent constituer sogrce innée importante d’IL-22, démontrée
au cours d’'un modele d’infection digestive cheadaris (Sonnenberg et al. 2011). Les LTi
sont présents au niveau de l'intestin, des gangl@rle la rate et sont capables de produire de
I'IL-17 en plus de I'lL-22 mais pas d'IFNCupedo et al. 2009; Takatori et al. 2009).

Les ILC RORt capables de produire de I'lL-22 et leurs prin@gacaractéristiques

sont présentées dansHgure 2.
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Figure 2: Cellules Lymphoides Innées de l'intestin exprimBR@Ryt. Plusieurs marqueurs
caractéristiques sont montrés. Trois a quatre digndifférentes semblent dériver d’un
progéniteur commun (Veldhoen&Whiters, 2010)

1.3.2 Production d’interleukine 22 par le systéme immaingt adaptatif :

L'IL-22 a originellement été décrite comme étanbdurite par les lymphocytes T,
mais pas par les lymphocytes B ni par les monofptesoutier et al. 2000a; Wolk et al.
2002). En 2002,Wolk et al. avaient suggéré quelasce principale d’IL-22 serait représentée
par des lymphocytes T CD4le polarisation Thl, et de phénotype mémoire. Befurs,
I'expression d’IL-22 a été rapportée pour une warideaucoup plus large de lymphocytes T.

Chez 'nomme, d’autres lymphocytes T CD4uxiliaires capables de produire la
cytokine ont pu étre décrits. Les lymphocytes T C@etpolarisatiorTh22 sont retrouvés en
premier lieu. Ces cellules, de phénotype mémoort eetrouvées dans le sang périphérique
et ont un tropisme préférentiellement cutané duti da& I'expression des récepteurs aux
chimiokines CCR10, CCR4 et CCR6 ainsi que du ligd@délectine CLAGutaneousLigand

Antigen. Elles peuvent se difféerencier a partir des lyogtes T mature naifs, aprés
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stimulation du TCR T CellReceptor par une cellule dendritique, via la présentatitumn
peptide antigénique par le complexe majeur d’hstauatibilité de classe 1l (CMH 1I). La
présence d’'un environnement cytokinique appropedmgt alors l'orientation vers la voie
Th22. Les DCplasmacytoides (pDC) activées parganti du TLR9TollLikeReceptor § les
conduisant a produire de I'lL-6 et du ThKpour TumorNecrosis Factor),sont capables
d’'induire cette polarisation Th22. La polarisatidh22 par les DC cutanées (cellules de
Langerhans dans I'épiderme, DC dermiques dansriaajea également été décrite (Fujita et
al. 2009). Les lymphocytes Th22 sont caractérisg¢sipe production exclusive d’IL-22. Elles
expriment fortement le facteur de transcription AWRylhydrocarbonReceptdmais trés peu
RORyt(Duhen et al. 2009; Trifari et al. 2009). L’équimat murin de ces cellules n’est a
I'heure actuelle pas clairement établi.

La troisieme population de lymphocytes T auxiliaicapables de produire de 'lL-22
est représentée par les T CDie polarisationTh17. Ces cellules semblent constituer la
source principale d’IL-22 chez la souris (Liangadt 2006). Elles produisent la cytokine
également chez ’lhomme mais leur importance redatig-a-vis des lymphocytes Thl semble
beaucoup moins tranchée que chez la souris. Larehif€iation d’'un lymphocyte T mature
naif en lymphocyte Th17 nécessite la présence @'lle TGPB (TransformingGrowth Factor
p) et d’IL-1B. Enfin I'lL-23 joue un rdle crucial dans la stakdtion et I'expansion de ces
cellules. Elle est également indispensable a unduation optimale d’IL-22.Les lymphocytes
Th17 expriment les facteurs de transcription RO& AhR. L'expression plus importante de
RORyt par ces cellules que par les lymphocytes Th22)éenggainsi que la différenciation
d'un lymphocyte T naif vers la voie Thl7, plus quers la voie Th22, dépend de la
modulation de I'expression de ce facteur de trapsaon.

Finalement, d’autres lymphocytes T sont égalemsmgligués dans la production
d’IL-22. Ainsi des lymphocytes T CD8ytotoxiques sécrétant principalement de I'lL-22,
nommeés par conséquent lymphocytes T cytotoxiquegT222), ont pu étre observés. Il
semblerait exister également des lymphocytes Tsdgrétant majoritairement les cytokines
Th1l7 (IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-21) (Sonnenberg el. 2011). Une production par des
lymphocytes Tyd, plutét impliqués dans 'immunité innée, est égaat decrite (Simonian et
al. 2010).
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1.4 Récepteur membranaire de l'interleukine 22 :

1.4.1 Structure du récepteur

Le récepteur de [llL-22 (IL-22R) est un hétérodiméconstitué de 2 chaines
transmembranaires appartenant a la famille depte&we aux cytokines de classe 2 (CRF2),
I'IL-22R1 et I'lL-10-R2 (Kotenko et al. 2001a).

La famille des CRF2 est définie sur la base dériectire du domaine extracellulaire de
ses membres. Tous comportent 2 domaines fibromeddartype Il en tandem. Ces domaines,
décrits pour la premiere fois pour la fibronectipggsentent une structure répétitive d’environ
100 AA et sont capables de se lier aux intégrihadamille CRF2 se distingue des récepteurs
aux cytokines de classe | et des récepteurs hépiatapes par des différences sur la
position des résidus cystéines ainsi que sur lateselu motif W-S-X-W-S. Il peut étre
remarqué que les similarités structurales des mesnibe cette famille ne concernent que le
domaine extracellulaire et pas du tout les domainassmembranaire ni intracellulaire
(Renauld 2003). L&igure 3 schématise l'interaction de I'lL-22 avec I'lL-22R.

. IL-22

M\ .

Figure 3: Interaction de I'lL-22 avec son récepteur membrnanait voies de signalisation
cellulaires activées (d’apres Ouyang et al. 2010)
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1.4.2 Distribution tissulaire du récepteur

Alors que I'lL-10R2 est d’expression relativemertitiquitaire celle de I'lL-22R1 est
guant a elle beaucoup plus restreinte. Seulesladas exprimant les 2 chaines peuvent étre
activées par I'lL-22. La restriction d’expressior th chaine IL-22R1 détermine donc les
cellules cibles de I'lL-22. L’expression de cetteaine est retrouvée dans un nombre limité
d’organes. Les principaux sont la peau, le reig,deganes des systemes digestif (intestin
gréle, colon, foie, pancréas) et respiratoire (pmuntrachée), I'expression la plus forte étant
présente dans la peau et le pancréas (Wolk eD@#l)2Au sein de ces organes les cellules
cibles identifiées sont principalement les celluégsthéliales, les hépatocytes, les cellules
acineuses pancréatiques, ainsi que les fibrobladeess certaines conditions. Il est
particulierement intéressant de noter qu’aucuneesson de I'lL-22R1 n’a pu étre retrouveée
a la surface de cellules hématopoiétiques, au repoaprés stimulation. Ceci laisse ainsi
supposer que I'lL-22 n’a aucun effet sur ces ceflidt donc sur le systéme immunitaire.

Pour autant, cette affirmation doit dorénavane étuancée par un certain nombre
d’études récentes soulignant I'expression du récephembranaire complet a la surface de
cellules du systéme immunitaire en conditions patifiques. Tout d’abord, dans un modéle
murin d’uvéite auto-immune, Ke et al. démontrerg urduction de I'expression de I'lL-22R1
a la surface des monocytes/macrophages. Aucunetiodun’est par contre retrouvée pour
les lymphocytes, les granulocytes et les DC. Celpression conférerait des propriétés
régulatrices a ces cellules qui interviendraientsaans le contréle de la maladie(Ke et al.
2011). De plus, une expression aberrante de I'lR222 également pu étre notée a la surface
de lymphocytes tumoraux au cours de lymphomes dueaa et de lymphomes anaplasiques
a grandes cellules, phosphatases alcalines pagitils * ALCL) (Bard et al. 2008; Gelebart
et al. 2011). Finalement, un modéle murin d’ALKLCL a permis de rattacher I'expression
aberrante de ce récepteur a la physiopathologithéeopathie ; I'action de I'lL-22 sur ces
lymphocytes contribuerait & un renforcement deflimmation observée au cours de ce

syndrome (Savan et al. 2011).

1.4.3 Voies de signalisation en aval de 'activation doapteur :

Plusieurs voies de signalisation ont été décritete s I'activation de I'lL-22R par
I'IL-22 (Figure 3). Comme pour I'ensemble des cytokines de la fanié I'lL-10, I'lL-22 est
capable d'activer la voie de signalisation Jdlenus activated kinayé STAT (Signal
Transducer and Activator of TranscriptipriLa voie principale, retrouvée dans I'ensemble
des études, fait intervenir la phosphorylation dAB3 au niveau d’'un résidu tyrosine. Une

étude utilisant la lignée de carcinome hépato-tlr de rat HAIIE, a montré que
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I'activation de STAT3 faisait suite a la phosphatidn de Jakl ou de TykZyrosine kinase

2) (Lejeune et al. 2002). Cette étude suggere égaitita possibilité de phosphorylation de
STAT1 et STATS ainsi que l'activation des 3 priradgs voies des MAP kinases (p38, JNK,
ERK1/2). Enfin, elle indique qu’'une phosphorylatide STAT3 au niveau d’un résidu sérine,
de facon indépendante des MAP kinases, serait s&oesa la transactivation maximale du
signal initié par I'lL-22. Ces résultats n’ont cepant pas été confirmés par une autre étude
menée en 2007 par Wolk et al. sur des cellulespadto€arcinome humain (HepG2) (Wolk et
al. 2007).

1.5 Biologie de l'interleukine 22 :

Les effets biologiques de I'lL-22 ne sont pas eacmus clairement caractérisés. lIs
font actuellement de ce fait 'objet de nombrewwvaux. Il ressort de la plupart des études
que I'lL-22 peut induire I'expression de genes impés dans les défenses immunitaires
innées antimicrobiennes, dans le remodelage et dudilitd tissulaire ainsi que dans
linflammation tissulaire. La plupart des auteutacsordent donc sur le fait que I'lL-22 est
une cytokine clef dans le maintien de 'homéostéisgulaire en conditions physiologiques.
Elle illustre parfaitement I'importance des relasoentre systéme immunitaire, la sécrétion
d’IL-22 étant assurée uniquement par des celludesatopoiétiques, et équilibre tissulaire, les
cellules cibles de I'lL-22 étant principalement megentées par des cellules épithéliales. Pour
autant, de nombreux travaux font également ressamtirble ambivalent de cette protéine
dans la physiopathologie d’'un certain nombre degssus inflammatoires et auto-immuns.
L'IL-22 est en effet incriminée dans le déclenchemeu I'entretien de nombreuses

pathologies, alors que pour d’autres elle semtilaxaiir un réle protecteur.

1.5.1 Interleukine 22 et défenses anti-infectieuses :

L’IL-22 semble présenter un réle important dansitiation des réponses immunitaires
innées par les cellules épithéliales, au niveaubdeseres tissulaires. Les premieres études
ayant analysé les fonctions de I'lL-22 ont ainsirpantrer qu’elle pouvait induire fortement
I'expression d’un certain nombre de peptides antdréens par les kératinocytes(Wolk et al.
2004; Liang et al. 2006; Boniface et al. 2005).nHaceux-ci peuvent étre cités Ifs
défensines (hBD2, hBD3) et les protéines de lalfar8il00 (S100A70u psoriasine, S100A8,
S100A9). Par la suite, I'induction de peptides raigrobiens au niveau du tube digestif
(Reglllp, Regllly), ainsi que de diverses molécules impliquées dhlss défenses
antibactériennes au niveau des poumons (chimioKI&SL1, CXCL5, CXCL9 ; lipocaline
2...) ont également été décrites (Zheng et al. 2808a et al. 2008).
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L'importance fonctionnelle de I'lL-22 a été éléegaemh décrite dans 2 modeles
d’infections bactériennes chez la souris. Dans uadéte d'infection digestive par
I'entérobactérieCitrobacterrodentiumzZheng et al. ont pu démontrer que I'lL-22 interait
dans les défenses immunitaires innées tres précooeBe la bactérie. En agissant
directement sur les entérocytes, I'lL-22 induiskit sécrétion de peptides antibactériens
(lectines de type C: Regpll Regllly) et permettait le maintien de lintégrité épitladdh.
L’absence d’lIL-22 ou sa neutralisation conduisdd diffusion systémique de la bactérie et a
une mort précoce des animaux. Le rdle de I'lL-2hsdace modele se concentrait
majoritairement dans les premiers jours de l'intect par la suite le relai était pris par le
systéme immunitaire adaptatif (Zheng et al. 20Q8nportance de I'lL-22 a également été
démontrée dans un autre modéele murin d’infectioimpoaire aKlebsiellapneumoniaelci
aussi les auteurs démontrent le réle central de2@ dans le maintien de lintégrité
épithéliale pulmonaire, permettant ainsi d’éviter diffusion systémique du pathogéne.
Cependant, contrairement au modele précédentpleses d’'IL-22 étaient représentées par
les lymphocytes T CD4Th17 et non par des cellules de 'immunité innéejiet al. 2008).

Ces 2 modeles démontrent de fagon convaincantiada pentrale qu’'occupe I'lL-22
dans les défenses immunitaires des barrieresdisssi| plus particulierement au niveau des
mugueuses, contre les pathogéenes extracellulaires.

L'influence de I'lL-22 dans les défenses antimiderimes doit toutefois étre nuancée
par le fait qu’elle semble tributaire des germeasiminés. Ainsi, aucun role notable de I'lL-
22 na pu étre observé dans des divers types diiofes incluant I'helminthe
Schistosomamansdadministré par voie percutanée), les mycobactéries
Mycobacteriumaviumet Mycobacteriumtuberculosigadministrés respectivement par voie
intraveineuse et par aérosol) ou le bacille grasitipantracellulaireListeria monocytogenes
(administré par voie intraveineuse) (Wilson et28l10; Graham et al. 2011). En outre un réle
délétere de I'lL-22 a méme pu étre observé lorsnfedtions par le protozoaire
Toxoplasmagondilorsqu’il était administréper os mais pas par voie péritonéale. Dans ce
modele I'lL-22, exacerbait I'inflammation intestigainitiée par I'infection en induisant une
surexpression de diverses cytokines et chimiokipesinflammatoires (IL-17, CXCL1,
CXCL9, TNFu...) (Wilson et al. 2010).

Concernant les infections fongiques, I'lL-22 poitreavoir un rble dans les infections
a Candida albicansUn exemple indirect est fourni par 2 études imthéjantes ayant montré
la présence danticorps anti-IL-22 chez les patsieatteints du syndrome APECED
(AutoimmunePolyendocrinopathyCandidiasisEctodermsiidphy qui présentent pour la

majorité une candidose cutanéo-muqueuse chronQMEC](Puel et al. 2010; Kisand et al.
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2010). L'IL-22 n’est cependant pas la seule cytekimpliquée dans les défenses contre ce
pathogeéne puisque des auto-anticorps anti-IL17IA-&7F sont également retrouvés chez ces
patients. Par ailleurs la fréquence accrue de ChBz tes patients atteints du syndrome hyper
IgE (ou syndrome de Job), lié a un déficit du fact&TAT3, laisse supposer que les
cytokines utilisant cette voie de signalisationnd®IL-22 et I'lL-17, mais aussi I'IL-6,
pourraient étre importantes dans les défensese@andidaalbicans

Finalement, la place de I'lL-22 dans les infecti@irales est encore mal définie. Bien
qgu’il y ait a I'heure actuelle trés peu d’études lsusujet, il ne semble pas que I'lL-22 exerce

un réle central direct sur ce type d’infectionsr{Benberg et al. 2011).

1.5.2 Place de l'interleukine 22 au sein des procesdigmmatoires et auto-immuns :

En plus de ses fonctions dans les défenses aattiafilses, essentiellement assurées
par lI'induction de la synthése de peptides antioligms par ses cellules cibles, I'lL-22 est
capable d’induire la production d'un certain nomhkide protéines inflammatoires, ou
impliquées dans la motilité, la régénération eslavie tissulaire. Ces propriétés peuvent
s’avérer bénéfiques dans un certain nombre denstances, et peuvent contribuer a la survie
d'un organe ayant subi une agression physique, ighamou infectieuse. Toutefois, ces
mémes propriétés peuvent étre particulierementtaél® notamment lorsqu’elles sont
exacerbées. Les difféerents effets de I'lL-22 sus gencipaux organes cibles, au cours de

différents processus pathologiques, vont étre tisgoar la suite.

1.5.2.1 Actions de l'interleukine 22 sur le foie :

Les hépatocytes expriment de facon significative B chaines du récepteur
membranaire de I'lL-22 et sont donc capables dendge a une stimulation par I'lL-22
(Radaeva et al. 2004). Dans un modele murin d'itépathimique induite par la
concanavaline A (ConA), Radaeva et al. ont pu dérepmue I'lL-22 exercait une action
protectrice sur le foie en agissant directement learhépatocytes. L’injection de ConA
induisait une forte élévation de I'expression dé-22 au niveau du foie uniqguement. Un
blocage de I'lL-22 par des anticorps neutralisantainait une exacerbation de I'hépatite,
objectivée par les taux de transaminases. L’'acpimiectrice de I'lL-22 passait par une
induction de la survie, de la croissance et dertdiferation des hépatocytes. Ces effets
faisaient tous suite a I'activation de la voie dgnalisation intracellulaire dépendante de
STATS3, apres activation de I'lL-22R. Par cette vdik-22 permettait I'expression de génes
codant pour des molécules anti-apoptotiques (B¢lBdl-2, McL-1) et mitogénes (c-myc,
cycline D1, Rb2, CDK4) (Radaeva et al. 2004). L#stge bénéfiques de I'lL-22 au cours
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d’'une inflammation hépatique aigué ont ensuitecétdéfirmés 3 ans plus tard par un autre
groupegrace a l'utilisation de souris déficientesurple gene de I'lL-22 (Zenewicz et al.
2007).

En plus de son action protectrice en cas d’inflationahépatique aigué, I'lL-22
apparait capable d’induire une régénération hépatapres hépatectomie partielle. Toujours
dans un modele murin, il a pu étre observé unexpugssion de I'IlL-22R au niveau
hépatique, associé a une élévation des taux sériglie22 apres hépatectomie partielle.
L’inhibition de I'lL-22 par des anticorps bloquastravait la capacité de régénération du foie
en regard des animaux non traités (Ren et al. 2010)

L'IL-22 semble ainsi avoir des effets majoritairathebénéfiques sur le foie,
permettant sa protection en cas d’inflammation @&igetaméliorant ses capacités de
régénération. D’autres effets positifs dans la tet hépatique et les Iésions liees a
I'éthylisme chronique ont également été rapportéan@ et al. 2010; Ki et al. 2010).
L’ensemble de ces effets protecteurs passent paraativation de la voie de signalisation
impliquant STAT3.

Cependant une étude récente suggere que l'activetiostante de STAT3 au cours de
carcinomes hépatocellulaires chez 'lhomme et laisopourrait étre en partie liée a une
surexpression d’IL-22 par les lymphocytes infiltrdan tumeur. Le r6le oncogéne de STAT3
n'est plus a démontrer et ce travail suggere dondle direct de I'lL-22, produite de fagon
chronique dans le foie, dans l'initiation et I'eztten de carcinomes hépatocellulaires (Jiang et
al. 2011). Ces resultats pourraient aller dans énersens que ceux obtenus au cours des
lymphomes anaplasiques a grandes cellules précéeetéwoqués (Bard et al. 2008; Savan
et al. 2011).

Finalement I'lL-22 peut également avoir un reteggrment systémique apres action sur
les hépatocytes, en induisant la synthese desimestéle la phase aigué de l'inflammation
(fibrinogene, haptoglobine, SAAL...) (Dumoutier et 2000b; Wolk et al. 2007; Liang et al.
2010). Il est a noter que I'lL-22 peut aussi agir ks cellules du pancréas pour induire la
synthese de certaines protéines de la phase aggarival et al. 2001).

1.5.2.2 Interleukine 22 et auto-immunité :

a. Connectivites :

De plus en plus de travaux rattachent I'lL-22 a playsiopathologie de plusieurs
connectivites. Au sein de celles-ci, la polyarthritumatoide (PR) est la plus documentée.
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Une étude portant sur 49 patients atteints de BBope (<5 mois), active (DAS28.2),
n'ayant jamais eu aucun traitement, et remplistgstcritéres révisés de I’ACRAferican
College of Rheumatolojjya pu établir une corrélation entre les concéioma sériques d’IL-

22 et I'importance de I'évolution de I'érosion ogse. Les patients ont été divisés en 2
groupes selon qu’ils présentaient des concentatsgmiques proches de celles de témoins
sains appariés (autour de 4 pg/mL), ou des vaknwson 6 fois plus élevées. Les auteurs ont
conclu que les patients présentant des concemsatseriques initiales plus élevées

présentaient une atteinte osseuse plus séverezaprissde suivi (Leipe et al. 2011).

Un autre travail portant sur tissus et liquidesosyaux obtenus au cours d’arthroplasties
et de ponctions respectivement, a décrit une egipreplus importante de I'lL-22 et de I'IL-
22R chez les patients atteints de PR que d’ost#iteftkeuchi et al. 2005).

Plusieurs études portant sur des modéles animatixpan ailleurs tenté de mieux
appréhender la place de I'lL-22 dans la physiodatiie de la PR. Un modele murin
d’arthrite au collagéne retrouve des niveaux plesés d’'IL-22 au niveau des synovies. En
outre linduction de la maladie chez des sourisiciEites pour le gene codant pour la
cytokine est retardée dans le temps et moins sé@&taoes et al. 2009).

Les sources cellulaires d’'IL-22 au cours de la BRt €ncore en voie d’identification. |l
semble par ailleurs qu’il faille prendre un certailombre de précautions quant a la
transposition des modeéles animaux (essentiellemanins) chez I'homme. En effet les
lymphocytes T CDZ4 Th17 sont souvent incriminés chez le rongeur (Musal. 2010;
Marijnissen et al. 2011). Pour autant, comme moengé précédemment, les Th1l7 sont une
source d’IL-22 plus importante chez la souris ghezcl’homme. Les sources d’IL-22 chez
I'hnomme pourrait étre les lymphocytes T CDPh1, voir Th22 (Leipe et al. 2011; Zhang et al.
2011). Finalement une étude récente laisse entepdrdes ILC22 mentionnées plus haut
pourraient représenter une source d’lL-22 au cdars PR chez 'hnomme (Ren et al. 2011).

Les actions de I'lL-22 au cours de la PR passeraietamment par une induction de la
prolifération des fibroblastes, la production del@Cimportante dans le recrutement des
monocytes, (Ikeuchi et al. 2005) et une activatief ostéoclastogénese(Geboes et al. 2009).

