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Introduction

1 Généralités sur les cytokines de la famille de I’l1L-10

L’IL-22 fait partie des cytokines de la famille de 1’IL-10. Cette famille, tres étroitement
lice a la famille des interférons (IFNSs), représente la plus abondante des familles de cytokines
de classe Il. La définition des familles de cytokines de classe Il a reposeé initialement sur la
capacité de ses membres a interagir avec les récepteurs aux cytokines de classe Il (class Il
family of cytokines receptors ou CRF2). Ces derniers sont de nature hétérodimerique et
transmembranaire, constitués