En plus de la PR, I'lL-22 commence également a@&udiée dans d’autres connectivites.
Des concentrations sériques plus élevées d'lIL-22tnobservées chez des patients atteints
du syndrome de Gougerot-Sjogren. Ces concentratesmablaient corréler avec les
concentrations d’anticorps anti-SSB ainsi qu’a pontance de la xérostomie (Lavoie et al.
2011). Deux autres études ont egalement rapporgd aorrélation négative entre la
concentration sérique d’'IL-22 et I'activité de laaladie chez des patients atteints de lupus

systémique (Cheng et al. 2009; Pan et al. 2009% @sultats imposent cependant une
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certaine réserve. En effet, les taux sériquesueé&® chez les témoins sains de ces 2 études
sont de I'ordre 350 pg/mL, alors que la totalité detres travaux ayant pu doser I'lL-22 dans
le sérum de témoins ne retrouve jamais des vatipassant 20 pg/mL. Plusieurs équipes ont
pourtant utilisé le méme kit de dosage que celwpley@ pour les patients lupiques. Toujours
en contradiction avec ces 2 travaux, un autre gr@aupecemment observeé,par cytométrie en
flux intracellulaire, une fréquence plus élevéelydaphocytes T CDZ4pouvant produire de
I'lL-22 dans le sang périphérique des patientsratede lupus systémiques comparé a celui
de témoins sains. Une corrélation positive étaiplde observée entre I'activité de la maladie

et la frequence de ces lymphocytes (Qin et al. 011

b. Psoriasis :

Les premieres études fonctionnelles sur I'lL-22 @aypidement définis les kératinocytes
comme cibles importantes de ce médiateur. Il a d&dprécisé auparavant que la cytokine
induisait I'expression de plusieurs peptides artiobiens, physiologiguement impliqués
dans la lutte contre des pathogénes extracellglai@z role bénéfique de l'lL-22 peut
néanmoins étre complétement inversé lorsque lasnactle I'lL-22 ne sont plus régulées
correctement. La forte expression de peptides &rtiviens retrouvée au cours du psoriasis,
incluant par exemple la protéine S100A7 ou psorggsa donc naturellement conduit a
suspecter une implication de I'lL-22 dans la phygaibhologie de la maladie.

L’IL-22 a pu étre détectée dans la peau de patsmuffrant de psoriasis alors qu'aucune
expression n'est retrouvée dans la peau saine (Wolkal. 2004). Des études plus
approfondies des effets de I'lL-22 sur les kératytesont permis de conclure qu’elle
influencait I'expression de 3 grandes catégoriespdatéines : peptides antimicrobiens,
protéines associées a la différenciation cellulg®téines associées a la régulation de la
mobilité et de la migration cellulaire (Bonifaceat 2005; Wolk et al. 2006). Les protéines
dont I'expression est induite par I'lL-22 (S100A100A8, S100A9, MMP1) sont retrouvées
a des niveaux beaucoup plus élevés au sein degeglgporiasiques que dans la peau saine.
Cette expression chute apres traitement. L’IL-2fuihaussi une augmentation des capacités
de migration des kératinocytes(Boniface et al. 2@@®ntraine une hyperplasie de I'épiderme
responsable de I'acanthose(Zheng et al. 2007).-RALapparait comme étant la cytokine
agissant en aval de [I'IL-23, génétiquement rattacla® psoriasis, et responsable de
'inflammation du derme et de I'acanthose. L’IL-&8&luit en fait la sécrétion de I'lL-22 par
des lymphocytes T CD4 et les ILC22 infiltrant la peau (Zheng et al. ZD0lakajima et al.
2011).

23



Les lymphocytes T CD4mpliqués dans la production d’IL-22 chez les paseatteints
de psoriasis semblent étre principalement les lyoptes Th17 et Th22 (Eyerich et al. 2009).
Il est intéressant de constater que les lymphocy@2 semblent principalement se localiser
au niveau de I'épiderme. En effet, les celluled.degerhans apparaissent capables d’induire
fortement la différenciation de ces Th22 (Fujitaaet2009). En outre cette induction pourrait
faire intervenir une interaction entre le CDla aed#lules de Langerhans et le TCR de
lymphocytes T auto-réactifs (de Jong et al. 20lL@)-igure 4 résume le mécanisme présume
de la génération des lymphocytes T CDA22.

Finalement, il peut étre signalé que les patietitsrds de psoriasis présentent eux aussi
des concentrations sanguines élevées d’'IL-22. Gasentrations se normalisent en cas de
thérapeutique efficace (Wolk et al. 2006).

Epidermis "““ i

x i

Em* T l::ﬁ'H

GEM T .:ﬁn

Blood HI

Figure 4 : Mécanisme présumé de générations des lymphocy&34T Th22 (Colonna, 2010)

1.5.2.3 Interleukine 22 et maladies inflammatoires chroegde I'intestin :

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I'IntegiMICI) sont la résultante d’'une
inflammation permanente etdérégulée du tube digé&dles sont principalement représentées
par la Maladie de Crohn (MC) et la Rectocolite Hérmgique (RCH). Bien que d’étiologies

encore mal comprises, les MICI représentent vrdi@nement des maladies
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multifactorielles complexes, survenant chez desvidds génétiquement prédisposés, au
cours desquelles survient une réponse immunitairgueuse anormale, dirigée contre la flore
intestinale, et pouvant étre déclenchée ou aggneaédes facteurs environnementaux.

La muqueuse intestinale est en contact permanest aes milliards de bactéries
commensales. La flore intestinale et I'nbte ongpssivement évolué vers le développement
d'une association durable, réciproquement bénéfidaesymbiose. Le maintien de cet
équilibre impose une adaptation régulée des systémaléfenses de I'héte a la flore. D’'une
part, les cellules épithéliales doivent empéchgeéiaétration des micro-organismes au travers
de la muqueuse. Pour autant le systeme immunitiie étre maintenu dans un état
relativement inerte a I'égard de la flore afin dtéw les dommages tissulaires liés a une
inflammation excessive. D’autre part, les systenmesiunitaire et épithélial doivent étre
capables de détecter et controler efficacemenvdiion de pathogenes opportunistes. Un
dysfonctionnement, probablement lié a un désordmeétgue, de I'un ou l'autre de ces
systémes pourrait étre a la base du développerherd MICI (Hooper & Macpherson 2010).

Les systemes de contrdle et de défense de I'hateifdervenir 3 grands mécanismes
nécessaires a la préservation de ’lhoméostasidaiss Premiérement un certain nombre de
médiateurs immuns, incluant la couche de mucus, pleggtides antimicrobiens et les
immunoglobulines A, doivent limiter le contact diteentre les bactéries intestinales et la
couche de cellules épithéliales. Urfd@igne de protection par le systéme immunitairé fai
intervenir différentes cellules innées (phagocylgmphocytes NK, cellules dendritiques) et
adaptatives (lymphocytes T). Ces dernieres doipeninettre une reconnaissance rapide et
I'élimination des bactéries qui auraient pu péméiresein de la muqueuse, afin d’éviter leur
dissémination dans I'organisme. Finalement un systée régulation efficace de ces réponses
immunitaires est nécessaire contre le développemiene inflammation excessive et non
résorbable.

Ainsi gu’il I'a déja été mentionné précédemmerit,-P2 intervient dans ces systemes de
défenses précoces. Elle permet l'induction de lath®se de plusieurs sortes de peptides
antimicrobiens et de chimiokines pouvant recrutéféiénts phagocytes (granulocytes
neutrophiles, monocytes) sur le site de linfecti@lle est en outre capable de réguler
I'expression de genes impligués dans la cicataeatia prolifération et linhibition de
I'apoptose. Par ces différentes actions, I'lL-22 donc normalement contribuer au maintien
de 'homéostasie intestinale en permettant le étntte la flore commensale, la lutte précoce
contre les bactéries pathogénes et la préservagidimtégrité de la muqueuse. Ces différents

effets de I'lL-22 sont résumés dand-igure 5.
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Figure 5: Différentes actions de I'lL-22 intervenant dansclentréle de différents micro-
organismes présents dans la lumiére intestinabptadle Ouyang et al. 2010).

Au méme titre que pour la PR et le psoriasis, uirégllation des effets de I'lL-22
impliquée dans la physiopathologie des MICI, a ta@gsdement été évoquée. Cependant la
place de I'lL-22 dans les mécanismes pathologiqiisdenchant ces maladies n’est pas
encore clairement établie. Elle représente donceldait I'objet d’'intenses recherches a
I'heure actuelle.

En 2006, Brand et al. ont pu observer une augmentde I'expression de I'lL-22 au
sein de muqueuses intestinales inflammatoires dgenpsr souffrant de MC. Cette
surexpression était limitée a la muqueuse inflamimgtles muqueuses saines provenant des
mémes patients ne montrant pas d’élévation notdbld ARN messager de I'lL-22. La
surexpression de l'lL-22 était de plus fortementrél@ée a une surexpression de [I'IL-8,
importante dans le recrutement des granulocytesapules, et pouvant étre induite par I'lL-
22. Une augmentation de I'expression de [I'IL-22Raitétpar ailleurs retrouvée. La
surexpression de I'lL-22 ne semblait en outre comme que les MC, les muqueuses
inflammatoires de RCH retrouvant les mémes niveauniy une sous-régulation, de
I'expression du géne codant pour I'lL-22 en regded muqueuses saines (Brand et al. 2006).

Les concentrations sériques d’IL-22 chez les pttiatteints de MC sont plus élevées
que celles de témoins sains. Ces dernieres sonaifaurs corrélées a la sévérité de la

maladie (Wolk et al. 2007; Schmechel et al. 206@)alement les niveaux sériques d’IL-22
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sont plus bas chez les patients porteurs desshéieeurs du gene codant pour I'lL-23R. Ces
alléles conferent une forte protection contre leettdppement de la MC (Duerr et al. 2006).
L’IL-22 a donc été, a l'aune de ces premiers réssytconsidérée comme une cytokine
importante dans la MC, et non dans la RCH, impkgpér ses propriétés pro-inflammatoires
(induction de I'lL-8, de CCL2...) dans l'initiatiort é&& développement de la maladie.

Par la suite, un certain nombre d’études portantdles modeéles animaux ont essayé
de caractériser plus précisément les mécanismelesgarels I'lL-22 pouvait intervenir dans
la physiopathologie de ces colites inflammatoidégessort de ces études que I'lL-22, a
'image de ce qui a déja pu étre décrit pour lefaemble exercer un réle plutbt protecteur
dans ces modeles. Les colites induites par différeoies (DSS, TNBS, transfert cellulaire)
étaient plus séveres chez les animaux déficienis fib-22, que ce soit dans des modeles
Th1/Thl7, se rapprochant plus de la MC, ou dansnaageles « Th2-like », visant plus a
mimer la RCH (Zenewicz et al. 2008; Sugimoto e808). L'IL-22 permettrait en effet de
maintenir l'intégrité de la barriere intestinale gas différents effets. Tout d’abord il a pu étre
montré qu’elle facilitait la régénération des cledtude Goblet ainsi que la production de
mucus par ces dernieres, favorisant ainsi la fdonat’'une barriére extérieure séquestrant les
micro-organismes et entravant leurs interactiores d&s cellules épithéliales (Sugimoto et al.
2008). Ensuite, l'induction de la synthése de divexreptides antimicrobiens par les
entérocytes et surtout les cellules de Paneth, gtedm contrbler l'invasion de la muqueuse
par les différentes bactéries présentes dans laheode mucus. Enfin, I'lL-22 permet
I'activation de génes importants pour la cicatiwat(Pickert et al. 2009). Ces différentes
actions de I'lL-22, démontrées comme protectricagsdles modéles animaux, apparaissent
toutes nécessiter I'activation de STAT3 dans hiles épithéliales(Zenewicz et al. 2008;
Sugimoto et al. 2008; Pickert et al. 2009).

Les niveaux éleves d’'IL-22 chez les patients daitede MC ont été singulierement
rattachés a une sous-population particuliere dephpuytes T CD4 Th17 exprimant des
marqueurs habituellement rencontrés a la surfasdydghocytes NK. Cette sous-population
exprime en effet le CD161, un récepteur apparaméecepteurs des lectines de type C, et le
NKG2D (Natural Killer Group 2 member D L’activation de ces cellules par I'intermédiaire
du TCR et de signaux de co-stimulation entraireytdhése d’IL-22 par ces cellules (associée
entre autres a la synthése d’lIL-17). Une activasiopplémentaire par un ligand spécifique du
NKG2D renforce cette synthese. La stimulation d’ligeée de cellules épithéliales du colon
par les surnageants de culture de ces lymphocyitdS Tonduit a la surexpression de

chimiokines pro-inflammatoires (CXCL5, IL-8, CCLZ0Jaissant les auteurs supposer
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gu’elles présentent donc un réle dans la physiapagie de la MC (Kleinschek et al. 2009;
Pariente et al. 2011).

Les effets pro-inflammatoires ou protecteurs dé-22 au cours des MICI, et
particulierement de la MC, restent donc encore guoshiet nécessitent par voie de
conséquence des investigations supplémentaires.ddmeere étude trés récente renforce
encore un peu plus les difficultés d’appréhensiord@e de cette cytokine dans la MC. En
effet, Monteleone et al. démontrent quant a eux smes-régulation de I'expression d’AhR
dans la muqueuse inflammatoire de patients attailetsMC. AhR est important dans
I'induction de la synthése d’IL-22. Ceci laisse d@upposer ici une diminution des quantités
d’IL-22 au cours de la MC. Pour autant les autevesit pas regardé la production d’IL-22
chez leurs patients. lls suggerent néanmoins qtraitement par un agoniste d’AhR peut
conduire a une augmentation de la production d2l_f#otectrice contre la colite. A nouveau
les effets biologiques de I'lL-22 ont été regardéms différents types de modeles murins
(TNBS, DSS, transfert cellulaire) (Monteleone et24111).

1.6 Conclusion :

De découverte récente, I'lL-22 suscite actuellenf@mierét de nombreux groupes de
recherche. L'ambivalence encore présente de sets dfiologiques laisse un certain nombre
de questions en suspens.

Les preuves concernant le réle majeur de I'lL-28sde maintien et la restauration de
I'intégrité épithéliale de ses organes cibles sdéfja nombreuses et continuent de
s’accumuler. En plus des différents travaux dé@gées précédemment, un rdle protecteur
important de I'lL-22 a également pu étre décritslEnprotection contre la fibrose pulmonaire
(Simonian et al. 2010), la myocardite auto-immuhezcle rat (Chang et al. 2006) et le rejet
d’allogreffe cardiaque (Kapessidou et al. 2008).r0le, encore a définir, de I'lL-22 dans la
sclérose en plaques (SEP) est également fortesnepéecté (Kebir et al. 2007; Kreymborg et
al. 2007).

A l'opposé, I'lL-22 semble clairement incriminéendala physiopathologie du psoriasis
et de la polyarthrite rhumatoide, alors que sore rédans les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin demande encore a étrdiélar

Finalement il apparait important de garder a I'tsque les effets de I'lL-22 ne
dépendent pas uniqguement de sa seule sécrétioregaeament du contexte dans lequel elle
est produite. Ainsi, il a pu étre décrit une alhatitcomplete de ses effets protecteurs au profit
d’'une action beaucoup plus délétere, lorsque I2LeBt associée a de hauts niveaux d’'IL-17
(S. C. Liang et al. 2006; Sonnenberg et al. 2010).
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2 L’interleukine 22 bindingprotein :

Une singularité propre a I'lL-22 au sein des cyhald de la famille de I'IL-10 est
I'existence d’'une protéine soluble, capable deise dpécifiguement a la cytokine. Cette
protéine, dénommée interleukine Bidingprotein(IL-22BP), a été identifiée pres d’'un an
apres la découverte de I'lL-22, de facon simultgoee3 groupes indépendants(Dumoutier et
al. 2001; Kotenko et al. 2001b; Xu et al. 2001).dsxouverte de I'lL-22BP a fait suite au
criblage systématique de banques de données pesliddDNc (ADN complémentaires),
lors de recherches visant a trouver de nouvellegmes homologues a celles de la famille
CRF2, déja présentée plus haut. L’équivalent marpu étre identifié quelques années plus
tard (Wei et al. 2003; Weiss et al. 2004). Ces j@ezs etudes laissent émerger I'hypothése
que I'lL-22BP soit un inhibiteur physiologique, siféque de I'lL-22, et ainsi impliqué dans
la régulation des effets biologiques de cette @eeniMalgré cela, les travaux sur I'lL-22BP
restent encore rares, laissant le champ libre aodebreuses investigations. Cette partie a
donc pour objet de faire état des différentes ciesaaces accumulées depuis 10 ans sur I'lL-
22BP, ainsi que de présenter les différentes durestencore non résolues et les enjeux

gu’elles peuvent susciter.

2.1 Geéne et protéine de I'lL-22BP :

La découverte du géene codant pour I'lL-22BP s’agefen 2001, simultanément par 3
groupes a la recherche d’homologues des protéiada thmille CRF2. La recherche a été
réalisée sur des banques publiqgues de ADNc hunaaec pour objectif de trouver des
séquences similaires a celles codant pour 'lL10{R1:-22R1 et I'lL-20R1 (Dumoutier et al.
2001; Kotenko et al. 2001b; Xu et al. 2001). Cé&sxiBipes ont ainsi pu mettre en évidence un
nouveau gene, localisé sur le chromosome 6q24,ntquaur une protéine présentant une
homologie significative avec les difféerents membrds la famille CRF2, et plus
particulierement avec le domaine extracellulaire 'tie22R1. La réalisation d’'un arbre
phylogénétique Kigure 6A) a confirmé la relation plus étroite existanterentiL-22BP et
I'lL-22R1. Il est intéressant de souligner que éag se trouve a proximité et dans la méme
orientation que les genes codant pour 'R et I'IL-20R1, 2 autres membres de la famille
CRF2. Ceci est d'autant plus intriguant qu’il aadéjé mentionné plus haut la proximité entre
les génes codant pour I'lL-22 et 'IFN-La dénominationl22ra2, par opposition ail22ral
codant pour I'lL-22R1, a été choisie pour le gead’id-22BP.
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Figure 6: Géne de la chaine IL-22R1. (A)Arbre phylogénétiqegroupant les différents
membres de la famille CRF2 (d’apres Dumoutier et2801). (B) Organisation des jonctions
exons-introns des genes codant pour I'lL-22BP,N*R1 et I'lL-20R1. Les boites noires
représentent les exons codant, les boites blatehedgions non traduites et les lignes pointillées
les introns (Xu et al. 2001). SRjgnal peptide Fnlll, domaine fibronectine Il ; TMD,
transmembranedomainCD, intracellulardomain

La structure du gen#22ra2comprend 6 exons. L’organisation est similaire Bese
des genes codant pour I'lFNR1 et I'IL-20R1 figure 6B). Elle retrouve une région 5 non
traduite (5’'UTR pouwuntranslatedregiopcodée par I'exon 1 et la premiére partie de lfexo
2 ; le reste de I'exon 2 code pour un peptide $igea21l AA, nécessaire a I'adressage de la
protéine dans les compartiments cellulaires ; ¥eme 3 a 5 et la premiére partie de I'exon 6
codent pour la protéine mature ; le reste de I'exaorrespond au 3'UTR.

L’ensemble de la région codante du gene condutsymthése d’'une protéine de 231
AA, partageant 33% d'identités avec le domaine aedilulaire de I'lL-22R1. Il a été
immédiatement suspecté, puis confirmé expérimante que I'lL-22BP était une protéine
uniquement sécrétéee. En effet, elle représenteuée snembre de la famille CRF2 qui ne
posséde pas de domaines transmembranaire ni ihitaice.Ainsi, la protéine mature se
constitue uniquement de 2 domaines fibronectinenlitandem, caractéristiquesdu domaine
extracellulaire des autres membres de la famillEZR’ensemble conduit a une protéine en
forme de L. Les 2 domaines sont reliés par undgepkélice 3, et forment un angle de 125°.
Chaque domaine fibronectine Il comprend 2 feusligtanti-paralleles, organisés en
« sandwich » composé & partir de 7 biin&, B, E d’une part et C, CF et G de l'autre).
L’IL-22BP présente 5 sites de N-glycosylation poigs et la protéine purifiée migre aux
alentours de 35-45 kDa en gel de SDS-PA&dt{um dodecyl sulfate polyacrylamide)gel

Le complexe formé de linteraction entre I'IL-22B& I'IL-22 a été cristallisé

récemmentKigure 7) (de Moura et al. 2009). L’homologie avec I'lL-22Rst plus forte au
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niveau du premier domaine fibronectine Ill, suggérgue ce dernier est le plus important

dans l'interaction avec I'lL-22.

IL-22BP

Figure 7 : Structure cristallographique du complexe issu ohdfaction entre I'lL-22BP et I'IL-
22 (Trivella et al. 2010)

L’équivalent murin de I'lL-22BP a été identifié pargroupes indépendants, lors de la
recherche chez la souris de séquences homologgdie &Zodant pour I'lL-22BP humaine. Le
géne se trouve sur le chromosome 10 et code pauprotéine de 230 AA, présentant 67%
d’identité avec I'lL-22BP humaine (Wei et al. 2008giss et al. 2004). Chez le rat, le gene se
situe sur le chromosome 1pl12, code pour une peEn229 AA et présente 72% et 84%
d’identités avec les protéines humaine et muriespectivement.

Une derniere particularité de I'lL-22BP, pour I'tast propre a I'homme, est
I'existence de 2 autres isoformes. L'une, dite lsmgcode pour une protéine de 263AA,
I'autre, dite courte, code pour une protéine deAE3(Dumoutier et al. 2001; Kotenko et al.
2001b; Xu et al. 2001). Ces isoformes semblentlteysd’'un épissage alternatif de I'ARN
messager. La forme courte fait suite a I'excisien’dxon 5, alors que la forme longue est la
conségquence de l'insertion d’'un exon supplémentairiee les exons 3 et 4. Jusqu’alors,

aucune de ces 2 isoformes n’a pu étre décrite lahgauris ou le rat.
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2.2 Distribution tissulaire de I'lL-22BP :

L’étude de la distribution tissulaire de I'lL-22BBe cantonne jusqu'a présent a
I'évaluation de I'expression du géne par RT-PCRevérse transcription -
polymerasechainreactignLes données ainsi disponibles ne concernent doada présence
d’ARNmM au sein des tissus mais aucun travail negmt& de résultat convaincant quant a la
présence réelle de la protéine.

Les principaux tissus dans lesquels I'expressiog&heil22ra2 a pu étre détectée chez
I’'homme sont le placenta, le sein, les organes hgiges (thymus, rate, ganglion), le tractus
gastro-intestinal (intestin gréle, colon), les pams et la peau (Dumoutier et al. 2001; Xu et
al. 2001). Cette expression concerne principalenisaforme de taille intermédiaire, qui
comme il le sera discuté ultérieurement, sembke l&tseule capable d’interagir efficacement
avec I'lL-22. L'expression de I'isoforme longue rpaur l'instant été retrouvée que dans le
placenta. Il faut par ailleurs noter que I'étudelaleépartition tissulaire de I'isoforme courte
n'a pas réellement fait I'objet de recherches dmg@s, si bien qu’aucune donnée n’'est a
I'heure actuelle disponible.

L’expression de I'lL-22BP a également été évaluéezda souris dans quelques tissus
et semble corroborer les données obtenues chemnigo L’expression la plus forte est
retrouvée dans cette étude au niveau des gandyimphatiques (Weiss et al. 2004).

Finalement, bien que 'lL-22BP soit une protéineréée, et par conséquent a méme de
diffuser dans les différents liquides corporelscume information n’est pour linstant
disponible quant a sa circulation ou non dans fey s les différents liquides biologiques.

Ceci résulte directement de l'utilisation de laledRCR pour en évaluer la présence.

2.3 Sources cellulaires de I'lL-22BP :

Tres peu d’études font état des sources celluldites22BP, que ce soit chez 'hnomme
ou I'animal. En 2001 Xu et al. avaient suggéré tpsemonocytes, les lymphocytes B et T
activés pouvaient constituer une source d’IL-22B&hs pour autant présenter les données
(Xu et al. 2001). Deux ans plus tard, Wei et ahjgguraient également que les monocytes
activés par du lipopolysaccharide (LPS), un ligdndToll-Like Récepteur 4 (TLR4), étaient
capables d’exprimer le geni@2ra2. Cependant, dans ce travail I'expression la phutefest
retrouvée pour une lignée cellulaire, les auteve$fectuent en outre aucune comparaison
avec d'autres types cellulaires que les monocyibtenus par adhérence a partir de rates
murines. Il apparait donc dans ce cas difficilevdléer I'importance relative des niveaux

d’expression réels détectés (Wei et al. 2003).
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Finalement, une seule étude visant a caractéasesdurces cellulaires de I'lL-22BP est
actuellement disponible (Nagalakshmi et al. 20@4) travail mené par RT-PCR quantitative
(g-RT-PCR) sur différentes banques d’ADNc, n'a gew® aucune expression par les
monocytes, activés ou non. Des signaux tres faime®té observés dans les lymphocytes T
et B ainsi que dans les mastocytes. Aucune expressa été détectée dans les cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMC peripheralbloodmononuclearce)lsi dans
différentes lignées de cellules épithéliales etrstiles. En revanche des niveaux d’expression
significatifs ont pu étre observés dans les cdlaendritiques conventionnelles immatures.
Cette expression chutait fortement lorsque lesileslétaient activées.

Les sources cellulaires d'IL-22BP restent donc @alssnent obscures, les arguments
les plus fort portant tout de méme sur une expwassnportante des cellules dendritiques

conventionnelles immatures en regard des autregdeslhématopoiétiques ou non.

2.4 Propriétés de I'lL-22BP :

e

L’IL-22BP est une protéine soluble, uniguement é&& et capable de se lier de fagon
spécifigue a I'lL-22. Plusieurs cytokines possedees systémes de régulation faisant
intervenir ce type de protéine.

L'IL-1 est par exemple régulée négativement par@oepteur membranaire leurre, I'lL-
1RII. Ce dernier est capable de se lier & la cylét d'interagir avec 1a®®° chaine du
récepteur membranaire, mais compte tenu d’'un damaexiracellulaire trés court, il est
incapable d'initier la transduction d’'un signal dda cellule. D’autres cytokines comme I'IL-
18 possedent des récepteurs solubles inhibitetits1BBP est ainsi capable de se lier tres
fortement a I'lL-18 et 'empéche d’interagir aveansrécepteur membranaire. Ces 2 cytokines
possedent donc un systéme de réegulation négaisanfantervenir des protéines soluble ou
membranaire, et jouant le rdle de récepteurs Isurre

Pour autant, d’'autres cytokines possedent égaledentécepteurs solubles, capables
d’'une interaction spécifique, mais dont les pragséphysico-chimiques conduisent plus a
une régulation positive. Ainsi I'lL-4BP, est capabil’interagir efficacement avec I'lL-4.
Cependant la dissociation du complexe IL-4/IL-4B® leeaucoup plus rapide que celle du
complexe IL-4/IL-4R. L'IL-4BP permet donc en faitadgmenter la demi-vie de I'lL-4 en la
protégeant contre les dégradations enzymatiquéspEtmet également son transport dans la
circulation et 'acheminement de la cytokine jusgabn récepteur membranaire. Finalement,
le récepteur soluble de I'lL-6 est quant a lui ddpad’initier une réponse intracellulaire par
des cellules qui ne possedent pas le récepteur meaike de la cytokine. Ce phénomeéne dit
detrans-signalingpermet de mieux comprendre les effets pléiotragsce I'lL-6.
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Les données concernant les propriétés de I'lL-2BB$sent suggérer fortement qu'il
s’agit d’'un récepteur soluble inhibiteur spécifiqueeI'lL-22. Des ses premiéeres descriptions,
il avait pu étre démontré que I'lL-22BP pouvait Bibtes effets biologiques de I'lL-2#h
vitro(Dumoutier et al. 2001; Kotenko 2001b; Xu et al02D La pré-incubation de I'lL-22BP
avec I'lL-22 empéche cette derniére d’induire l@agphorylation de STAT3, la surexpression
des molécules du CMH de classe | et I'inductiotederolifération de ses cellules cibles.

Ces propriétés ne semblent concerner que l'isofatentille intermédiaire décrite chez
’'homme. Elles ont également été confirmées chesolais, qui ne présente que I'équivalent
de cette isoforme de taille moyenne (Wei et al.3300

Le rdle inhibiteur de I'lL-22BP a ensuite pu étrattaché aux propriétés physico-
chimiques de cette derniere. Ainsi, il a pu étrestaté que l'affinité de I'IL-22BP pour I'IL-
22 est supérieure a celle du récepteur membratgid vs 1nM). L'IL-22BP semble par
ailleurs incapable de lier aux autres cytokinesadiamille de I'lL-10 (Logsdon et al. 2002).
La comparaison des complexes cristallographiquez?/lL -22BP et IL-22/IL-22R1 a de plus
permis d’établir que les sites d’interactions atagmilaires pour les 2 récepteurs (Trivella et
al. 2010). Ceci confirme les résultats de Wu egjai.indiquaient que I'lL-22BP empéchaient
la liaison de I'lL-22R1 a I'lL-22 (Wu et al. 2008).

La cristallisation du complexe IL-22BP/IL-22 a égralent permis d’établir les sites et la
conformation nécessaire a une interaction optiraaée I'lL-22. Deux résidus en particulier,
Y67 et R119, tous 2 situés dans le domaine D1,rafgs&nt indissociables de I'interaction
avec I'lL-22. Des expériences de mutagénese dingéeainsi pu établir que le remplacement
de I'un ou l'autre de ces 2 résidus par une alaalmdissait complétement la liaison avec la
cytokine (de Moura et al. 2009). Ces résidus sonservés sur I'lL-22R1. Cependant I'lL-
22BP eétablit plus d’interactions polaires avec 42R et présente un large groupement
hydrophobe absent de I'lL-22R1. Ces différencescttirales entre IL-22BP et IL-22R1
permettent d’expliquer les affinités différentesods 2 protéines pour I'lL22.

Pour finir, ces expériences de cristallisation é@galement permis d’affirmer que I'IL-
22BP n’est en mesure d’interagir qu’avec une sewd&cule d’IL-22, conduisant alors a la
formation d’'un hétérodimere.

Ainsi I'lL-22BP est capable d’établir des interacts de hautes affinités avec I'lL-22
tout en empéchant cette derniére de se lier a &mpteur membranaire. Le complexe IL-
22BP/IL-22 est tres stable et ne semble pas poét@rdissocié une fois formé. Ces données,
associées aux resultats expérimentaux obtenusdessétudes initiales, affirment donc le
caractére inhibiteur de I'lL-22BP, laissant suggéu@ role de régulateur des réponses

induites par I'lL-22. En outre I'étude de la stnuret de I'lL-22BP ainsi que des sites essentiels
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a une interaction efficace avec ['IL-22, couplée gaelques résultats expérimentaux
préliminaires, suggére fortement que seule l'isofrde taille intermédiaire soit capable
d’exercer ce rble. Le terme d’IL-22BP est par cooséit uniquement adaptée a la

désignation de cette derniére.

2.5 Biologie de I'lL-22BP :

Le réle physiologique réel de I'lL-22BP reste ercassez mal connu. Aucune étude
n'a spécifiguement étudié ses fonctions/ivo que ce soit a I'état physiologique ou au cours
des différentes pathologies rattachées a I'lL-2&€eS capacités inhibitricés vitro semblent
maintenant clairement établies, les données coantson réle de régulateur physiologique
chez 'homme comme chez I'animal restent a définir.

En 2008, Sugimoto et al. ont pour la premiére &a&bli une preuve de sa fonctionnalité
chez l'animal. Bien qu’encore relativement artdicice modele a tout de méme permis
d’apprécier les capacités inhibitrices de la praésynthétisé@n situ. Dans leur étude, les
auteurs montrent qu’'une expression localisée d2BR inhibe les effets bénéfiques de I'lL-
22 dans la restauration d'une homéostasie tissullirs de colites induites au DSS. Cette
production localisée est permise par une micrcetiga pressurisée d’'un vecteur non viral
contenant ’ADNc de I'lL-22BP murine avant I'induch de la colite. L'expression de I'lL-
22BP, objectivée par g-RT-PCR, reste localiséeiteude l'injection et ne diffuse pas aux
alentours. La production d’lL-22BP abolit les aogode I'lL-22 sur le site de linjection.
Ainsi, la phosphorylation de STAT3 dans les celudpithéliales du colon n’a plus lieu, pas
plus que la régénération des cellules de Gobletggraparaison aux sites non micro-injectés.
Enfin, le score de gravité histologique est plugpantant lorsque I'lL-22BP est présente
(Sugimoto et al. 2008). Jusqu’a présent cette etgtla seule prouvant un effet biologique de
I'lL-22BP in vivo.

Une autre étude suggére un rble délétere de I'BF2ZAu cours d’'une pathologie
inflammatoire cutanée chronique, la maladie de ¥gitnD’étiologie encore inconnue, cette
pathologie résulte d'une occlusion du folliculeopiébacé conduisant a une inflammation
secondaire ainsi qu'a des suppurations par sutiofebactérienne. Les patients atteints de
cette maladie expriment des niveaux plus élevds2PBP que ceux atteints de psoriasis. Ce
résultat a conduit les auteurs a supposer que2PHBP inhiberait I'lL-22 I'empéchant ainsi
d’induire les mécanismes de défenses précoceseclmstibactéries (Wolk et al. 2010). Pour
autant, aucune donnée comparant les niveaux d'ssipre du géne a ceux de la peau de

témoins sains n’est fournie. Il est donc difficde savoir si I'expression de I'lL-22BP est
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augmentée au cours de la Maladie de Verneuil allesireste au méme niveau que dans la
peau saine.

La régulation de I'expression du géit#2ra2 n’est, elle non plus, pas encore clairement
élucidée. Un certain nombre d’arguments tendent@trar que les conditions inflammatoires
seraient associées a une diminution de I'expreshiogene. Ainsi qu'il 'a déja été precisé,
I'expression importante du géne par les DC immatucbute des lors qu’elles sont
activées(Nagalakshmi et al. 2004). Plusieurs tra¥ant également état d’une diminution de
I'expression du géne dans des modeles de coliftsmimatoires induites chez la souris
(Wolk et al. 2007; Sugimoto et al. 2008).

D’un autre c6té, plusieurs études ayant égalemedlyse I'expression du géne dans
différentes conditions associées a une inflammatietrouvent, quant a elles une
surexpression du géne. Dans leur étude initialeeXal. décrivent une expression accrue au
niveau de I'appendice inflammatoire, ainsi que d#ass carcinomes ovariens (Xu et al. 2001).
Une induction a également été décrite au courdetiions a helminthe, mycobactérie et
protozoaire dans le foie (Wilson et al. 2010), emsau niveau de la rate et du rein dans un
modele de péritonite polymicrobienne(Weber et @l07). Dans cette étude, les auteurs
suggerent par ailleurs que les effets déeléterd$ld@2 observés sont atténués par I'injection
d’IL-22BP recombinante. Finalement, une inductioportante de I'expression du gene vient
d’étre décrite au niveau des articulations inflartoitas dans un modéle murin de PR (souris
déficiente pour IL-1RA) (Marijnissen et al. 2011).

La régulation de l'expression du gene est donc rencujette a de nombreuses
interrogations puisqu’elle pourrait étre induite dhibée dans différentes conditions
inflammatoires. Elle dépend probablement des fasteanvironnementaux propres a chaque
condition observeée, ainsi que de I'implication dle-22 dans ces différents processus.

Deux études ont décrit I'association de 2 polymaples nucléotidiques simples (SNP)
du géndl22ra2 a la sclérose en plaque (Beyeen et al. 2010; \rdordeck et al. 2011). Dans
les 2 cas les patients porteur du SNP semblenaés@ciés a des maladies plus séveéres. L'IL-
22 a déja été évoquée dans la sclérose en plaque.aBtant, rien de ne permet encore de
trancher en faveur d’un réle protecteur ou déclantlie cette maladie (Kebir et al. 2007;
Kreymborg et al. 2007).1l est par conséquent diffide prospecter sur le role de I'lL-22BP
dans la sclérose en plaque.

Pour finir, un SNP deil22ra2 a également été rattaché a la progression dedanae

lymphoide chronique (Wade et al. 2011).
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2.6 Conclusion:

L’IL-22BP fait encore a I'heure actuelle I'objet g¢eu d’investigations, la plupart des
efforts se concentrant avant tout sur I'lL-22. Rant, il semble clairement admis que cette
protéine soit un régulateur physiologique de I'l2-2mpliquée dans la modulation des effets
biologiques de cette derniere. Il apparait doncuneatafin de mieux caractériser les
différentes fonctions de I'lL-22, que ce soit ddaslutte contre les infections, ou dans
différents processus inflammatoires, de cherchemi€ux appréhender la biologie de son
inhibiteur naturel.

Ainsi qu’il vient de I'étre évoqué, de trés nomlses questions restent encore en
suspens et méritent d’étre résolues. Une meillearactérisation des sources cellulaires, de la
régulation de la production, des effets physiolaggjet de I'implication en physiopathologie
de cette protéine permettra probablement de miempoendre les effets observés de I'lL-22,

et peut-étre ainsi de dissoudre les paradoxes eapmarents.

3 Cellules dendritiques :

Les cellules dendritiques ont été décrites poumprdamiére fois dans la peau par
I'anatomo-pathologiste Paul Langerhans en 1868salht alors été dénommeées cellules de
Langerhans. Longtemps assimilées a des celluleseuszs, c’est en 1973 que le terme
cellules dendritiques a été introduit par Steinnlagiagit de cellules rares, présentes dans la
plupart des tissus de I'organisme, d’origine hémpaitétique et spécialisées dans la capture et
la présentation des antigenes aux lymphocytes [€s Ebprésentent donc l'archétype des

cellules présentatrices d’antigenes professiomné@&A) (Banchereau & Steinman 1998).

3.1 Classification, distribution tissulaireet propriggénérales des cellules dendritiques :

Les DC sont toutes capables de capturer, apprét@résenter un antigene a un
lymphocyte T mature naif. Cependant il existe denlm®uses sous-populations de DC,
chacune présentant une localisation particuliemsi &ju’une spécialisation fonctionnelle dans
le systeme immunitaire. Elles peuvent étre distigguen DC conventionnelles (cDC), DC
plasmacytoides (pDC) et DC inflammatoires (Short&asaik 2007).
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3.1.1 Cellules dendritiques conventionnelles :

Le terme de DC conventionnelles regroupe a lades DC présentes dans les tissus
non lymphoides, migrant vers les organes lymphoigiesi que des DC résidentes dans ces
organes lymphoides. Elles expriment toutes le CRlleur surface.

Les cDC migrant des tissus vers les organes lyndeisekercent un réle de sentinelle
dans les tissus périphériques, caractérisé papaie et la détection des agents pathogenes.
Leur activation fait suite a la détection d'un sijde danger, détecté par l'interaction d’'un
motif moléculaire spécifigue des pathogen&atiogenassociatedmolecular patteou
PAMP) avec un récepteur de I'immunité innée spé@afatern recognition receptoou
PRR). Les principaux PRR sont représentés par L& (Medzhitov 2001). L’activation des
DC peut également étre initiée par des cytokinesimftammatoires (TNE, IL-1), des
cellules nécrotigues et certaines protéines du termique.

Les DC activées migrent alors par voie lymphatiqfférente vers les zones T du
ganglion lymphatique drainant. Cette migration stanpagne d’'une maturation des DC qui
subissent alors des modifications morphologiqueguiaition des dendrites), phénotypiques
(augmentation de I'expression des molécules du GidHclasse I, des molécules de co-
stimulation, de marqueurs d’activation) et fonctietbes (perte de la capacité de capture
antigénique, acquisition de la capacité a présdageantigenes apprétés aux lymphocytes T
naifs). La présentation antigénique a un lymphocitenature, naif, spécifique permet
I'initiation d’'une réponse immunitaire adaptati@gure 8).

C;Z PAMP % —Pathogen

Denﬂnnc Pattern- L7 —
- recognition Interdigitating
_J w/ receptor dendritic cell
PA (/ \ MHC- |

( B7 = peptide
f A= \
‘

i Endogenous
'- activators
4 N

Necrotic or
infected cell

Lymph node
Activated T cell

Figure 8: Cycle classique d’'une DC migratoire. La DC immatdtetissu périphérique capture
et reconnait un pathogéne. Elle migre alors pae Winphatique afférente jusqu’au ganglion
lymphatique drainant tout en subissant un procedsusiaturation. Dans le ganglion elle peut
alors présenter efficacement l'antigene a un lynegteoT mature naif, spécifique, et ainsi initier
une réponse immunitaire adaptative (Delves&RoiQ®



Les DC assurent donc un lien essentiel entre I'imitduinnée non spécifique et
'immunité adaptative spécifique (Medzhitov 200E)les sont en outre impliquées dans le
maintien de la tolérance périphérique, lorsqu’etlest immatures.

Les DC migratoires peuvent étre subdivisées entifamae leur tissu périphérique
d’origine.

Les cellules de Langerhans représentent le modeleed DC migratoires. Elles
forment un réseau de CPA dans I'épiderme (3 a 8% adtlules de I'épiderme) et se
caractérisent par des marqueurs de surface sp@sfilCDla, CD207 ou Langerine, E-
cadhérine). Elles possédent aussi a I'état immatesegranules de morphologie particuliére,
en forme de raquette de tennis, les granules deé@ir Ces granules disparaissent lors de la
maturation. Les cellules de Langerhans sont égaiematrouvées dans les épithélia de
I'intestin et des tractus respiratoire et reproduct D’autres DC migratoires sont retrouvées
dans le derme. Elles ne posséedent pas de granelddirideck et s’apparentent aux DC
interstitielles retrouvées dans les autres organes.

Les DC interstitielles sont présentes en faiblepproon dans la quasi-totalité des
tissus non lymphoides de lI'organisme. Leur quamitée d’'un organe a un autre mais ne
dépasse jamais 1% de lI'ensemble des cellules. Elteg caractérisées par une forte
expression des molécules du CMH Il ainsi que du @DIC-SIGN), et du facteur de
coagulation Xllla. Il pourrait y avoir 2 populatismlistinctes de DC interstitielles, qui seraient
d’origines différentes.

Les organes lymphoides contiennent aussi des XS disidentes. Elles représentent
la moitié des DC des ganglions lymphatiques (lautroitié étant représentée par les DC
migratoires) ainsi que la totalité des DC du thymetigle la rate (Villadangos & Schnorrer
2007). Elles sont principalement localisées dars denes T des organes lymphoides
secondaires (manchon périartériolaire de la pullzeche de la rate et paracortex des
ganglions lymphatiques). Dans le thymus, elles dooélisées au niveau de la jonction
cortico-médullaire et sont particulierement impbgs dans la sélection négative des
lymphocytes T immatures. Ces cellules ne suivent p@ modeéle classique exposeé
précédemment. Elles se développent dans les ordgmghoides a partir de précurseurs
médullaires, sans circuler par les tissus péripnés. Elles peuvent, en I'absence d’infection,
rester immatures tout au long de leur vie, elle# sinsi distinguables des DC migratoires
dans les ganglions qui présentent obligatoirememh&notype mature. Finalement, elles sont

particulierement importantes dans les réponses mmtaites dirigées contre les antigenes
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transportés dans le sang puisqu’elles représeleteseules DC de la rate, qui ne possede pas

de systéme de drainage lymphatique.

3.1.2 Cellules dendritiques plasmacytoides :

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) étgt identifiées vers la fin des
années 1990 dans les organes lymphoides et le Bibegyont été dénommeées plasmacytoides
en raison de leur morphologie proche des plasmscy@ontrairement aux cDC elles
n'expriment pas le CD11c mais expriment en revahalahaine alpha du récepteur de I'lL-3
chez 'lhomme (CD123).

Les pDC représentent la plus grosse source de godud’IFN de type | de
'organisme. Elles sont également capables de mdliautres cytokines inflammatoires
dont le TNFe et I'lL-6 en réponse a une stimulation par leatids des TLR7 et 9. Elles sont
de ce fait particulierement impliquées dans leengds innées antivirales. Ces cellules sont
présentes dans le sang et les organes lymphoidesdséres mais pas dans les tissus
périphériques.

Le r6le dans la présentation antigéniguevivo des pDC reste encore controverse. |l
est probablement beaucoup moins important que ddaicDC. Les pDC sont toutefois
capables de présenter des peptides viraux aux lyoypds T CD8 mémoires lors d’'une

infection virale.

3.1.3 Cellules dendritiques inflammatoires :

Les cellules dendritiques inflammatoires sont decdption récente. Il s’agit de
cellules pouvant se différencier rapidement a paie progéniteurs immédiats ou de
monocytes dans les tissus inflammatoires, notamerenéponse a une infection bactérienne.
Elles jouent un réle important dans la réponseengi@ce a la production de cytokines pro-
inflammatoires (dont le TNk et de monoxyde d’azote (NO) (TIP-DC poiNF/inducible
NO synthase-producingdendriticcélls

Les DC inflammatoires peuvent également initier tégnse immunitaire adaptative
en migrant du tissu inflammatoire vers les ganglitymphatiques drainants.

Ces cellules sont trés fréquemment utilisées ptudier les propriétés des Did
vitro, car facilement différenciables a partir de monesyPour autant il faut garder a I'esprit
que les conclusions tirées a partir de tels modwesoncernent qu'une des sous-populations
de DC rencontrée® vivo. Les résultats des études fonctionnelles obtesueses DC sont
donc difficilement extrapolables auxcDC migratoioesrésidantes.
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3.2 Cellules dendritiques chez le rat :

Plusieurs sous-populations de DC ont pu étre ifiées chez le rat. Actuellement, 3
sous-populations sont décrites dans la rate. Ragiteis-ci deux sous-populations de cDC sont
caractérisées par I'expression de lintégriaE237 (CD103), reconnue par l'anticorps
monoclonal OX62. Elles sont aussi distinguées @dait qu’elles expriment ou non CD4 et
CD172: (SIRRy) (Trinité et al. 2000; Turnbull & MacPherson 2000 )est ainsi retrouvé des
DC OX6Z CD11b CD4" CD17a" (nommées par le terme générique DC CBdns la suite
du texte) et des DC OX6ZD116 CD4 CD172 (DC CD4). La troisiéme sous-population
correspond auxpDC. Ces cellules sont caractérzgrele phénotype suivant : OX82D11b
CD4" CD172". Les DC CD4 et CD4 se distinguent par une expression différente dé3, T
qui influence ainsi leur capacité a reconnaitre dathogénes. Les DC CDdpparaissent
comme de grandes productrices d’'IL-12p40 et inditisme différentiation Thl. A l'inverse
les DC CD4 semblent répondre plus faiblement aux stimulates différents TLRs, par la
production de faibles quantités d’IL-12p40 et d1D-(Hubert et al. 2006). Quoiqu’il en soit
les réponses de chaque sous-population de DC amulations de différents TLRs
apparaissent relativement stéréotypées.

4  Objectif du travail :

L’IL-22BP est une protéine de description réceien que ses propriétés inhibitrices
spécifiques de I'lL-22 soient maintenant clairemadmisesin vitro, sa physiologie reste
encore méconnue. Une meilleure compréhension derepaétés biologiquems vivo, de ses
sources cellulaires ainsi que de sa régulation ggransurement de mieux appréhender les
propriétés biologiques de I'IL-22. Cette derniemmble en effet présenter un réle non
négligeable dans le maintien et la restauratio’fdenéostasie épithéliale, que ce soit en
conditions physiologiques, dans un certain nhomleegbonses anti-infectieuses ou encore
dans diverses pathologies inflammatoires. Malgté, tbétude de la cytokine a également
soulevé un certain nombre de paradoxes quant &fas biologiques. La régulation des
actions de I'lL-22 passe probablement en partie ggar interaction avec son inhibiteur
naturel. Une meilleure caractérisation des intémastentre IL-22BP et IL-22 devrait donc
permettre d’'une part de lever un certain nombrecds singularités, et d’autre part,
d’envisager I'éventualité de développement de nauxeutils thérapeutiques adaptés dans le
traitement des pathologies mettant en jeu I'lL-R2nplication probable de I'lL-22 dans le
psoriasis et la polyarthrite rhumatoide semblesiagtiable, 'emploi d’'IL-22BP recombinante
dans ce type de maladies pourrait donc renfora@sdhal thérapeutique actuellement a
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disposition pour ces maladies. A linverse les awi de I'lL-22 au cours des maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin semblentage ambivalentes, a ce titre I'évaluation
de la place de I'lL-22BP dans ces processus pdwapgorter un regard nouveau sur le rble
tenu par la cytokine, et peut-étre ainsi de miengrendre comment cette cytokine devrait
étre modulée a des fins thérapeutiques.

Des résultats préliminaires, obtenus grace a ibation de puces a ADN sur les
différentes sous-populations de cellules dendmisgde rat, ont conduit a émettre I’hypothése
que les DC CD4pourraient représenter une source constitutive-82BP chez cet animal.
Ces resultats sont dans la lignée de ceux déeuitBlagalakshmi et al. en 2004, qui laissaient
déja entendre que les DC seraient la source mdjik22BP dans I'organisme.

Les objectifs de ce travail ont donc été de cheréheonfirmer le réle des cellules
dendritiques en tant que source constitutive d2BR, chez le rat et 'homme et d’essayer de
mieux comprendre la régulation de I'expression ddecprotéine. Un dernier objectif a
finalement été d'essayer de caractériser la régulate I'expression de cette protéine au
cours de maladies inflammatoires chroniques déekim.
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Matériel et méthodes :

Animaux :
Les rats femelles, agées de 6 a 10 semaines, dees8pragueDawley (SPD) ont été obtenus

a partir du Centre d’Elevage Janvier (Le GenesttSsles, France).

Milieu :

Le milieu de culture utilisé (milieu complet) a @@ RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) supplémenté par du sérum de veau foS¥F] a 10% etdécomplémenté
(Biowest, Paris, France), une solution d’acidesng&sinon essentiels (Sigma Chemical Co.),
2mM de L-glutamine (Sigma Chemical Co.), 100 U/me_p#nicilline (Sigma Chemical Co.),
0,1mg/mL de streptomycine (Sigma Chemical Co.)tashpon Hepes (Sigma Chemical Co.),
1 mM de pyruvate de sodium (Sigma Chemical Co5-8t10° M de 2-mercaptoéthanol

(Sigma Chemical Co.).

Réactifs :

Les ligands de TLRA4lipopolysaccharide (LPS), et d&LR9, CpG2006
(tcgtcgttttgtcgttttgtcgtt), ont été obtenus chewivngen (San Diego, CA) et Eurofins MWG
Operon (Ebersberg, Allemagne), respectivement. L58M provient de chez Sigma Chemical
Co. Le GolgiStop et le GolgiPlug ont été achetéezdBD Biosciences (MountainView, CA).
L’IL-22BP/Fc recombinant humain a été obtenu ch& RSystems (Minneapolis, MN). Le
TRIzol a été acheté chez Invitrogen (Carlsbad, @&).GM-CSF et I'lL-4 proviennent de

chez CellGenix (Fribourg-en-Brisgau, Allemagne).

Anticorps :
- Rat:

Plusieurs anticorps monoclonaux de souris anfpratiennent d’hybridomes obtenus aupres
de [I'European Collection of Cell Culture (SalisburiRoyaume-Uni). Les anticorps
monoclonaux ont ensuite été purifiés a partir desageants au sein du laboratoire : R7-3
(TCRu/B), V65 (TCRy/5), OX6 (CMH de classe IlI), OX62 (CD103), OX8 (CD&X12
(chainek des Igs), OX33 (CD45RA), OX41 (CD1aR OX42 (CD11b/c), 3-2-3 (NKR-P1).
L’anticorps monoclonal 85C7, spécifique des pDCété& généré au laboratoire. Lorsque
nécessaire, certains anticorps ont été couplébiatiae, au FITC, a I'Alexa 488 et a I'Alexa

647, en utilisant les kits provenant d’'Invitrogeba(sbad, CA). Les anticorps anti-CD4-PE,
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HIS24-FITC et HIS24-PE ont été achetés chez BD iRimgen (San Jose, CA). L'anticorps
de chévre anti-IL-22BP de souris a été obtenu c@aSCruz Biotechnology, Inc. (Santa
Cruz, CA).

- Homme:

Les anticorps anti-IL-22BP humaine, I'un polyclomdbiotinylé, I'autre monoclonal (souris

isotype IgG1) proviennent de chez R&D Systems.

Préparation des cellules chez le rat :
- Cellules dendritiques conventionnelles :

Les rates ont été prélevées stérilement puis digedtans 2 mg/mL de collagénase D (Roche
Diagnostics, Meylan, France) dans du RPMI 1640/Mk $endant 30 minutes a 37°C. De
'EDTA & 10mM a été ajouté pendant les 5 dernigrgsutes. La suspension cellulaire a
ensuite été resuspendue pendant 10 minutes puwée fdur 100um. Les cellules ont ensuite
été lavées une fois dans du PBS/SVF 1%/EDTA 2mMedpeprise des cellules & 1-2-210
cellules/mL, 4 mL de cette suspension a été ajauténLde Nycodenz 14,5% (m/v) dans du
PBS/SVF/EDTA (Nycomed, Oslo, Norvege), dans deseduboniques de 15 mL, puis
centrifugée a 800g pendant 15 minutes a +4°C, saims Les cellules de basse densité ont
alors été récupérées, lavées une fois dans du WBSEBTA puis reprises a 30-x-10

cellules/mL.
- pDC, lymphocytes T, B et NK, monocytes :

Le culot obtenu apres la réalisation du gradienNgleodenz, a été resuspendu dans 25 mL
de PBS/SVF/EDTA et déposé sur duFicoll-Paque PEE HealthCare Life Sciences,
Uppsala, Suéde) dans un tube conique de 50 mL.sAgeatrifugation a 570g pendant 20
minutes a température ambiante, sans frein, ldalezlde I'anneau ont été reprises dans
50mL de PBS/SVF/EDTA. Aprés 2 dépaquetages lesilesllont été reprises & 40-x210

cellules/mL.

- Tricellulaire chez le rat :

Toutes les cellules ont été triées sur un cytontéger FACSAria (BD Biosciences).
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a. Cellules dendritiques conventionnelles :

Les cellules spléniques de basse densité ont atgudes par un anti-TGR-Alexa488
(clone R7.3), un anti-CD45R-FITC (clone HIS24),anti-CD4-PE (clone OX35) et un anti-
CD103-Alexa647 (clone OX62). Aprés ajout de DAR, Aug/mL, les cellules ont été filtrées
sur 60um. Les cellules vivantes ont alors été gsriégres exclusion des cellules FITC et
Alexa488 positives, en DC CD®X62°" et DC CD40X62"".

b. pDC:

Les splénocytes ont été marqués par un anti-CD45RcPne HIS24) et le 85C7 couplé a
I'Alexa647. Aprés ajout de DAPI a 0,1ug/mL, leslagkeds ont été filtrées sur 60um. Les
cellules vivantes ont alors été triées. Les call88C7 et CD45R positives ont été tries.

c. Lymphocytes T, B et NK :

Les splénocytesont été marquées par un antiepdiotinylé (clone R7.3), un anti-CD45R
PE (clone HIS24), un anti-NKR-P1 Alexa647 (clon2-3) et un anti-CD45RA FITC (clone
OX33) puis par de la streptavidine Pe-Cy7. Apresitajle DAPI a 0,1pug/mL, les cellules ont
éte filtrées sur 60um. Les cellules vivantes ontsakté triees. Les lymphocytes T ont été
obtenus en sélectionnant les cellules PE-Cy7 pesificellules TCR/f") ; les lymphocytes B
ont été obtenus en sélectionnant les cellules PEr@ygatives, PE et FITC positives (cellules
TCRa/B’, CD45R, CD45RA) ; les lymphocytes NK ont été obtenus en sélention les
cellules PE-Cy7 négatives et Alexa647 positivefifes TCRuvB, NKR-PT).

d. Monocytes :

Les splénocytes ont été marqués par un anti-CMHPH (clone OX6), un anti-
CD172biotinylé (clone OX41), un anti-CD103 Alexa647 (@moOX62) et un anti-CD11b/c
Alexa488 (clone OX42) puis par de la streptavidieCy7. Les cellules vivantes ont alors
éte triées. Les cellules CMH Il positives, CD10§até/es ont été sélectionnées, puis au sein

de ces cellules, les cellules CD11b/c et CDiFasitives ont éte triées.

Stimulations des cDC de rat :

Les DC CD4 et CD4 triées ont été stimulées a une concentration del@®mL dans du
RPMI 1640 complet, en plagues 48 ou 96 puits, pen@éaou 24h. Les concentrations
utilisées pour les différents stimuli ont été laszantes : CpG2006 (5uM), AM580 (100nM).
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Génération des MODC chez I’homme :

Les DC ont été générées a partir de monocytes wly gériphérique de volontaires sains.
Apres réalisation d'un gradient deFicoll (PAA Ladtmries Gmbh, Coélbe, Allemagne),les
monocytes ont été obtenus par sélection positiee, I'ptilisation de billes magnétiques
recouvertes d’anticorps de souris IgG2a anti-CDavhdin (MiltenyiBiotech, Paris, France).
Aprés récupération des cellules liées aux billeBcgra un aimant, une suspension de
monocytes (pureté >99%) a été obtenue. Les morsoytealors été mis en culture dans du
RPMI complet en plaques 6 puits, & la concentmatie 1-x-1&mL, pendant 6 jours. Du
GM-CSF (1000 UI/mL) et de I'lL-4 (200Ul/mL) ont ét@joutés des la mise en culture. Pour
certaines conditions de ’AM580 (100nM) ou du DMS€uI ont été ajoutés dés le début de la
culture. L'activation des DC immatures a été réaipar ajout de LPS (0,25ug/mL) a J6

pendant 24 heures.

Extraction de 'ARN :

Les organes de rat ont été préalablement dispelmés 1 mL deTRIzol a l'ultra-turrax
(IMLAB sarl, Lille, France) jusqu’a obtention d’'unsolution limpide.Les cellules ont été
récupérées sur culot sec puis 1mL de TRIzol a &@uté. Tous les échantillons ont été
conservés a -80°C jusqu’a utilisation.

L’ARN total a été récupéré par extraction liquidpllde en ajoutant du chloroforme. Aprés
centrifugation a 11800g, 15 minutes, la phase aspieuéte récupérée. L’ARN a alors été
précipité par ajout d’'isopropanol et laissé ung au0°C. Apres centrifugation a 11800g, 20
minutes, le culot a été lavé 2 fois a I'éthanolspniis a sécher a température ambiante 20
minutes. Finalement le culot a été repris dansede ppi.

Transcription inverse :
La transcription inverse a été réalisée en utitimiMurine MoloneyLeukemia Virus Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA) avec 20migd’oligodT pdT24 (Invitrogen,

Carlsbad, CA), d’aprés les instructions du fabrican

ADNcde DC tissulaires, de reins de rats greffédsi@psies coligues humaines :

Les ADNc des DC tissulaires provenant de I'intestim été gracieusement fournis par le Dr
Simon Milling (Sir Graeme Davis Building, Universitde Glasgow).

Les ADNc de rein de rat apreés greffes syngéniquesl@gyéniques ont été gracieusement
fournis par le Dr Bernard Vanhove (INSEM UMRG643 nis)
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Les ADNc des différentes biopsies coliqgues desptdiatteints de MC et de RCH ainsi que
des témoins sains ont été gracieusement fournislgpddr Arnaud Bourreille (Service
d’Hépato-gastro-entérologie CHU Nantes, INSERM UME).

PCR quantitative en temps réel :

- Pour les échantillons de rat :

L’ADNCc total a été amplifié dans 20uL de mix de P€&shtenant 300nM de chaque primer,
etlOuL de tampon Power Sybr®Green 2x (AppliedBitsys, Foster City, CA). La PCR a
ensuite été réalisée dans le thermocycleufViiaReal Time PCR system. La réaction était
commencée par une étape de 2 minutes a 55°C pooretie a l'uracile-N-glycosylase
d’éliminer les contaminants potentiels, puis 10 ut#s a 95°C permettant I'activation de
I’AmpiTag Gold DNA polymérase et enfin 40 cyclesmgarenant chacun 15 secondes a 95°C,
une minute a 60°C et 19 secondes au TM-3°C du pgraguPCR pour la mesure de la
fluorescence.

L’analyse directe des produits de PCR a été eféecten mesurant 'augmentation de la
fluorescence. La méthode de comparaison des & endgployée selon les recommandations
du fabricant. Brievement, les variations d’'un édhlam a l'autre ont été corrigées en
soustrayant le Ct obtenu pour le gene de ménage antod pour
I’hypoxanthinephosphoribosyltransféerase 1 (HPRT) Guobtenu pour le géne dintérét
(=ACt). L’expression relative des genes (en unitégrartes : A.U) a ensuite été évaluée en
utilisant la méthode du™2“". La liste des amorces utilisées chez le rat estrmée dans le
Tableau 2.

- Pour les échantillons humains :

L’ADNCc total a été amplifié dans 20puL de mix de PCéhtenant 1L d’amorces et sonde
20X et 10uL de tampon TagMan®Fast Advanced Master 2X (AppliedBiosystems). La
PCR a ensuite été réalisée dans le thermocyclea®@8te Plus (AppliedBiosystems). Apres
20s a 95°C suivaient 40 cycles comprenant 1s a @52Ds a 60°C. Les amorces et sondes

pour les PCR chez 'lhomme ont été achetées chelietiBosystems.

PCR pour la recherche des isoformes :

Les amorces utilisées ont été les suivants: seR&GCTAAGCACTGCTTTC, anti-
sensCACACATCTCTCCTTGCTTC. Lamplification a été fléae en utilisant
'HERCULASE Il Fusion Enzyme (Agilent, Santa Cla@A). La PCR a été réalisée sur un
thermocycleurGeneAmp 9700 (AppliedBiosystems). Afséminutes a 95°C et 2 minutes a
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62°C, 'amplification s’est faite par 35 cycles goranant 1 minute a 72°C, 30 secondes a
95°C puis 30 secondes a 55°C. Les produits d’aioalibns ont ensuite été révélés par
migration sur un gel d’agarose 1,5% en présencbroimure d’éthidium (Amresco, Solon,
Ohio).

Séquencage :
Les produits de PCR a séquencer ont été réalisda piateforme de séquencage de I'lFR26

a Nantes.
Gene Amorces Séquences
Sens GGCAAAGGGATCTCTCTGTTCT
IL-22BP de rat )
Anti-sens TAGGAGAGGCAGTGTAGTTCGC
Sens CCTTGGTCAAGCAGTACAGCC
HPRT de rat )
Anti-sens TTCGCTGATGACACAAACATGA

Tableau Z: Amorces utilisées pour les g-RT-PCR chez le rat

Enrichissement en cDC de rat par sélection négative

Les cellules de basse densité de la rate ont étguées par un anti-TGR (clone R7-3), un
anti-TCRyd (clone V65), un anti-CD45RA (clone OX33), unartiame légerex (clone
0X12), un anti-CD8 (clone OX8) et un anti-CD45Rofw HIS24). Ces clones sont tous des
lgG de souris anti-rat. Apres lavage, les celluted été mises en présence de billes
magnétiques recouvertes par des anticorps de chatirlgG de souris (billes Dynal de chez
Invitrogen), en suivant les instructions du fouseisr. La sélection négative a ensuite éte
réalisée par élimination des cellules liees auxedilvia l'utilisation d’'un aimant. Afin
d’optimiser le marquage intracellulaire, duGolgis&t du GolgiPlug ont été utilisés a toutes
les étapes aux concentrations indiquées par laikseur.

Coupes de biopsies coliques et de peau :
Les coupes de biopsies coligues de témoins sanss @ile de patients atteints de MC et de
RCH ont été gracieusement fournies par le Dr CéBossard (Laboratoire d’Anatomo-

pathologie, CHU Nantes).
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Les coupes de peau saines, issues de plasties mladlEsnont été gracieusement fournies par
le Pr Brigitte Dreno (Service de Dermatologie, CHlhantes, laboratoire d’immuno-
dermatologie, IFR26, Nantes).

Immunohistologie :

- Immunofluorescence indirecte :

La suspension cellulaire obtenue aprées enrichisseemecDC de rat ou les MODC humaines
obtenues en culture ont été mises a adhérer 45tesirmur des lames recouverte de Poly-
Lysine (Sigma Chemical Co.). Apres aspiration diplsis, les lames ont été mises a sécher 1
nuit a TA. Les coupes de peau ont été mises a démm30 min a température ambiante.
Apres fixation 5 minutes dans l'acétone a -20°G, lEmes ont été déposées en chambre
humide et réhydratées par du PBS 1X pendant 5 ggniépres une étape de saturation de 30
minutes par du PBS 1X/BSA 1% /Sérum 10% de la méspece que celle de I'anticorps I
(&ne ou chévre ici), I'anticorps | (anticorps adhti22BP de souris, Santa Cruz, a 5ug/mL ;
anticorps anti-IL-22BP humaine a 2,5 pg/mL, R&DEi@ incubé 2 heures a température
ambiante. Aprés 3 lavages au PBS 1X, I'anticorpa Bté incubé 1 heure a température
ambiante (anticorps d’ane anti-chevre ou antical@shévre anti-souris, couplés a I'Alexa
568). Aprés 3 lavages au PBS 1X, les lames onmhétéées avec le réactif Prolong Gold with
DAPI (Invitrogen) puis mises a sécher une nuitrapérature ambiante, a I'abri de la lumiere.
La lecture a ensuite été reéalisée a l'aide d'unrosicope Axioskop 2 plus (Zeiss,

Oberkochen, Allemagne).

- Immunohistochimie :

Les coupes ont été marquées par I'anticorps monaklanti-IL-22BP humaine (R&D).
I'anticoprs Il utilisé a été un anticorps anti-ssuwouplé a la peroxydase. La révélation s’est
fait a l'aide du kit de détection Envision FLEX (KmAutostainer, Dako France SAS,
Trappes, France) et du tétrachlorure de diaminaberz comme chromogéne. Les coupes

ont ensuite été contremarquées par de 'hématexgénMayer.

Western blot :

Les sérums ont tous été dilués au 1/100 dans du BPBSI'IL-22BP/Fc recombinante
humaine a 50 ng/mL a été utilisée comme controtifovingt microlitres de la dilution de
sérum ou de protéine recombinante ont ensuite éléngés a 5 pL de tampon Laemmli et 2

puL de DTT. La dénaturation s’est effectuée en portas échantillons 5 min a 95°C. La
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séparation des protéines s’est effectuée par nograur un gel de polyacrylamide-SDS a
10%. Aprés séparation, les protéines ont été tta@s$ sur une membrane de nitrocellulose
(ECL™Hybond, Amersham, Orsay, France), en utilisant uan3-Blot SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell (BioRad France, MarteeCoquette, France). Aprés une étape
de saturation toute la nuit a +4°C, dans du TB®AWMBSA 5% puis 12 h a température
ambiante, les membranes ont alors été incubées lamorps anti-IL-22BP humaine
biotinylé, a 0,2ug/mL (R&d) pendant 1 nuit a +4°&pres 3 lavages de 5 min dans du
TBS/Tween, les protéines liées a I'anticorps oatrétélées par de la streptavidine couplée a
la peroxydase, incubée 1 h a température ambiaApreés 3 nouveaux lavages, la détection
s'est faite grace a un kit de chimiluminescencel(E&mersham). La lecture a été effectuée
sur un LAS-4000 (Fujifilm, Tokyo, Japon) et I'acgition par le logiciel Multi Gaude

software (Fuijifilm).

Analyses statistiques
Toutes les analyses ont été réalisées sur le éditism 5 (GraphPad Software Inc.). Les
comparaisons de moyennes d’échantillons indépesdanit été faites avec le test de Man-

Whitney. Une valeur de p <0.05 a été considéréenmmstatistiquement siginificative.
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Résultats :

1 Profil d’expression tissulaire du genal22ra2chez le rat :

L'expression tissulaire de [I'lL-22BP a été précédent décrite chez
’lhomme(Dumoutier et al. 2001; Xu et al. 2001) &tsburis (Weiss et al. 2004) mais jamais
chez le rat. Cette expression de I'lL-22BP a étlymée par g-RT-PCR au sein de différents
organes, prélevés sur des rats de souche SpragueyD@PD). L’expression la plus forte a
été retrouvée pour les organes lymphoides secasdaate et ganglions mésentériques), puis
a des niveaux inférieurs pour le tractus digestieétin gréle, colon), les poumons et la peau
(Figure 9A). Finalement, une faible expression a égalementéfpe détectée pour les
testicules, l'utérus et le rein.

Afin d’évaluer I'existence de plusieurs isoformesIdARNm de I'lL-22BP, a I'image de
ce qui a pu étre décrit chez 'lhomme, mais pas daesouris, une PCR permettant
I'amplification de 'ensemble de la région codadeel’ARNmM a été réalisée sur ces différents
organes Figure 9B). Cependant, seule une bande correspondant didaatéendue a pu étre
observée (678 pb). Il n'y a donc pas eu de déteafiautres isoformes, qui auraient été
objectivées par des bandes plus longues ou plugesosur le gel d’agarose. L'ARNmM
amplifié ici est I'équivalent chez le rat de l'isome moyenne humaine, c’est-a-dire codant

pour une protéine fonctionnellement apte a inhitier22.
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A rIL22BP-RAT mRNA

B Thymus GGM Rate Coeur VessieProstate Colon Poumon PeauTesticule Utérus ML Intestin Foie
grele

IL-22BP — 600pb

Figure 9: Expression de I'lL-22BP au sein de différents tissie rat.(A) L'expression a été
analysée parq-RT-PCR. Les données sont présemiée$osme de moyenne +s.e.m, a partir de 2
animaux différents(B) Analyse par PCR de l'expression d’IL-22BP apres |dioation de
'ensemble de la région codante. Le résultat gstésentatif de 2 expériences indépendantes.
GGM : ganglions mésentériqt ; ML : muscle lisst
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2 L’IL-22BP est principalement exprimée par une popuation de cellules dendritiques
dans les tissus :

L’expression la plus forte d’IL-22BP a été retroavéu sein des organes lymphoides
secondaires. Ceci laisse donc supposer que I'lLP2@Burrait étre principalement exprimée
par des cellules hématopoiétiques. Par ailleugtide de I'expression du géig2ra2 par
des cellules épithéliales et stromales a déja extBerchée. Aucune expression n'avait été
retrouvée (Nagalakshmi et al. 2004). L’expressitbh-82BP a donc été évaluée au sein des

différentes sous-populations de cellules hémataoipjois.

2.1 Isolement des différentes populations de cellu@sdtopoiétiques spléniques de rat :

2.1.1 Lymphocytes T, B et NK :

Les lymphocytes T spléniques ont été triés suakelde leur expression du TG,
les lymphocytes B sur la base de leur absence sgipn du TCRYpB ainsi que sur leur
forte expression de CD45R et CD45RA. Finalementjegphocytes NK ont été sélectionnés
sur la base de leur absence d’expression du @BRiinsi que sur leur forte expression du
NKR-P1. Les différentes stratégies de sélection parsentées einnexe 1 Pour chaque tri
les puretés obtenues ont toujours été > 99% dadaselivantes triees. Les rendements pour
le tri des lymphocytes NK ont variés entre 0.8 &l cellules par rate. Les tris de
lymphocytes T et B ont été arrétés dés lors que gu3x10cellules étaient obtenues.

2.1.2 Monocytes :

Les monocytes spléniques ont été triés sur la badeur forte expression du CMH I
ainsi que sur leur absence d’expression de limégtE237 (CD103), marqueur spécifique
des DC conventionnelles spléniques chez le ramPlas cellules CMH [1 CD103, seules
celles exprimant fortement CD11b/c et CDa7@nt été sélectionnées. La stratégie de
sélection de ces cellules est présentédmmexe 1 Les puretés des cellules vivantes triées
ont toujours été > 95%. Les monocytes sont rares tharate, les rendements des tris ont
variés entre 0,4 et 0,5x4@ellules par rate. Ces tris n‘ont pu étre effestaér la base de
I'expression du CD14 par les monocytes compte tinliabsence d’anticorps a disposition
chez le rat. Une forte expression du CD14 par edlales a cependant pu étre détectée par

PCR (données non montrées).
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2.1.3 Cellules dendritiques :

a. DC conventionnelles :

Les cDCspléniques ont été triees sur la base deebgpression de l'intégrineE237
(CD103). Au sein des cellules vivantes TdpR CD45R, deux sous-populations de cellules
CD103 ont pu étre identifiées, 'une CD1MS, 'autre CD108" (Figure 10A). Ces 2 sous-
populations correspondent aux DC CB4CD4 respectivement. Les ratios DC CDOC
CD4" ont varié de 3: 1 a 6: 1 dans I'ensemble desré&alisés. Aprés tri, la pureté des
cellules vivantes obtenues a toujours été >95% pemiDC CD4et les DC CD4 Les
rendements de cellules CDI08btenues apreés tri ont oscillés entre 0,4et@x16 par rate.

b. DC plasmacytoides :

Les pDC spléniques ont été tries sur la base uteebgpression du CD45R et de leur
marquage par I'anticorps monoclonal 85C7, spéaiide pDC de raff{gure 10B). Apres tri,

les pDC ont toujours représenté plus de 99% dédeslivantes.

Cellules
vivantes

Cellules
vivantes

Figure 1C: Stratégies employées pour le tri des différentes-pmpulations de DC spléniques
chez le rat.(A) Différentes fenétres utilisées pour trier les 2 sspapulations de cDC(B)
Différentes fenétres utilisées pour le tri des ph&.figure est représentative de 7 expériences
indépendantes avec 5 a 7 rats par expérience.
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2.2 Expression de I'lL-22BP par les différentes popolas de cellules hématopoiétiques :

L’expression de I'lL-22BP par les différentes pagidns de cellules hématopoiétiques
spléniques isolées chez le rat a été analysée-RarBCR. L'analyse de I'expression de I'lL-
22BP s’est faite sur les ADNCc issus des celluleferulies immédiatement aprés le tri. Ces
cellules présentaient donc toutes un phénotype tommaUne expression tres forte a été
retrouvée au sein de I'une des 2 sous-populatiercDC, les DC CD% L’expression au sein
des autres populations, notamment l'autre sousiptpn de cDC (DC CD% ainsi que les
pDC, n'est pas nulle mais reste néanmoins trédefdfigure 11).Les DC CD4 sont, au
méme titre que les DC CD4des DC résidentes de la rate. Ces résultatsetdistonc
supposer que I'expression naturelle d’IL-22BP ne¢ee dans la rate est principalement la

conséquence d’une expression constitutive du génkeg DC CDZ.

riL22BP-RAT mRNA
2501 .

200+

1504

AU

1004

Figure 11: Expression d’'IL-22BP par les différentes populatiate cellules hématopoiétiques
spléniques immatures chez le rat. Les donnéesreprésentées sous forme de moyenne + SEM
et sont issues d’au moins 3 expériences indépeeslanp<0.05.
L’IL-22BP est une protéine dont I'expression estaevée de facon naturelle au sein
d’un certain nombre de tissus, chez le rat, I'honahka souris. Ceci impose donc qu’au sein
de ces tissus des cellules soient capables dedaipe constitutivement. Les résultats obtenus
chez le rat laissent fortement suggérer que ldésleslresponsables de cette production soient
des DC.
L’analyse de I'expression de I'lL-22 BP par les félientes sous-populations de

cellules hématopoiétiques du sang peériphérique Bhemme, comprenant notamment les 2
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sous-populations de cDC (caractérisées par l'egmes du CDlc et du CD141

respectivement) ainsi que les pDC, n'a pas permiétection d’'une quelconque expression
du gene (résultats non montrés). Ces résultatquedt donc que les DC du sang périphérique
sont incapables de produire de I'lL-22BP de faconstitutive. L'ensemble de ces données
laisse ainsi émerger I'hypothese que I'lL-22BP m@siduite de facon constitutive par des DC

tissulaires, donc de phénotype immature.

2.3 Analyse de I'expression de I'lL-22BP par les DGtikires de l'intestin :

Afin de tester cette hypothése, I'expression d’BBP a été analysée sur des DC
tissulaires de l'intestin.

Il est possible d’isoler ces cellules chez le tateetravail a été réalisé en collaboration
avec le Dr Simon Milling (Université de Glasgow,dSse). Aprés ablation de I'ensemble des
ganglions mésentériques, les animaux sont laissés@s pendant 6 semaines, permettant
ainsi la ré-anastomose des voies lymphatiqueseaties et efférentes. Le canal thoracique est
ensuite canulé et la lymphe est alors récupéréhirflyl& MacPherson 2010). Cette technique
permet donc de récupérer des DC relativement immestumigrant directement de la
muqueuse intestinale, tout en limitant au maximes rhanipulationgx vivo Trois sous-
populations de DC intestinales ont pu étre ideradi chez le rat. Elles sont toutes
caractérisées par une forte expression du CD1@RI €€MH Il. Les sous-populations sont
alors définies selon leur expression du CD11b (reaopar le clone OX42) et du CDXr2
(clone OX41). Des DC CD1@®" CD11b, CD172/™ CD118 et CD172M" CD11b
peuvent ainsi étre définies.

L’analyse de I'expression de I'lL-22BP au sein @s 8 sous-populations a montré que
les DC CD172"9" CD11b exprimaient trés fortement I'lL-22BFFigure 12A). Les DC
CD172™ CD11b exprimaient aussi le géne mais & des niveauxibférieurs. En outre, les
DC CD172M" CD11b présentaient des niveaux d’expression environ 8§ $oipérieurs a
ceux retrouvées pour les DC CBgléniques. Ces derniéres sont aussi caractérsaies
I'expression de CD1#%2 En revanche elles expriment le CD11b. Pour autastDC CD24
spléniques exprimaient des niveaux d’IL-22BP 3 fplas importants que ceux des DC
CD172™ CD11b intestinales.

Une autre collaboration avec le Pr Miriam Merad, Mount SinaiHospital a New
York,a permis I'analyse par puces a ADN de I'expia@s de I'lL-22BP par les différentes
sous-populations de DC tissulaires chez la soGe$te analysea fait ressortir une expression
trés forte par les DC CD10&e l'intestin gréle, et plus spécifiquement par &8 CD103
CD11b (Figure 12B).
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Ces reésultats pris dans leur ensemble amenentsempgue la source principale d’IL-
22BP a I'état physiologique est représentée pabl@gissulaires, notamment dans la rate et
I'intestin. Il semblerait en outre y avoir une siadisation fonctionnelle des sous-populations

de DC, puisque toutes n’expriment pas le gene gnfaonstitutive.
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Figure 1Z: Expression d’'IL-22BP par les différentes sous-papohs de cDC(A) Expression

de I'lL-22BP par les sous-populations de cDC intedés et spléniques chez le rat. Les données
sont issues d'1 seule expérience pour les DC intdes et de 2 expériences indépendantes pour
les DC spléniques. Les résultats pour les DC splés sont présentées sous la forme moyenne +
S.E.M. (B) Analyse par puce a ADN de I'expression de I'lL-22BBrs les différentes sous-
populations de cDC tissulaires chez la souris.d@mées sont issues d’au moins 3 échantillons
indépendants.

2.4 Mise en évidence d'une isoforme courte de I'lL-228fez le rat :

La séquence de 'ARNmM de I'lL-22BP de rat est asit#¥s sur le site GenBank sous le
numéro NM 001003404.1. Les frontieres entre exdnmteons ont pu étre définies par
comparaison de cette séquence avec celle de 'A@imique (NC 005100.2). Il a ainsi pu
étre retrouvé 5 exons et 4 introfsgure 13A), dont les jonctions sont conformes a la régle
GT/AT.

L’existence d’autres isoformes ne pouvait étre feltement exclue sur la seule base de
I'analyse de I'expression d’lIL-22BP dans les tisduexpression d’autres isoformes aurait pu
étre trop faible pour étre détectée sur de teladidlons. Les DC CD% exprimant trés
fortement I'lL-22BP, il a donc été décidé d’amm@ifi’ ADNc obtenu a partir de ces cellules
par PCR.Pour cela les amorces permettant 'amaliio de I'ensemble de la séquence
codante pour I'lL-22BP ont été utilisées.
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Apres migration sur gel d’'agarose la bande cormedgot a la taille attendue (678 pb)
était présenteHigure 13B). Afin de confirmer qu'il s’agissait d’'une amplifiion spécifique
de I'lL-22BP, cette bande a été séquencée. Ledltaéswdu séquencage ont confirmé
I'expression de ’ARNm de I'lL-22BP par les DC Ch4ine homologie de 100% ayant été
retrouvée aprés alignement avec la séquence cddouneées non montrées). La traduction
en protéine du produit de séquencage obtenu doieneld structure primaire de I'lL-22BP
déja décrite. Cette protéine de 229AA correspontlisaforme de taille intermédiaire
(231AA) présente chez ’'homme, la seule capabld’iddiber les actions de I'lL-2& vitro.
Apres alignement, la protéine de rat présentaih 3i2% d’identités avec son homologue
humaine (données non montrées).

Par ailleurs, une seconde bande de taille plusteqanviron 500 pb) a également pu
étre observéeHgure 13B). Cette bande pouvait donc correspondre a l'iso#orcourte
décrite chez 'lhomme. Les résultats du séquencageco effet montré que cette bande
correspondait a I'lL-22BP. Cependant, cette ségmiénait plus courte du fait de I'absence
compléte de I'exon 4. La traduction en protéindadeéquence obtenue conduit a une protéine
de 137AA, présentant 73% d’identités avec la pnet&orrespondant a l'isoforme courte
humaine (130 AA)Kigure 13C).

Ainsi, il semble bien exister chez le ratune isofer de taille courte, résultant
probablement d’'un épissage alternatif. Son expmasapparait moins importante que chez
’'homme puisqu’elle n'est pas détectable dans iEsi$ mais uniguement aprés analyse de
cellules exprimant tres fortement I'lL-22BP. En aeche, une isoforme longue n’a pu quant a

elle étre mise en évidence.
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A B

TTGGT TTCCAGACAGGCACACT TGCAACCA(

(GAAACGCAGCCAGCCCATGT GT CTCTGAAGCCT CAGAAGGT CCAATTTCAGTCCAGAAATTTCC
ACAACATTTTGCACT GGCAACCAGGGAACT CCCTCACCAGCAACGGCAGCGTCTACT TTGT GCAGTACAAGACGT
ATGGACAGGGACAATGGAAAGAT AAAAAT GACT GCT GGGGGACCACAGCGCTCTTTTGTGACCT GACCAAAGAAA
CCTTAGACCCATACGAGCCATACTATGGGAGGGT GATGAT GGCCTGGECTGGAAGCT ACT CTGAAT GGACCAGGA

600 pb—
CTGGT CTGAAACCGGGAGCATATCCAA

AAGAGGATGGCT TGTGCCTTGAACGGCTCACTTCTGT TTGATTTTCT TAGAGCATTGT CTACCCACACCTTTCAA
GGGTTTTTTTTATTCATTCTTTCTGITTATTTCAGT TATAAAGTAAATTCGAACAGATTCAAAAATAGAATTTCA
AGAGGAGATAAAGAATAAAGAGCT TGT GGTAACAGACATCTTTAAT CCCAGCACT AAGAGGCAGAATCAGGCAGA
TTTCTGTCTTTAGGGCCAGCCT GGT CTACATAGAGAGT TCCAGGCT AGCCAGGGT CACAGAGT GAGACCGT GCCT
CAATAAAGT AAAGATGT TAAGATAAAAAT CTTCTATAAAATACAGAAGT TTATCTGAATATAGCAACCCTAACAA
TACTCTTTTTTTTCTGTTAAAATCCCCAAAT AAGACCAAAAAAT TACAGGCAT TTAATAAAATGT CGCAATGAGT
TTTAAAGCATTATATACAGAAAATCCTGAACCAATGATTTTTTATACTCTATCAAGCCTTTTGCTTTGCCAGGGA
TATACCAATTTAATACTTTGTGT GAACGAGTATATTTCTGTACATTTCTATTTTAGATGAATATGT TTTTATTTT
TTTATTTCTCATGAGGTATTTCTACTTAGTGAACTAACACTTTAAAAATAATCTCTCGTGGCTGTCTCTAAATTA
ATCTCCAGAATAAGATTTTCAATAACAGCATGT AAATAGAAGGAAGT CTTCATAATACAATTTCCCCTMACTTAA
CACCCAACCTTAGTATGACTACCCTTTCTGGCTTTGCT TTTAATAT TGCCT TAGAAGGTAACCTATGCCGTAGAA
GTGGAGT GTATATTTTTCAACAGCAAGGATAGAAAGAAGAAACAGCTAAGCCACAGT GATAACT CGGCAAAGT TA
TCATTCAGGCAAAGGGATCTCTCTGT TCT GGGAACAACT GGAGACCATATAGGAAACT TGGCTTGAAGCCAAAGG
CACACTGTGGGTGCTTAAGT TGTTTCTGGGATTATAAGGAAAACCACAACCCT GCGAACTACACTGCCTCTCCTA
AGCAAAGAT TAGGT GGCCGAAGGCT CAGAAAGT GGCCAGCGT TGCTAAGTCTCTTGT TAGCTCTTGAACT TAGAC
TAGCT GCTCCT GAAAAGACATGT GGGAGAGAACAT CTGT GGT CT TCATGAAAGGT GCTCCAACGTATTACTTCAG
AAAGTACAGTCAATGT GT CTGT CTGCT TACATCTACCATGATAAAT GGTAGTAGACCATTAAAAAATGT GGGAGA
CGTGAAAACCAAGAGT GAGGGCATCGT CCTGGCTGT TCTGT GT GT TCAAAAAACACTGGCTTTCACTCCTATTTT
TGAATTATTCAATTTTTATTTCTTTAGTGGCTTAATACCTGCTTGGAGT TTCTTTGGGTTTTTTGT TTCTTTGAA
TGTTTGTCTTCTATTTTGTACGT TGGGAAGGECGAGACT TGAGAAGGATAACCT GTCT TTGGGAATCAGGACCAC
GTGT GGTGGCAGCATTCATGT TGTAAGATGCGGTAGTCTAAAGCCT CATGATACAAAAGGCAATGAATGTATATG
GATGTTGTCAGGTAACAGAGCTTTGCTTTGATTCTGI T TCCT TGGEGTCTGCCTTCT TGCATGAACACAGCCATG
CTCAGATAAGTATAAAACCCT CTGAAAACCATTACCATGT TCACATTCTTGATCATGT TAACAACATACTGTCTC
TGTACTTCAATAAATCTTACTTTGTACTTTA

Hoeme ¥ X RS I t ETEDICE
K T L

Figure 13: Les DC CD4 expriment 2 isoformes de I'lL-22BP chez le rgk) Séquence de
'ARNmM de rat. Les 5’ et 3' UTRs sont représentésgeisé. Les différents exons traduits sont
représentés en couleur. Le codon d’initiation (AES) en gras et le codon stop (TAA) en rouge.
Les séquences soulignées correspondent aux sequaesemorces utilisées pour la PCR.
Bandes identifiées aprés amplification de I'ensemi¢ ’ARNm sur 'ADNc des DC CD4
immatures. La figure est représentative de 3 e&pées indépendantefC) Alignement des
séquences protéiques codées par les isoformesesadut rat et de 'homme. Ces Séquences
présentent 73% d’identités.
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2.6 Analyse de I'expression d’'IL-22BP au niveau protéig

Les DC semblent représenter une source importalit@2BP au sein des tissus. Afin
de rattacher I'expression du geit@2ra2 a une production réelle de la protéine, plusieurs
expériences d'immunohistologie ont alors été cowegui

2.6.1 Caractérisation de la protéine au niveau de tisaugins sains :

L’identification de la protéinén vivo n'a encore jamais été formellement décrite. La
présence de I'lL-22BP a donc tout d’abord été regiée au niveau de tissus humains connus
pour exprimer le gene. Le marquage de coupes denc@ar un anticorps monoclonal
spécifique de I'lL-22BP, a permis de mettre en énizk la protéineessentiellement au niveau
du chorion Figure 14A). Les cellules marquées présentaient un rapportiéonc
cytoplasmique élevé, avec de fin prolongements @ouvévoquer des dendrites. Cette
morphologie est donc compatible avec une produdamta protéine par des DC tissulaires.
Le marquage des cellules intéressait uniqguemenytégplasme, laissant penser que la protéine
se trouve dans ce compartiment cellulaire. Ce naayglest cohérent avec le fait que I'lL-
22BP est une protéine uniquement sécrétée. Lafgitécde ce marquage a pu étre vérifiée
en bloguant au préalable I'anticorps avec de I'BBP/Fc recombinant. Cette incubation
préliminaire abolissait alors totalement le marguaBe fagon similaire, un marquage en
immunofluorescence indirecte (IFI) a permis de owter des cellules de morphologie
compatible avec une DC au niveau de coupes deipgaes de plasties abdominalEg(re
14B). Les cellules marquées étaient présentes au noealerme uniquement. Il est donc
possible que les cellules produisant I'lL-22BP dEnpeau soient uniquement présentes dans
le derme et correspondent de ce fait a des DC deesi

2.6.2 Production de la protéine par les DC de rat :

Afin de mieux cerner la production de la protéirse f@s DC, des marquages en IFI
ont été réalisés sur une suspension cellulairgsheampar sélection négative en DC spléniques
de rat.L'IL-22BP étant une protéine uniquement &@a, des inhibiteurs du transport
intracellulaire des protéines (Brefeldine A et Mosiae) ont été utilisés. Les DC CD4
exprimant la protéine de fagon constitutive, céshiteurs ont été ajoutés a toutes les étapes
nécessaires a l'obtention d'une suspension enricgte DC.Apres enrichissement,la
suspension comptait environ 20% de cDC spléniduesratios entre DC CD4t DC CD4
ont toujours été proches de 1 Eigure 15).

Les cellules marquées présentaient une fréquemapatible avec celles des DC CD4

mesurée apres enrichissemdrg(re 16). Cependant des expériences complémentaires, de
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type double marquage, devront étre entreprises @dirprouver qu’il s’agit bien de ces

cellules. A nouveau, le marquage était présenivaman du cytoplasme.

Figure 14: Marquage de I'lL-22BP sur des coupes de tissus msrgains.(A) Marquage en
immunohistochimie d’'une coupe de colon (brufB) Marquage en IFI d'une coupe de peau
(rouge). Seule la section intéressant le dermprésentée. Les cellules marquées sont indiquées
par des fleches blanches. Ces marquages sont eeptatfs d’au moins 2 expériences
indépendantes. Grossissement x 400.
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Figure 1t5: Marquage par cytométrie en flux des cellules olgenaprés enrichissement par
sélection négative en DC. Les cDC représentent @8/cellules totales. Le ratio entre DC CD4
et DC CD4estde 1 :1. L'image est représentative de 3 éxpees indépendantes.
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anti-IL-22BP + anti-chevre alexa 568 anti-chévre alex568

Figure 1€: Marquage en IFI d’une suspension cellulaire engidm DC spléniques chez le rat.
Grossissement x400.

2.6.3 Production de la protéine par les DC dérivées dearyteshumaines :

L’expression de I'lL-22BP au niveau de I'’ARNm sembindiquer que les DC
tissulaires pourraient représenter la source gaiei d’'lL-22BP produite constitutivement
dans les tissus. Les marquages présentés plussbauicompatibles avec une production
effective de la protéine par ce type de cellulegirRwtant, si ces marquages n’excluent pas
I'hypothese d’une production par les DC, ils n'afipot malgré tout aucune preuve formelle
permettant de valider cette hypothese. Afin dessiss que les DC étaient effectivement
aptes a produire la protéine, et compte tenu duddeutils a disposition pour étudier la
protéine chez le rat, ainsi que de la difficultésaler les DC tissulaires chez 'homme, il a
donc été décidé d'étudier la production de I'lL-22Bur des DC humaines dérivées des
monocytes (MODC).

En effet, Nagalakshmi et al. avaient déja suggémé 2604 que les MODC,
contrairement aux lymphocytes T, B et aux monogyfsuvaient exprimer de facon
significative 'TARNm de I'lL-22BP (Nagalakshmi etl.a2004). Cependant, leur étude ne
présentait que des résultats de g-RT-PCR, aucumargt en faveur d’'une synthese réelle de

la protéine n’était fourni.
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Des monocytes du sang périphérigue de volontaia@ss,sobtenus par sélection
positive CD14, ont donc été cultivés pendant 6gcm présence de GM-CSF et d’IL-4. La
différenciation effective en DC a été vérifiée pgtométrie en flux. Une sous-régulation du
CD14, associée a une forte expression du HLA-DRi@n'a une sur-régulation des CD209,
CD80 et CDla ont pu étre observées. Ce phénotypagmnfirmé la réalité de la
différenciation (données non montrées). Par adleaes cellules présentaient un phénotype
immature, illustré par la faible expression du C@86absence d’expression du CD83.

L’expression de I'lL-22BP a d’abord été vérifieer pes expériences de g-RT-PCR.
Aucune expression par les monocytes n'a pu étrectéd, confirmant les résultats déja
exposés plus haut. Les MODC présentaient quantles eles niveaux d’expression
significatifs (Figure 17A). Ces résultats ont donc permis de confirmer mées publiées
par Naglakshmi. Par ailleurs, dans le but de stassyue I'induction de I'expression du gene
iI22ra2était bien liée a la différenciation en DC, desttinues d’expression du géne ont été
réalisées, tout au long de la cultukeéglure 17B). Ainsi, il a pu étre observé une induction
progressive et tres forte a partir de J3 de I'ession du gene au fur et a mesure de la
différenciation. Ces résultats, en plus de confirmee les DC étaient bien capables
d’exprimer le geéne, ont permis de montrer que cettpression était bien due a la

différenciation en DC.

hiL22BP mRNA-Human

hiL22BP mRNA-Human

Figure 17: Expression de l'lL-22BP par les MODGA) Expression de I'lL-22BP par les
MODC en comparaison des monocytes du sang périperiCes résultats sont issus de 5
expériences indépendantes et présentés sous la figrmoyenne + S.E.MB) Expression de

'IL-22BP au cours de la différenciation de monasyten DC. Ces résultats sont issus de 2

expériences indépendantes et sont présentés simusade moyenne + S.E.M. *p<0.05.



L’expression de I'lL-22BP au niveau protéique algtes été analysée par IFl. La
présence de la protéine a été regardée sur les MahiEDues apres 6 jours de culture, ainsi
que sur des monocytes fraichement isdiégufe 18). Un marquage cytoplasmique a bien pu
étre observeé pour les MODC, confirmant ainsi aweaivprotéique les observations faites en
g-RT-PCR. En revanche, aucun marquage n'a pu é&tect sur les monocytes. Ces
expériences d’'IFI sur les MODC ont ainsi pu permeett'objectiver la capacité des DC a
produire réellement de I'lL-22BP. lls permettent cke fait de renforcer les arguments en
faveur d’'une production constitutive d’IL-22BP pdas DC tissulaires immatures. En effet,
aucune stimulation n'a été effectuée pendant oasalar différenciation. La production d’IL-
22BP par certaines populations de DC tissulairpait donc étre une propriété intrinseque

de ces cellules.

Monocytes MODC Témoin

d °
N YOPaN

Figure 1&: Marquage de I'lL-22BP en IFI (rouge) de monocytesdhement isolé et de MODC
obtenues par culture 6 jours dans du RPMI complgtrésence de GM-CSF et d’IL-4. Le témoin
négatif correspond a l'incubation de l'anticorpsutliquement. L'image est représentative de 3
expériences indépendantes. Grossissement x630

2.6.4 L’IL-22BP circule dans le sang périphérique :

L’IL-22BP est une protéine uniquement sécrétéee Hiffuse donc certainement au
niveau des tissus dans lesquels elle est prodegteailleurs, sa production au niveau de la
rate, un organe trés largement vascularisé, pelemgnt laisser entrevoir la possibilité d’'un
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passage de la protéine dans la circulation généta&pendant, aucune donnée concernant sa
présence dans les différents liquides biologiquestna I'heure actuelle disponible. La
présence éventuelle d’IL-22BP circulante dans leireéhumain a donc été évaluée par
western blo{Figure 19).

Une bande unique a pu étre observée dans le s&arwmlahtaires sains. Cette bande a
migré aux alentours de 50 kDa.La masse molécubdiservée est cohérente avec les données
déja disponibles concernant le poids de l'isofodeeaille intermédiaire de I'lL-22BP. Des
résultats similaires obtenus chez le rat vont égatd dans ce sens (données non montrées).
Aucune autre bande n’a en revanche pu étre détdcsmmble donc que seule I'isoforme de
taille intermédiaire circule a des concentratio@tedtables ewestern blat

La signification physiologique de la présence d?22BP dans la circulation générale
reste encore a définir. Elle laisse néanmoins eoitréa possibilitéd’'un role systémiquede
I'IL-22BP, en plus de son action au niveau locaheUelle fonction permettrait sans doute la
régulation des actions de I'lL-22 au niveau d’orggm’exprimant pas constitutivement I'lL-
22BP tout en exprimant le récepteur membranaila dgtokine (foie, rein...).

Hearthy comtreds
_—_

—
— <—— 75 kDa

ar
- 8(— 50 kDa

Figure 1¢: L'IL-22BP circule dans le sang périphérigue. Unadmunique est détectée dans le
sérum de témoins sains, migrant aux alentours deD&0 De I'lL-22BP/Fc recombinant a été
utilisé comme contréle positif. Cette protéine Figna vers 75 kDa. L'image est représentative
de 3 expériences indépendantes.
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3 Etude de la régulation de I'expression de I'lL-22BP.

Il ressort des résultats précédents que les DC fores pourraient constituer 'une des
principales sources d’IL-22B#® vivo. Jusqu'a présent, les expériences présentées ont
uniquement analysé I'expression de l'lL-22BP pas daellules immatures. Cette partie
s’attachera donc a présenter les variations desanw d’expression de I'lL-22BP ayant pu

étre observées sous-différentes conditions.

3.1 La maturation des DC entraine une chute de I'espyage I'IL-22BP :

Les variations des niveaux d’expression de I'lL-B2gar les DC ont été évaluées sous
différentes conditions de cultunevitro.

La stimulation des DC CD4%ar un ligand du TLR9 (CpG 2006) entraine une ehut
considérable de I'expression du gere(re 20A). Cette sous-régulation intervient de facon
précoce. Ainsi la chute de I'expression du géna atpe observée dés 6 heures de stimulation.
Les niveaux d’expressions sont toujours restéslemilaprés 24 et 48 heures de culture
(Figure 20A). De plus, des résultats similaires ont pu étteralss apres diverses stimulations
utilisant les ligands desdifférents TLR (données maontrées), ainsi qu’aprés la mise en
culture sans aucun stimulusigure 20A). La mise en culture de DC sans aucune stimulation
entraine tout de méme leur maturation. Ce phénorditrde maturation spontanée est bien
caractérisé pour les DC résidentes des organes hlyiags(Villadangos & Schnorrer
2007).Ces résultats semblent donc indiquer quedtunation des DC, indépendamment du
signal I'ayant initiée, entraine une chute de ltegsion de I'lL-22BP.

Aucune variation significative n'a en revanche e @bservée concernant I'expression
du géne par les DC CDdultivées avec ou sans les ligands des difféfEbis (données non
montrées). Ces résultats semblent donc indiqueclye le rat, la production d’IL-22BP dans
la rate est principalement I'apanage des DC Tib@matures. Au contraire, cette derniére
serait abolie dés lors que ces cellules subissemthénoméne de maturation, spontanée ou
non.

Les variations d’expression de I'lL-22BP ont égademmnété analysées sur les MODC
humaines cultivées 24 heures dans du RPMI cometncore, la stimulation des DC par un
ligand de TLR entraine I'abolition quasi-completel@éxpression du gen&igure 20B). Des
résultats similaires avaient déja été évoques pgalkshmi et al. (Nagalakshmi et al. 2004).
Les MODC voient également I'expression du gen€ltle2PBP chuter lorsqu’elles subissent

un phénomene de maturation spontanée (données omnees).
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Ainsi, I'ensemble de ces résultats laissent suppgse les DC sont uniquement
capables de produire de I'IlL-22BP lorsqu’elles sammatures. La maturation des DC

entraine au contraire une chute importante de i&sgion du géne.
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Figure 2C : L'expression de I'lL-22BP par les DC chute au cadedeur maturatior(A) Les DC
CD4+ spléniques de rat ont été cultivées dans ddIRBmplet avec ou sans le ligand de TLR9.

L’expression du géne a été analyseée a 6, 24 eted8ed et comparée a celles des cellules

immatures. Les données sont présentées sous fameyenne + S.E.M et sont représentatives
d'au moins 2 expériences indépendantéB) Des monocytes fraichement triés ont été
différenciés en DC par culture 6 jours dans du REdfhplet en présence de GM-CSF et d’IL-4.

A J6, du milieu seul ou du LPS ont été ajoutés aitsple culture pour 24 heures. Les données
sont présentées sous la forme de moyenne + S.Esbheissues de 4 expériences indépendantes.

*p<0.05.

3.2 L’expression de I'lL-22BP peut chuter en conditiamdammatoires :

Les résultats précédents suggerent que la producbastitutive d’IL-22BP, assurée
par les DC immatures dans les tissus, chute dés doe ces dernieres subissent un
phénomene de maturation. Ceci semble indiquer @ns dn environnement inflammatoire,
I'activation des DC par différents stimuli (ligandke PRR, cytokine pro-inflammatoire,
cellules nécrotiques...), entrainerait une chute mpfession du genél22ra2. De telles
observations ont déja été rapportées,sans pountaatsacher la diminution de I'expression
du gene aux cellules productrices (Wolk et al. 2@imoto et al. 2008).

Ces 2 observations concernaient une inflammatitesiimale dans des modéles murins
de colites inflammatoires. Afin de tester d’autinditions inflammatoires, I'expression
d’'IL-22BP a été analysée au cours d'un rejet aigtes allogreffe rénale chez le rat. Les
niveaux d’expression d’lL-22BP dans le rein ont éénparés a ceux observés apres greffe
syngéniqueRigure 21). L’expression d’IL-22BP chute dans les prélevetaéssus de greffes
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allogéniques, par rapport aux greffes syngéniguasencore ces résultats vont dans le sens
d’'une diminution de I'expression du gei22ra2 dans un environnement inflammatoire. La
chute de I'expression du gene pourrait donc ésecse a une activation des DC du donneur

suite a I'allogreffe.

IL22BP-RAT mRNA
0.3

Figure 21: L'expression de I'lL-22BP par les DC chute au coufan rejet rénal aigu.
L’expression d'IL-22BP a été analysée apres tramgptions rénales allo- et syngéniques. Les
données sont représentées sous forme de moyenBeMt®t sont issues de 3 expériences
indépendates

Cependant la régulation de I'expression du gi&#a2 en conditions inflammatoires
n'est probablement pas aussi sommaire. Plusieudegt mentionnées en introduction, ont
également fait état d’'une surexpression du gens t& certains états inflammatoires,
notamment infectieux, cancéreux ou auto-immuns. dadkiles productrices d’IL-22BP au
cours de ces états non pas été identifiees. Il et jpue certains environnements
inflammatoires particuliers induisent une surexgim@s du gene par des DC. Cependant, la
chute de l'expression du géne aprés maturationtapée n'est pas en faveur de cette
hypothese. La production d’IL-22BP par d’autredutes que les DC, au cours de certains
états inflammatoires, ne peut donc étre exclue.

L’expression du gene a été analysée sur differ@Bfdc obtenus aprés activation de
lymphocytes T et B, ainsi que de monocytes du sargphérique, actives aprés cultune
vitro. Aucune expression n'a pu étre détectée pour ekslas, avant ou aprés activation
(données non montrées). Ces cellules ne semblewct i capables de produire I'lL-22BP,

du moinsin vitro. Pour autant, une surexpression du géne par dauypes cellulaires,
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hématopoiétiques ou non reste envisageable, etgonécessiter plus d’investigations par la

suite.

3.3 L’acide rétinoique est un puissant inducteur d’'RBP sur les DC :

La production d’IL-22BP par les DC tissulaires intoras semble varier en fonction de
leur tissu d’origine. Ainsi, chez le rat, les DQastinales expriment des niveaux beaucoup
plus élevés du gene que les DC de la rate. Cee®reliftes laissent supposer que
I'environnement tissulaire est important pour imduune expression optimale d’'IL-22BP.
Parmi les éléments présents dans I'environnemeestinal, et propres a agir sur les DC,
'acide rétinoique pouvait représenter un bon ddaidi Des résultats de puces a ADN
laissaient par ailleurs entendre que l'ajout d'goraste du récepteur de l'acide rétinoique,
RARa (RetinoicAcidReceptor, alphaau cours de la différenciation de monocytes &) D

induisait une forte expression du géi2@ra2 (Figure 22) (Szatmari et al. 2006).

GDS52455 / 237493 _at / IL22RAZ
1100 100%

¥ ¢

L1 1 | - 0
clelalalalelalelss]s
‘% g ‘% . .H_ E 0 E 5 E E
= | ElE|EI=EIE]l=|IE] =] 2|
w3 3 3 3 il T w3 i " 3 &
a (L] i (i g a 2 = = =
X rozigitazons
agent » control rosightazone b AGN19310¢ i

= (single channel) count

= percentile rank within the sample
value with Detection Call = ABSENT
rank with Detection Call = ABSENT

Figure 22: Induction de I'expression d’IL-22BP lors de la éifénciation de monocytes en DC
apres culture 6 jours dans du RPMI complet supphiénear du GM-CSF, de I'lL-4 et d’AM580.
Les données sont issues de résultats de puces aeiDisponibles sur le site Geo Profiles
(Szatmari | et al. 2006).

Ces résultats ne concernaient que I'expressionémie gar puces a ADN. Afin de
confirmer ces données, des expériences de q-RTdPCRté conduites sur des DC dérivées
des monocytes, pour lesquelles de 'AM580 (un agfendu RAR), a été ajouté dés I1€'1
jour de culture. L'induction de I'expression du gdars de la différenciation des monocytes a
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bien été retrouvée. En outre, cette expressiont &8 fortement augmentée lorsque de
’AM580 a 100nM était présent dans le milieu deturd (Figure 23).L'utilisation de doses
plus importantes ou plus faibles, 500 et 10nM respement, n'a pas eu d’influence notable

sur I'induction de I'expression du géne (données montrées).
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cultivées 6 jours in vitro dans RPMI complet plus GM-CSF et IL-4

Figure 22: L’AM580 induit fortement I'expression de I'lL-22BBu cours de la différenciation
des monocytes en DC. Des monocytes ont été culliyéars dans du RPI complet en présence
de GM-CSF, d’IL-4. De 'AM580 ou du DMSO seul ortééjoutés dés le®ljour de la culture.
Les données sont représentées sous forme de moyeBeM et sont issues de 5 expériences
indépendantes. *p<0.05.

L’expression du géne détectée en g-RT-PCR a étérro@® au niveau protéique par
marquages en IFl des DC différenciéEgy(ire 24). Les marquages confirment la production
de I'lL-22BP par les DC et non par les monocytea: &lleurs, l'intensité des marquages
obtenus pour les DC difféerenciées en présence dMétait plus importante que celle
observée pour les DC différenciées en présenceM8@seul. La fréquence des cellules
mortes étaient plus importante pour les DC AM58Gficmant la capacité de I'acide
rétinoigque a induire I'apoptose des DC, particelgent a concentrations élevees (Geissmann
et al. 2003). Ces résultats indiquent donc qudad&cétinoique pourrait induire fortement

I'expression de I'lL-22BP par les DC.

70



Monocytes MODC + DMSO MODC + AMS5&0

N

Figure 24: Les DC différenciées a en présence d’AM580 procti§d -22BP de facon plus
importante. Les données sont issues de 4 expésieamdé&pendantes.

Afin de vérifier si I'induction du gene par ’AM58&tait plus particulierement liée a la
différenciation en DC ou intervenait une fois catifférenciation opérée, des expériences de
cinétiques ont été réalisées. L'induction de I'egzion du gend22ra2 a principalement lieu
entre J3 et JeHgure 25A). Ces résultats sont donc particulierement enuiad&ine action
directe de I'acide rétinoique sur les DC, capabirddire la production de I'lL-22BP.Par
ailleurs, l'addition d’AM580 au cours de la cultues DC CDZspléniques de rat
fraichement isolées a permis de restaurer desuivdaxpression significatifs du géne, sans
toutefois permettre le retour aux niveaux initia(kigure 25B). De facon encore plus
surprenante, '’AM580 ajouté aux DC CD#Aduisait une expression tres forte du gene, a des
niveaux similaires de ceux observés pour les DC ‘GB¥natures.Ces cellules ont donc le
potentiel de produire de I'lL-22BP lorsqu’elles s@timulées par de I'acide rétinoique. Ces
résultats suggerent que l'acide rétinoique jouerd@le important dans la régulation de
I'expression de I'lL-22BRn vivo.

L'acide rétinoiqgue est le produit du métabolisme ldevitamine A d'origine
alimentaire, et joue un réle important dans lesnph#&nes de tolérance au niveau de la
mugqueuse intestinale. Les DC CDebmme les DC CD4expriment le récepteur RAR
(Annexe 2 expliquant la capacité des 2 sous-populationgpiidre a la stimulation par
I’AM580. Il a déja été montré que certaines sougtpations de DC possédaient en outre la

pleine capacité de métaboliser la vitamine A edecétinoique, ce dernier pouvant alors agir
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de fagon autocrine sur ces cellules (Szatmari. 0f16). C’est le cas des DC CD16Bez la
souris. La capacité des DC Cl4métaboliser la vitamine A pourrait donc expliqles
différences d’expression du géene entre les 2 sopsiations de cDC spléniques a I'état natif.
Ces 2 sous-populations de cDCexpriment I'enzyme BAR (Rétinaldehydedeshydrogénase
2) nécessaire a I'oxydation du rétinaldéhyde edencétinoique Annexe 2. Les DC CD4
spléniques pourraient donc partager avec les DCOGDAD174:™" CD11b des capacités a
métaboliser la vitamine A en acide rétinoiqgue que possédent pas les autres sous-
populations de DC étudiées. Ces différences passéen outre par d’autres enzymes que la
RALDH2. Par ailleurs, il existe tres probablemeiaiutres inducteurs de I'expression du géene
codant pour I'lL-22BP, permettant d’expliquer I'eggsion de cette protéine dans des organes

comme la peau ou les poumons.
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Figure 25: L’AM580 induit I'expression de I'lL-22BP par actiodirecte sur les DC(A)
Expression de I'lL-22BP au cours de la différeriomtdes monocytes en DC, en présence
d’AM580 ou non. Les données sont issues de 2 expegs indépendante®) Expression de
'IL-22BP par les 2 sous-populations de cDC spléegde rat, fraiches ou cultivées 24 heures
avec ou sans AM580. Les données sont issues xigéBiences indépendantes. Tous les résultats
sont présentés sous la forme de moyenne = S.E.M.



4 IL-22BP et maladies inflammatoires chroniques de ihtestin :

Comme discuté précedemment, la place de I'lL-2Ze@n de la physiopathologie des
MICI reste encore floue. Bien que son augmentagmncorrélée a I'activité de la maladie au
cours de la MC, mais pas de la RCH, la plupartrdedeles animaux suggérent malgré tout
gu’elle présente des actions protectrices en casldes inflammatoires.

Deux études ont pu constater une diminution depfession de I'lL-22BP dans des
modeéles murins de colites au DSS (Wolk et al. 2@igimoto et al. 2008). L'expression de
'lL-22BP n’a pour autant jamais été analysée aurgodes MICI chez 'homme. Afin
d’évaluer ses variations au cours de la MC et dBd4d, I'expression de I'lL-22BP a été
évaluée sur des biopsies coliques de muqueusesniméitoires de patients atteints de ces 2
pathologies (collaboration Dr Arnaud Bourreille, Ald, CHU, Nantes). Ces niveaux ont pu
étre comparés a ceux exprimés au niveau des muspieasies de ces mémes patients, ainsi
gu’a des muqueuses de témoins sains.

La mesure de I'expression de I'lL-22BP par g-RT-P@dRretrouve pas de difféerences
notables pour les échantillons provenant de bispsie mugueuses saineSigure 26).
L’expression de I'lL-22BP ne semble pas varier deoh significative non plus pour les
muqueuses inflammatoires de patients atteints de.HED revanche, I'expression du gene

iI22ra2 apparait clairement augmentée dans les muquenflamatoires de MC.
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Figure 2€: Expression de I'lL-22BP au cours des pousséesnmiiatoires de MC et RCH. Les
données sont représentées sous la forme de moyer&.M et sont issues de 5 patients
différents par groupe (MC, RCH, Témoins sains).



Afin de confirmer au niveau protéique les obseorai faites en -RT-PCR, des
marquages en IHC ont été réalisés sur des coupesigeeuses inflammatoires de MC et de
RCH. Ces marquages ont également été comparésxaobéenus sur mugueuses saines
(Figure 27). La fréquence des cellules marquées pour I'lL-228pparait clairement
augmentée au niveau des muqueuses de patientsaspute MC. La encore I'lL-22BP
semble produite par des cellules du chorion. Aureme, les marquages de coupes provenant
de muqueuses de patients atteints de RCH sont glat@aveur d’une diminution, voire d’'une
disparition de la production de la protéine darttecaaladie, par rapport aux témoins sains

(Figure 27).

Rectocolite
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Figure 27: Marquage en immunohistochimie de coupes de coldenoles sur des piéces
opératoires de MC, RCH, ou de cancer du colon. deges de MC et RCH sont faites sur
mugqueuse inflammatoire. Les coupes de cancer dun &@int réalisées sur mugueuse saine. Les
cellules marquées par I'anti-IL-22BP sont indiques des fleches blanches. Les images sont
représentatives de 4 expériences indépendantes.

Il semble donc que l'augmentation de I'lL-22 dégcdte pour la MC soit associée en
paralléle a une augmentation de son récepteurlsahiubiteur, I'lL-22BP. Au contraire, peu
de variations de I'lL-22 et de I'lL-22BP semblentister au cours de la RCH. Ces résultats
peuvent ainsi permettre de supposer que méme_s?Zlest augmentée au cours de la MC,
ses actions protectrices ou délétéres, seraiepasdie abolies par la présence accentuée de
'L-22BP.
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La question de savoir si cette augmentation de-22BP au cours des MC est la
résultante d’'une production accrue par les DC ng p&e tranchée avec ces résultats et

méritera des explorations complémentaires parita.su
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Discussion:

L’'importance croissante de I'lL-22 dans la réguatide 'homéostasie épithéliale, ainsi
gue dans l'induction de défenses immunitaires préggrincipalement au niveau de barriéres
tissulaires, a naturellement poussé de nombreuxpgsoa intensifier les recherches sur cette
cytokine. Cependant, jusqu’a présent tres peuadadix ont tenté d’intégrer la place de I'lL-
22BP dans I'étude des propriétés biologiques de2a. Par ailleurs, trés peu de travaux ont
directement porté sur I'étude de ce récepteur $mlubexpression constitutive du gene
codant pour I'lL-22BP dans un certain nombre dsuss dont plusieurs expriment également
le récepteur membranaire de l'lL-22 (peau, tractligestif, poumon...), ainsi que les
quantités abondantes semblant circuler dans le dangujets sainsF{gure 19), laissent
pourtant supposer que cette protéine présentelenm@ortant dans la physiologie de I'lL-
22. Une meilleure caractérisation de I'lL-22BP apjitadonc a I'heure actuelle comme un
prérequis nécessaire a I'établissement d’'une visitagrée des différents processus mettant
en jeu I'lL-22.

Une seule étude, utilisant la g-RT-PCR, avait jlelqus analysé de fagon relativement
étendue les sources potentielles d’IL-22BP (Nagdiak et al. 2004). La limite principale de
ce travail reposait sur I'utilisation exclusive bd@nques de cDNA de sources variées, rendant
délicate une interprétation quant a la comparaimniveaux relatifs d’expression de chaque
échantillon. Pour autant, cette étude présentaialitage d’avoir testé de nombreuses lignées
de cellules épithéliales et stromales, pour lesgsieducune expression n’était détectée. Ce
résultat associé aux hauts niveaux d’expressiongéne retrouvés dans les organes
lymphoides secondaireBigure 9etDumoutier et al. 2001; Weiss et al. 2004)perntattanc
de supposer que les sources d'IL-22BP étaient ipalement des cellules d'origine
hématopoiétique. L'étude de I'expression du géendgsadifférentes populations de cellules
hématopoiétiques spléniques chez le rat a ainsigitre en évidence une sous-population de
DC conventionnelles résidentes, exprimant de haiNgaux d’IL-22BP. Les niveaux
d’expression retrouvés pour ces cellules sont envir fois supérieurs a ceux détectés pour la
rate (données non montrés). Ce résultat assd@dsence de détection de I'expression du
geneil22ra2 dans les PBMC, ou dans les differentes populatimscellules circulantes
isolées, laisse supposer qu’'une sous-populatiocDd#issulaires et/ou lymphoides assure la
production de I'lL-22BP dans I'organisme a I'étatturel.

L’expression trés importante retrouvée pour unesgmpulation de cDC immatures
migrant directement de l'intestin chez le rat, avtdée par les résultats de puces a ADN chez

la souris Figure 12) semble confirmer cette hypothése. Les marquagssldires réalisés
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chez '’homme indiquent en outre que la productienlal protéine semble assurée par des
cellules de morphologie compatible avec les Bi@re 14).

Il est particulierement intéressant de constater l@s niveaux d'expression les plus
élevés du gend22ra2 sont retrouves pour des cDC caractérisées parrésgmn du CD103
(DC CD103 CD4' de la rate chez le rat et DC CDIG3D116 de l'intestin chez le rat et la
souris). Cette molécule correspond a la chanée I'intégrineogf;. D’abord décrit comme
caractéristique des lymphocytes T intra-épithélidax’intestin, de la peau ou des poumons,
le CD103 a depuis également étéretrouvé a la surdiec certains lymphocytes T CD8
mémoires, ainsi que sur certaines sous-populatimslymphocytes T CD4et CD8
régulateurs (del Rio et al. 2010). Le CD103 perhagthérence aux cellules épithéliales par
interaction avec I'E-cadhérine. Les DC CDI&ént retrouvées dans de nombreux tissus,
lymphoides ou non, et n'ont suscité l'intérét questréecemment. Elles sont notamment
présentes dans lamina propria des villosités intestinales ainsi que dans le éer@es
derniéres bien qu’exprimant le CD207 (Langerinejlistinguent des cellules de Langerhans
par I'expression du CD103, une faible expression@idllb et I'absence d’expression
d’EpCam. Les marquages en immunohistologie réald@sz I'homme révélent que la
localisation des cellules exprimant I'lL-22BP, elugpde leur morphologie, présentent une
localisation tissulaire compatible avec les DC C®1Finalement, des résultats de puces a
ADN semblent indiquer une sur-régulation de I'exgsien du CD103 par les MODC dérivées
en présence de GM-CSF, d'IL-4 et d’AM580, un agmnidu récepteur RAiRde l'acide
rétinoique (Szatmari et al. 2006). Ces résultaflipmaires imposent une confirmation de
I'expression du CD103 au niveau protéique. Pouargupris dans leur ensemble, ces données
laissent suggérer que les DC puissent représentesaurce importante d’lL-22BP dans les
tissus. Cette propriété semble constituer une tarsiique intrinséque de ces cellules,
comme en témoigne I'induction de I'expression daegau cours de la différenciation des
monocytes en DC. En outre, une sous-populationicpfiére de DC, caractérisée par
I'expression du CD103 et la faible expression dulCi pourrait étre plus particulierement
responsable de la synthese tissulaire de I'lL-22BP.

L’étude des MODC impose toute fois une certaingdpnce quant a l'interprétation
des résultats. Ces cellules sont en effet obteaudgiellementin vitro, en présence de
stimuli mimant la différenciation des monocytes B dans les tissus au cours d'états
inflammatoires. Pour autant, il a déja été évoqué tgs DC des muqueuses, et plus
particulierement les DC CD103pourraient étre renouvelées a partir de monoaytesang
périphérigue, méme en I'absence d’'inflammation(Vataal. 2007; del Rio et al. 2010). Par

ailleurs l'analyse des puces a ADN disponibles Isusite GeoProfiles (numéro d’'acceés
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GDS2453) laisse supposer que les MODC difféeren@égsrésence d’AM580 pourraient sur-
exprimer, en plus du CD103, le CD207 et le CD20&E@R05). Une sous-régulation du
CD11b semble également associée a la difféereno{@matmari et al. 2006). Bien que les
stimuli associés a la différenciation des monocyasDC dans les tissus en l'absence
d’'inflammation ne soient pas connus, le phénotypesymé des MODC obtenues aprés
différenciation en présence d’AM580 semble prockecdlui des DC exprimant fortement
I'IL-22BP chez le rat ou la souris. Si la confirioat au niveau protéique du phénotype de ces
MODC est obtenue, leur étude plus approfondie, uenaisée par leur obtention vitro,
pourrait donc constituer un bon modeéle d’étude aeédgulation de I'expression et des
propriétés de I'lL-22BP.

Fonctionnellement les DC CD10®nt particuliérement été étudiées dans l'intestin.
Elles semblent posséder des caractéristiques iguarobablement dues au
microenvironnement tissulaire dans lequel elles setrouvées. Ainsi les DC CD103les
ganglions mésentériques semblent particuliéerermepobitantes pour leur capacité a induire la
polarisation de lymphocytes T matures naifs versprofil T régulateur (Coombes et al.
2007). Elles sont par ailleurs capables d’'indueggdression du CCR9 et de I'intégring; a
la surface des lymphocytes T, favorisant ainsi leigration vers la muqueuse intestinale
(lwata et al. 2004). Finalement, ces cellules patiinduire la commutation isotypique vers
la classe des IgA en agissant sur les lymphocytesais, de fagon indépendante des
lymphocytes T. Ces propriétés ne semblent pascpaéiement dépendantes de I'expression
du CD103 (Jaensson et al. 2008) mais plus de leaalisation anatomique et du
microenvironnement tissulaire associé (lliev et24109). Ainsi les DC CD103tissulaires
possedent de nombreuses propriétés immunomodekataaxquelles pourrait s’ajouter la
production basale de quantités importantes d’'ILR2&rvant a réguler les actions de I'lL-22
a I'état physiologique.

Il est particulierement intéressant de soulignee gas différentes propriétés des DC
CD103 sont majoritairement dépendantes de l'acide riimm Ce dernier dérive du
métabolisme de la vitamine A (ou rétinol) d’origiakmentaire. L'importance de la vitamine
A dans le maintien d’'une immunité efficace est aodepuis pres de 25 ans (Sommer et al.
1986). Il avait alors été montré que la suppléntenmtaen vitamine A réduisait de fagon
significative la mortalité infantile, principalemeassociée aux diarrhées et aux complications
de linfection par le virus de la rubéole. Les ant de la vitamine A sur le systéme
immunitaire sont principalement dues a son métebtdi plus oxyde, I'acide rétinoique. Ce

dernier fait suite a I'oxydation du rétinol en & par diverses alcool déshydrogénases.
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L’oxydation irréversible du rétinal en acide rétigoe est alors assurée par diverses enzymes
de la sous-famille des rétinal déshydrogénases.

L’acide rétinoique est particulierement abondamtsdéntestin. La vitamine A provient
en effet de l'alimentation et les différentes enegnmécessaires a son métabolisme sont
exprimées par les entérocytes. L’'acide rétinoiquedyit in situ peut donc aller agir
directement sur les DC présentes dans I'environnenfur autant, ceci ne permet pas de
comprendre les différences observées concernaprdgsiétés immunomodulatrices des DC
CD103 vis-a-vis des DC CD103Il semble en fait qu’elles soient expliquées lpacapacité
des DC CD103a métaboliser elles-mémes la vitamine A en acditi@gique, qui peut alors
agir sur ces cellules de fagon autocrine (Coombes €007). La principale différence entre
ces 2 sous-populations réside principalement damgression de I'enzyme RALDH2
capable d'oxyder de facon définitive le rétinal ewcide rétinoique. L’induction de
I'expression de cette enzyme semble particulierénassociée au GM-CSF et dans une
moindre mesure a I'lL-4 et a I'lL-13. Le cholestéaimentaire et I'acide rétinoique lui-
méme induisent également I'expression de RALDHZ&{&& Yokota 2011).

L’expression de I'lL-22BP apparait elle-aussi inthie par I'acide rétinoique. Des
résultats préliminaires semblent indiquer que liadd d’'un agoniste du RAdR sur des
MODC humaines apres 5 jours de différenciation aargm 'expression du geni@2ra2. En
outre, I'addition de l'agoniste au cours de la axdt des cDCspléniques de rat permet la
restauration de niveaux d’expression significgids les DC CD4 et méme l'induction d’'une
forte expression du gene par les DC CDgui n'en expriment que de faibles niveaux
physiologiquement. Cependant I'acide rétinoiquestnjfgrobablement pas impliqué dans la
régulation de I'expression du gef@2ra2 dans la rate. Les 2 sous-populations de cDC
n'expriment que de faibles niveaux de RALDH2, ettsdonc probablement incapables de
métaboliser le rétinal. Cette faible expressiorR#d.DH2 par les DC de la rate permettrait
donc d’expliquer les différences importantes avescDC CD103 CD11b intestinales. Ces
derniéres pourraient produire elles-mémes de Kkac@inoique qui viendrait agir de fagon
autocrine et induire une surexpression de I'lL-22BIPserait par conséquent intéressant
d’évaluer si I'induction de I'expression de RALDHb2r les DC spléniques cultivées dans un
milieu riche en rétinal augmente ou non I'expresside I'lL-22BP. L’induction de
I'expression de RALDH2 par les DC spléniques senplaissible par culture en présence de
GM-CSF et d'IL-4 (Yokota et al. 2009). A l'inversempact du blocage ou de I'absence de
I'enzyme RALDH2 sur I'expression de I'lL-22BP paslDC pourrait également étre analyseé.

Il ressort de ces constatations que la productidn-22BP pourrait constituer une

propriété intrinseque des DC tissulaires, et plpgécsiguement d’'une sous-population
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exprimant le CD103. Par ailleurs, le microenvirameat semble également jouer un role
important dans la régulation de I'expression duegdres expériences faisant intervenir
I'agoniste du RAR vont dans ce sens. L'acide rétinoique n’est prigmaént pas le seul
inducteur de la production d’IL-22BP. La recherahiautres molécules exercant des effets
similaires pourrait permettre de mieux comprendsedonditions de production du récepteur
soluble. L'importance du TGB-dans le maintien de 'homéostasie épithéliale psepriétés
immunomodulatrices ainsi que sa présence abondantel'intestin en font un bon candidat.
Une autre approche pourrait consister a évaluempbict des surnageants de culture de
différentes lignées épithéliales sur la régulatienl’expression du gen&2ra2 par les DC.
Une caractérisation plus ciblée des molécules itaptes, présentes dans les surnageants,
pourrait alors faire ressortir les principaux eféers de la régulation de I'expression du géne.

L'importance de I'lL-22BP en conditions pathologéaguest encore assez méconnue.
L’IL-22 semble étre une cytokine clef dans la luttentre les bactéries extracellulaires,
notamment dans le cadre d’infections muqueusegéabactéries(Zheng et al. 2008; Aujla
et al. 2008). L'absence de la cytokine dans ce tgenodele ne permet pas la survie des
animaux. Les propriétés inhibitrices de I'lL-22BBnsblent donc incompatibles avec une
action optimale de I'lL-22 dans la lutte contretgpe d’infection. La sous-régulation de I'lL-
22BP décrite au cours de certains états inflammetcapparait donc concordante avec la
nécessité de laisser I'lL-22 agir. Les résultatenbsin vitro sur les DC laissent entendre que
la maturation de ces dernieres est associée aeedinninution importante de I'expression du
geneil22ra2. 1l peut de ce fait étre supposé que lors d'ureciion, les DC, activées par la
reconnaissance du pathogéne, cessent d’exprimeR2BP. Ceci semble particulierement
vrai pour les infections requérant de hauts nivediix22. Ainsi la maturation des MODC
humaines induite par du LPS, un ligand du TLR4 abon a la surface des entérobactéries,
abolit totalement I'expression du géne.

A l'inverse, une induction de lI'expression de I'l2BP a pu étre décrite pour des
infections aux cours desquelles aucune preuve dagtien protectrice de I'lL-22 ne semble
exister. Des niveaux d’expression plus élevés @2BP sont ainsi retrouvés dans le foie de
souris infectées par un helminthe ou une mycobiactérregard de souris saines. Par ailleurs,
des niveaux accrus d’IL-22BP sont également assazi@éne infection par le protozoaire
Toxoplasmagondiadministréper os Il est intéressant de constater qu’au cours de/pe
d’infection, l'IL-22 semble exercer une action délé en exacerbant ['inflammation
rencontrée au niveau intestinal (Wilson et al. 30Hhalement, une surexpression de I'IL-

22BP a également été décrite dans la rate de salais un modéle de péritonite poly-
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microbienne. Les auteurs suggérent dans ce cakesgumauts niveaux d’'IL-22BP rencontrés
entraveraient les actions bénéfiques devant éaréas par I'lL-22 (Weber et al. 2007).

Une sous-régulation franche de I'expression deZABP est également décrite dans des
modeles de colites inflammatoires au DSS chez daisgWolk et al. 2007; Sugimoto et al.
2008). Dans ces modeles I'lL-22 apparait jouer dlle rmportant dans la restauration de
I'hnoméostasie intestinale grace notamment a l'itidacde la sécrétion de mucus et la
régénération des cellules de Goblet. La présendte-2@BP dans le milieu, induite
artificiellement au moyen de vecteurs lipidiquelsold totalement ces effets protecteurs de
I'IL-22.

Ces résultats sont particulierement intéressansg|pils laissent entrevoir I'existence de
processus de régulation finement coordonnés de2Pllet de son récepteur soluble. La sous-
régulation de I'lL-22BP n’apparait pas seulemersbage a I'existence d’'un environnement
inflammatoire mais semble plutét dépendre de Igraion de I'ensemble des signaux
présents dans le milieu. Ainsi, certaines cond#tiassociées a des besoins accrus en IL-22
entrainent une chute de I'expression de I'lL-22BRiee versalLa meilleure caractérisation
des différents signaux, inducteurs et inhibiteues I'éxpression du gend22ra2, devrait
permettre de mieux appréhender le dialogue pousxsister au sein des épithélia entre DC,
cellules productrices d’IL-22 (ILC22, LTi, LT...) etellules cibles de I'lL-22 (cellules
épithéliales, hépatocytes...). Il peut ainsi étrepsgg qu’'en I'absence de besoins importants
d’IL-22, les cellules épithéliales puissent produdifférents effecteurs, tels que l'acide
rétinoique, permettant la production de niveaux drtgnts d’IL-22BP. A linverse, en
conditions inflammatoires, ces mémes cellules, @ées aux pathogenes éventuellement
présents, pourraient envoyer d’autres signaux pitantede moduler la production d’IL-22BP
a la hausse ou a la baisse. Un tel dialogue pewdx@mple étre imaginé lors d’une infection
digestive a entérobactérie. Avant l'infection, S produiraient de hauts niveaux d’IL-22BP
servant a contrdler I'lL-22 présente constitutiveitnéans I'intestin. Au cours de l'infection,
les DC activées par la reconnaissance du pathodg@sant particulierement intervenir les
TLRs, cesseraient de produire de I'lL-22BP et auwtreore sécreteraient des quantités
importantes d’IL-23, nécessaire a I'induction depladuction d’lL-22. L'IL-22 en retour
pourrait aller agir sur les entérocytes afin deeluefficacement contre I'infection.

La dualité des actions de I'lL-22, pouvant étre éfues ou déléteres selon le contexte
dans lequel elle est produite, laisse penser quidénégulation des mécanismes contrélant sa
production et celle de son récepteur soluble pdugtee impliquée dans diverses conditions
pathologiques inflammatoires. La place de I'lL-2@nd la physiopathologie des MICI est

encore sujette a de nombreuses interrogations.-22lLlsemble étre surexprimée dans la
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maladie de Crohn mais pas dans la rectocolite h&gigue. Cette constatation avait dans un
premier temps suggéré aux auteurs qu’elle poueratcer une action pathologique dans la
MC (Brand et al. 2006). Cependant, la totalité mhesiéles animaux visant a reproduire cette
pathologie laissent au contraire penser que I'lLs2fait plutdt bénéfique. Les observations
faites par g-PCR et IHC montrent une surexpresdeilL-22BP au niveau des muqueuses
coliques inflammatoires de patients atteints de M@ourrait donc étre supposé que cette
surproduction du récepteur soluble inhibiteur, bierassociée a une surproduction d’IL-22,
viendrait perturber les actions protectrices deyekine. Une telle hypothése, si elle était
vérifiée, impliquerait donc de développer des éfy@s visant a bloquer les actions de I'lL-
22BP bien plus que celles de I'IL-22. Il pourraiarpailleurs étre intéressant d’évaluer
'impact de lincubation de MODC humaines en présemes surnageant de biopsies de
muqueuses inflammatoires de MC et de RCH sur ldymtion d’IL-22BP. Un tel systeme
permettrait en effet d’évaluer si les cellules mrsables de la surproduction d’lIL-22BP au
cours de la MC sont bien les DC ainsi que d’idesrtifle nouveaux inducteurs de I'expression
du gendl22ra2.

Finalement, il serait intéressant dévaluer la pain de I'IL-22BP dans d’autres
processus inflammatoires impliquant I'lL-22, notaemh le psoriasis et la PR. L'étude du
récepteur soluble dans la SEP pourrait égalementgige de mieux comprendre le rble joué
par I'lL-22 dans cette maladie. En effet, il semiylaintenant clair que la cytokine ainsi que
son récepteur membranaire sont surexprimés aumnteaysteme nerveux central de patients
souffrant de SEP(Kebir et al. 2007). Pour autanpléece exacte tenue par I'lL-22 dans la
physiopathologie de ce processus n'est pas défihie. étude chez I'animal suggere gu’elle
ne serait pas impliquée dans le développementetiedphalite auto-immune expérimentale
(EAE), une modele d’étude de la SEP (KreymborgleR@07). Ce résultat, associé a une
autre étude montrant une surexpression de I'lL-2pBPles splénocytes de rat plus sensibles
au développement de I'EAE, et faisant ressortirSMP de I'lL-22BP chez des patients
présentant des maladies plus séveres (Beyeen2tldl), pourrait ici aussi faire entrevoir un

réle délétere de I'lL-22BP dans cette maladie.
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Conclusion :

A l'ére du développement de la médecine persorégliles biothérapies prennent une
place croissante au fil des ans. Ces derniéregmqe¥s pour objectif majeur de restaurer de
facon ciblée les équilibres perturbés. Parmi cethbrapies, plusieurs cherchent a bloquer des
cytokines produites en excés au cours de divera#®lpgies inflammatoires. Le meilleur
exemple fourni par ce type de traitement est reptéspar les anti-TNE et commence a étre
suivi par de nombreuses autres molécules (anti-br6-IL-5, anti-IL-12p40...). L'IL-22 du
fait de ses propriétés pro-inflammatoires, pouvsiawérer particulierement déléteres, a
rapidement suscité I'intérét des chercheurs. Ceguandes propriétés de la cytokine ne sont
pas aussi bien caractérisées que celles du ad’NFH.-22 est ainsi souvent qualifiée de
cytokine a double face compte tenu des effets piedes ou pathologiques qu’elle peut
présenter dans différents contextes. Une meillearactérisation des propriétés biologiques
de I'lL-22 est donc un prérequis indispensable awdienvisager un traitement pouvant
chercher a l'inhiber. Les propriétés de I'IlL-22 d#emt étre grandement tributaires de la
régulation de I'expression de son récepteur soliftébiteur, I'IL-22BP. Par conséquent
I'étude de ce dernier doit faire partie intégramela caractérisation des effets biologiques de
I'IL-22. Par ailleurs, ce dernier présente un iatéhérapeutique a part entiere puisque ses
fortes propriétés inhibitrices permettraient ddiliser directement comme inhibiteur sélectif
de I'lL-22 dans des pathologies comme le psoridsiscontraire, la meilleure compréhension
de son importance dans des pathologies comme kdimale Crohn ou la sclérose en plaques
devrait permettre de mieux cerner la place de ZA_au cours de ces processus. Plusieurs
arguments, nécessitant plus de preuves expérimengabrtent en effet a croire que I'lL-22
serait protectrice dans ces maladies. Le blocaddLd22BP surexprimé permettrait alors de
rétablir les actions inhibées de I'lL-22. Ainsi,daalité des propriétés de I'lL-22 pourrait étre
en partie expliquée par les mécanismes réegulas¢deétion de son récepteur inhibiteur. La
caractérisation la plus complete possible de lalatign de I'lL-22 et de I'lL-22BP est donc
indispensable a la compréhension des mécanismesophthologiques impliquant I'lL-22
d’'une part, ainsi qu'au développement de nouvehlésapeutigues adaptées, présentant un

rapport bénéfices/risques optimale et une utibsatiblée.

83



Bibliographie :

Aggarwal, S. et al., 2001. Acinar cells of the paas are a target of interleukin-Zurnal
of Interferon & Cytokine Researchl1(12), p.1047-1053.

Aujla, S.J. et al., 2008. IL-22 mediates mucosat liefense against Gram-negative bacterial
pneumoniaNature Medicing14(3), p.275-281.

Banchereau, J. & Steinman, R.M., 1998. Dendritis@nd the control of immunit\Nature
392(6673), p.245-252.

Bard, J.D. et al., 2008. Aberrant expression o2 receptor 1 and autocrine IL-22
stimulation contribute to tumorigenicity in ALK+ aplastic large cell lymphoma.
Leukemia22(8), p.1595-1603.

Beyeen, A.D. et al., 2010. IL-22RA2 associates \mtlitiple sclerosis and macrophage
effector mechanisms in experimental neuroinflamamatiournal of Immunology
185(11), p.6883-6890.

Boniface, K. et al., 2005. IL-22 inhibits epiderndififerentiation and induces
proinflammatory gene expression and migration eh&n keratinocyteslournal of
Immunology 174(6), p.3695-3702.

Brand, S. et al., 2006. IL-22 is increased in a&rohn’s disease and promotes
proinflammatory gene expression and intestinaheial cell migrationAmerican
Journal of Physiology. Gastrointestinal and LivenyBiology 290(4), p.G827-838.

Cella, M. et al., 2009. A human natural killer cglibset provides an innate source of IL-22
for mucosal immunityNature 457(7230), p.722-725.

Chang, H. et al., 2006. Hydrodynamic-based deliwémn interleukin-22-1g fusion gene
ameliorates experimental autoimmune myocarditigis.Journal of Immunology
177(6), p.3635-3643.

Cheng, F. et al., 2009. Decreased plasma IL22detbek not increased IL17 and IL23 levels,
correlate with disease activity in patients witlstgynic lupus erythematosusnals
of the Rheumatic Diseas&i8(4), p.604-606.

Colonna, M., 2010. Skin function for human CD1lactae T cells.Nature Immunology
11(12), p.1079-1080.

84



Coombes, J.L. et al., 2007. A functionally spezidi population of mucosal CD103+ DCs
induces Foxp3+ regulatory T cells via a TGF-betd i@tinoic acid-dependent
mechanismThe Journal of Experimental Medicin204(8), p.1757-1764.

Cupedo, T. et al., 2009. Human fetal lymphoid tsswucer cells are interleukin 17-
producing precursors to RORC+ CD127+ natural kiilez cells.Nature
Immunology 10(1), p.66-74.

Duerr, R.H. et al., 2006. A genome-wide associastmaly identifies IL23R as an
inflammatory bowel disease gerg@tience314(5804), p.1461-1463.

Duhen, T. et al., 2009. Production of interleukihifut not interleukin 17 by a subset of
human skin-homing memory T celldature Immunologyl0(8), p.857-863.

Dumouitier, L et al., 2001. Cloning and charactérmaof IL-22 binding protein, a natural
antagonist of IL-10-related T cell-derived indueiliactor/IL-22.Journal of
Immunology 166(12), p.7090-7095.

Dumoutier, L, Louahed, J. & Renauld, J.C., 2000ani{dg and characterization of IL-10-
related T cell-derived inducible factor (IL-TIF)navel cytokine structurally related to
IL-10 and inducible by IL-9Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 195064(4),
p.1814-1819.

Dumoutier, L et al., 2000b. Human interleukin-10ated T cell-derived inducible factor:
molecular cloning and functional characterizatisraa hepatocyte-stimulating factor.
Proceedings of the National Academy of Sciencésedinited States of America
97(18), p.10144-10149.

Eyerich, S. et al., 2009. Th22 cells represenstardit human T cell subset involved in
epidermal immunity and remodelinghe Journal of Clinical Investigatiori19(12),
p.3573-3585.

Fujita, H. et al., 2009. Human Langerhans cellsigeddistinct IL-22-producing CD4+ T cells
lacking IL-17 productionProceedings of the National Academy of Sciencéseof
United States of Americd06(51), p.21795-21800.

Geboes, L. et al., 2009. Proinflammatory role ef Tin17 cytokine interleukin-22 in collagen-
induced arthritis in C57BL/6 micdrthritis and Rheumatisn®0(2), p.390-395.

Geissmann, F et al., 2003. Retinoids regulate galrand antigen presentation by immature
dendritic cellsThe Journal of Experimental MedicinE98(4), p.623-634.

Gelebart, P et al., 2011. Interleukin 22 signapngmotes cell growth in mantle cell
lymphoma.Translational Oncology4(1), p.9-19.

85



Graham, A.C. et al., 2011. IL-22 production is fe¢ed by IL-23 during Listeria
monocytogenes infection but is not required fortbaal clearance or tissue
protection.PloS One6(2), p.e17171.

Hooper, L.V. & Macpherson, A.J., 2010. Immune adaphs that maintain homeostasis with
the intestinal microbiotdNature Reviews. ImmunoladgyO(3), p.159-169.

Hubert, F.-X. et al., 2006. Differential patterrcognition receptor expression but stereotyped
responsiveness in rat spleen dendritic cell subdetsnal of Immunologyl77(2),
p.1007-1016.

Ikeuchi, H. et al., 2005. Expression of interleuRihin rheumatoid arthritis: potential role as
a proinflammatory cytokinérthritis and Rheumatispb2(4), p.1037-1046.

lliev, I.D. et al., 2009. Human intestinal epitlalcells promote the differentiation of
tolerogenic dendritic cell$sut, 58(11), p.1481-1489.

Ilwata, M. & Yokota, A., 2011. Retinoic acid prodiact by intestinal dendritic cell¥/itamins
and Hormones86, p.127-152.

Iwata, M. et al., 2004. Retinoic acid imprints dnaming specificity on T celldmmunity
21(4), p.527-538.

Jaensson, E. et al., 2008. Small intestinal CDXfi8dritic cells display unique functional
properties that are conserved between mice andmaiifae Journal of Experimental
Medicine 205(9), p.2139-2149.

Jiang, R. et al., 2011. IL-22 promotes human heggdliidar carcinoma by activation of
STATS3. Hepatology Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubm@d674558
[Consulté juin 20, 2011].

de Jong, A. et al., 2010. CD1a-autoreactive T @ksa normal component of the hunogin
T cell repertoireNature Immunology11(12), p.1102-1109.

Kapessidou, P. et al., 2008. Interleukin-22 deficieaccelerates the rejection of full major
histocompatibility complex-disparate heart alloggafransplantation Proceedings
40(5), p.-1593-1597.

Ke, Y. et al., 2011. IL-22-Induced Regulatory CD11PCs Suppress Experimental
Autoimmune UveitisJournal of ImmunologyAvailable at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21795593 [Conéyuillet 29, 2011].

86



Kebir, H. et al., 2007. Human TH17 lymphocytes poteblood-brain barrier disruption and
central nervous system inflammatidtature Medicing13(10), p.1173-1175.

Ki, S.H. et al., 2010. Interleukin-22 treatment #orates alcoholic liver injury in a murine
model of chronic-binge ethanol feeding: role ohsiptransducer and activator of
transcription 3Hepatology 52(4), p.1291-1300.

Kisand, K. et al., 2010. Chronic mucocutaneous ichasis in APECED or thymoma patients
correlates with autoimmunity to Th1l7-associateakiytes.The Journal of
Experimental Medicine207(2), p.299-308.

Kleinschek, M.A. et al., 2009. Circulating and gasident human Th17 cells express CD161
and promote intestinal inflammationhe Journal of Experimental Medicin206(3),
p.525-534.

Kotenko, S.V. et al., 2001a. Identification, clogjmnd characterization of a novel soluble
receptor that binds IL-22 and neutralizes its agtidournal of Immunologyl66(12),
p.7096-7103.

Kotenko, S.V. et al., 2001b. Identification of thumctional interleukin-22 (IL-22) receptor
complex: the IL-10R2 chain (IL-10Rbeta ) is a conmebain of both the IL-10 and
IL-22 (IL-10-related T cell-derived inducible factdL-TIF) receptor complexe3.he
Journal of Biological Chemist\276(4), p.2725-2732.

Kreymborg, K. et al., 2007. IL-22 is expressed Il T cells in an IL-23-dependent fashion,
but not required for the development of autoimmeneephalomyelitislournal of
Immunology 179(12), p.8098-8104.

Lavoie, T.N. et al., 2011. Expression of interleukR in Sjogren’s syndrome: significant
correlation with disease parameteé@sandinavian Journal of Immunolagdvailable
at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21645026 {Salté aodt 5, 2011].

Leipe, J. et al., 2011. Interleukin 22 serum lewagtsassociated with radiographic progression
in rheumatoid arthritisAnnals of the Rheumatic DiseasAsailable at:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/21593004 [Conéuhai 20, 2011].

Lejeune, D et al., 2002. Interleukin-22 (IL-22)igates the JAK/STAT, ERK, JNK, and p38
MAP kinase pathways in a rat hepatoma cell lin¢hways that are shared with and
distinct from IL-10.The Journal of Biological Chemistrg277(37), p.33676-33682.

Liang, S.C. et al., 2010. IL-22 induces an acutasghresponsdournal of Immunology
185(9), p.5531-5538.

87



Liang, S.C. et al., 2006. Interleukin (IL)-22 annd17 are coexpressed by Th17 cells and
cooperatively enhance expression of antimicrobegitidles.The Journal of
Experimental Medicine203(10), p.2271-2279.

Logsdon, N.J. et al., 2002. Comparison of interiet#2 and interleukin-10 soluble receptor
complexesJournal of Interferon & Cytokine Resear@®(11), p.1099-1112.

Marijnissen, R.J. et al., 2011. Increased IL-22reggpion by synovial Th17 cells during late
stages of arthritis is controlled by IL-1 and entesbone degradatioArthritis and
RheumatismAvailable at: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubm&d618207 [Consulté
mai 31, 2011].

Mebius, R.E., 2003. Organogenesis of lymphoid @sfMature Reviews. Immunolag3(4),
p.292-303.

Medzhitov, R., 2001. Toll-like receptors and inn@benunity. Nature Reviews. Immunolagy
1(2), p.135-145.

Milling, S. & MacPherson, G, 2010. Isolation of matestinal lymph DCMethods in
Molecular Biology 595, p.281-297.

Monteleone, I. et al., 2011. Aryl Hydrocarbon Reaoepnduced Signals Up-regulate IL-22
Production and Inhibit Inflammation in the Gasttestinal TractGastroenterology
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedB0206 [Consulté mai 31,
2011].

de Moura, P.R. et al., 2009. Crystal structure sblable decoy receptor IL-22BP bound to
interleukin-22.FEBS Letters583(7), p.1072-1077.

Mus, A.M.C. et al., 2010. Interleukin-23 promotdsl¥ differentiation by inhibiting T-bet
and FoxP3 and is required for elevation of intekiet22, but not interleukin-21, in
autoimmune experimental arthritisethritis and Rheumatisp62(4), p.1043-1050.

Nagalakshmi, M.L. et al., 2004. Expression pattefis-10 ligand and receptor gene
families provide leads for biological charactenaat International
Immunopharmacology(5), p.577-592.

Nagem, R.A.P. et al., 2002. Crystal structure obnebinant human interleukin-23tructure
10(8), p.1051-1062.

Nakajima, K. et al., 2011. Distinct roles of IL-2Bd IL-17 in the development of psoriasis-
like lesions in a mouse moddburnal of Immunologyl86(7), p.4481-44809.

88



Ouyang, W. et al., 2010. Regulation and Functidri-40 Family Cytokines in
Inflammation and Disease&nnual Review of Immunologivailable at:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/21166540 [Conéuwécembre 22, 2010].

Pan, H.-F. et al., 2009. Decreased serum IL-22daaepatients with systemic lupus
erythematosugClinica Chimica Acta401(1-2), p.179-180.

Pariente, B. et al., 2011. Activation of the ReoepdtKG2D Leads to Production of Th17
Cytokines in CD4(+) T Cells of Patients With CrotiDiseaseGastroenterology
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedB0D899 [Consulté mai 31,
2011].

Pickert, G. et al., 2009. STAT3 links IL-22 sigmagiin intestinal epithelial cells to mucosal
wound healingThe Journal of Experimental Medicin206(7), p.1465-1472.

Puel, A. et al., 2010. Autoantibodies against IIALL-17F, and IL-22 in patients with
chronic mucocutaneous candidiasis and autoimmulyempaocrine syndrome type |.
The Journal of Experimental Medicin207(2), p.291-297.

Qin, W.-Z. et al., 2011. Expressions of IL-22 incailating CD4+/CD8+ T cells and their
correlation with disease activity in SLE patier@@éinical and Experimental Medicine
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed&BI7830 [Consulté aodt 5, 2011].

Radaeva, S. et al., 2004. Interleukin 22 (IL-22)ypla protective role in T cell-mediated
murine hepatitis: IL-22 is a survival factor forgaocytes via STAT3 activation.
Hepatology 39(5), p.1332-1342.

Ren, J. et al., 2011. Natural Killer-22 Cells ie thynovial Fluid of Patients with Rheumatoid
Arthritis Are an Innate Source of Interleukin 2Zarumor Necrosis Factor-alpha.
The Journal of Rheumatologivailable at:
http://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21765110 [Conéwdot 5, 2011].

Ren, X., Hu, B. & Colletti, L.M., 2010. IL-22 iswolved in liver regeneration after
hepatectomyAmerican Journal of Physiology. Gastrointestinatidniver Physiology
298(1), p.G74-80.

Renauld, JC, 2003. Class Il cytokine receptorsthait ligands: key antiviral and
inflammatory modulatordNature Reviews. Immunolody(8), p.667-676.

del Rio, M.-L. et al., 2010. Development and fuactl specialization of CD103+ dendritic
cells.Immunological Review234(1), p.268-281.

89



Sanos, S.L. et al., 2009. RORgammat and commenseadftara are required for the
differentiation of mucosal interleukin 22-produciNg{p46+ cells.Nature
Immunology 10(1), p.83-91.

Satoh-Takayama, N. et al., 2008. Microbial florevels interleukin 22 production in intestinal
NKp46+ cells that provide innate mucosal immunesdsé Immunity 29(6), p.958-
970.

Savan, R. et al., 2011. A novel role for IL-22Rlaadriver of inflammationBlood, 117(2),
p.575-584.

Sawa, S. et al., 2011. R@R+) innate lymphoid cells regulate intestinal hasiasis by
integrating negative signals from the symbiotic moigota.Nature Immunology
12(4), p.320-326.

Schmechel, S. et al., 2008. Linking genetic susio#ipt to Crohn’s disease with Th17 cell
function: IL-22 serum levels are increased in Cisliisease and correlate with
disease activity and IL23R genotype statnBammatory Bowel Disease$4(2),
p.204-212.

Shortman, K. & Naik, S.H., 2007. Steady-state anfidimmatory dendritic-cell development.
Nature Reviews. Immunolggs(1), p.19-30.

Simonian, P.L. et al., 20165 T cells protect against lung fibrosis via IL-Zze Journal of
Experimental Medicine207(10), p.2239-2253.

Sommer, A. et al., 1986. Impact of vitamin A suppéntation on childhood mortality. A
randomised controlled community tridlancet 1(8491), p.1169-1173.

Sonnenberg, G.F., Fouser, L.A. & Artis, D., 201brdBer patrol: regulation of immunity,
inflammation and tissue homeostasis at barrieased by IL-22Nature Immunology
12(5), p.383-390.

Sonnenberg, G.F., Monticelli, L.A., et al., 201 D4+) lymphoid tissue-inducer cells
promote innate immunity in the gummunity 34(1), p.122-134.

Sonnenberg, G.F. et al., 2010. Pathological vapsotective functions of IL-22 in airway
inflammation are regulated by IL-17A&he Journal of Experimental Medicir207(6),
p.1293-1305.

Spits, H. & Di Santo, J.P., 2011. The expandingiliaof innate lymphoid cells: regulators
and effectors of immunity and tissue remodelidgture Immunologyl2(1), p.21-27.

90



Sugimoto, K. et al., 2008. IL-22 ameliorates intedtinflammation in a mouse model of
ulcerative colitisThe Journal of Clinical Investigatioi18(2), p.534-544.

Szatmari, |. et al., 2006. PPARgamma controls Ce®dmtession by turning on retinoic acid
synthesis in developing human dendritic célllse Journal of Experimental Medicine
203(10), p.2351-2362.

Takatori, H. et al., 2009. Lymphoid tissue indulike-cells are an innate source of IL-17 and
IL-22. The Journal of Experimental Medicir206(1), p.35-41.

Trifari, S. et al., 2009. Identification of a humlaelper T cell population that has abundant
production of interleukin 22 and is distinct fronfH)-17, T(H)1 and T(H)2 cells.
Nature Immunologyl10(8), p.864-871.

Trinité, B. et al., 2000. A subset of cytolytic dieitic cells in ratJournal of Immunology
165(8), p.4202-4208.

Trivella, D.B.B. et al., 2010. Structure and fupatiof interleukin-22 and other members of
the interleukin-10 familyCellular and Molecular Life Science87(17), p.2909-2935.

Turnbull, E. & MacPherson, G, 2001. Immunobiolodgylendritic cells in the rat.
Immunological Review484, p.58-68.

Vandenbroeck, K. et al., 2011. A cytokine geneatmencovers SOCS1 as genetic risk factor
for multiple sclerosisGenes and Immunityvailable at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21716315 [Conéyuillet 1, 2011].

Varol, C. et al., 2007. Monocytes give rise to maaipbut not splenic, conventional dendritic
cells.The Journal of Experimental Medicir204(1), p.171-180.

Veldhoen, M. & Withers, D.R., 2010. Immunology. &ta lymphoid cell relation$cience
330(6004), p.594-595.

Villadangos, J.A. & Schnorrer, P., 2007. Intrinarad cooperative antigen-presenting
functions of dendritic-cell subsets in vivdature Reviews. Immunolagi(7), p.543-
555.

Wade, R. et al., 2011. Association between SNP4gpeand chronic lymphocytic leukemia
outcome in a randomized chemotherapy tkHaematologicaAvailable at:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/21659360 [Conéyliin 20, 2011].

Weber, G.F. et al., 2007. Inhibition of interlewd attenuates bacterial load and organ
failure during acute polymicrobial sepdistection and Immunity75(4), p.1690-1697.

91



Wei, C.-C. et al., 2003. Cloning and characterarabf mouse IL-22 binding proteienes
and Immunity4(3), p.204-211.

Weiss, B. et al., 2004. Cloning of murine IL-22eptor alpha 2 and comparison with its
human counterparGenes and Immunit(5), p.330-336.

Wilson, M.S. et al., 2010. Redundant and pathogenés for IL-22 in mycobacterial,
protozoan, and helminth infectionkurnal of Immunologyl84(8), p.4378-4390.

Wolk, K et al., 2002. Cutting edge: immune cellsaarces and targets of the I1L-10 family
membersJournal of Immunologyl68(11), p.5397-5402.

Wolk, K et al., 2004. IL-22 increases the innatenomity of tissuesimmunity 21(2), p.241-
254,

Wolk, K et al., 2007. IL-22 induces lipopolysacadarbinding protein in hepatocytes: a
potential systemic role of IL-22 in Crohn’s diseasasurnal of Immunologyl78(9),
p.5973-5981.

Wolk, et al., 2006. IL-22 regulates the expressibgenes responsible for antimicrobial
defense, cellular differentiation, and mobilitykeratinocytes: a potential role in
psoriasisEuropean Journal of Immunolog$6(5), p.1309-1323.

Wolk, K., et al., 2010. Biology of interleukin-28eminars in Immunopathology2(1), p.17-
31.

Wolk, K et al., 2010. Deficiency of IL-22 Contrilag to a Chronic Inflammatory Disease:
Pathogenetic Mechanisms in Acne Invedairnal of ImmunologyAvailable at:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/21148041 [Conéuwécembre 27, 2010].

Wu, P.W. et al., 2008. IL-22R, IL-10R2, and IL-22BRding sites are topologically
juxtaposed on adjacent and overlapping surfacés-22. Journal of Molecular
Biology, 382(5), p.1168-1183.

Xie, M.H. et al., 2000. Interleukin (IL)-22, a ndyeiman cytokine that signals through the
interferon receptor-related proteins CRF2-4 an@2R.The Journal of Biological
Chemistry 275(40), p.31335-313309.

Xu, W. et al., 2001. A soluble class Il cytokineeptor, IL-22RA2, is a naturally occurring
IL-22 antagonistProceedings of the National Academy of Sciencdsedinited
States of Amerig®8(17), p.9511-9516.

92



Yang, L. et al., 2010. Amelioration of high fat tlieduced liver lipogenesis and hepatic
steatosis by interleukin-22ournal of Hepatology53(2), p.339-347.

Yokota, A. et al., 2009. GM-CSF and IL-4 synergaliy trigger dendritic cells to acquire
retinoic acid-producing capacitinternational Immunology21(4), p.361-377.

Zenewicz, L.A. et al., 2007. Interleukin-22 but maerleukin-17 provides protection to
hepatocytes during acute liver inflammatitmmunity 27(4), p.647-659.

Zenewicz, L.A. et al., 2008. Innate and adaptiterirukin-22 protects mice from
inflammatory bowel diseaseanmunity 29(6), p.947-957.

Zhang, L. et al., 2011. Elevated Th22 Cells Coteslavith Th17 Cells in Patients with
Rheumatoid ArthritisJournal of Clinical ImmunologyAvailable at:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/21556937 [Conéwdodt 5, 2011].

Zheng, Y. et al., 2007. Interleukin-22, a T(H)17akme, mediates IL-23-induced dermal
inflammation and acanthosiNature 445(7128), p.648-651.

Zheng, Y. et al., 2008. Interleukin-22 mediatesyelanst defense against attaching and
effacing bacterial pathoger$ature Medicine14(3), p.282-289.

93



Annexes :

Annexe 1: Stratégies employées pour lisolement sle populations cellulaires

hématopoiétiques spléniques chez le rat

. ) Cellules
Cellules vivantes

vivantes

A RamEREEEEEEREE
100 150 200 250
FSC-A x 1.000)

200

100 150
FSC-A

Lymphocytes T

|

OX41 PE-Cy7-A

Monocytes

Cellules L
CMH II* |
nonDC

T & gy A T 8
=] 00 © 10 a2 L
- OX62 APC-A OX42 FITC-A

(A) Les lymphocytes T ont été tries sur la base de déapression du TCHB. Au sein des
cellules TCRJB, les lymphocytes B ont été triés sur la base ded&pression du CD45R et du
CDA45RA, les lymphocytes NK sur la base de leur esgion du NKR-P1(B)Les monocytes ont
été triés au sein des cellules CMH, ICD103, sur la base de leur expression du CD11b/c et
CD172..

Annexe 2 : Expression de RARR et de RALDH2 par les 2 sous-populations de ccDC

spléniques chez le rat
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(A) Expression de RAR par les 2 sous-populations de cDC spléniques dénmaatures ou
activées 24 heures avec du LPS. Les données spmésemtatives de 2 expériences
indépendante@)Expression de RALDH2 par les différentes populaiode cellules
hématopoiétiques spléniques de rat. Les donnéet repmésentatives de 3 expeériences
indépendantes. Tous les résultats sont préseniédastorme de moyenne + S.E.M.
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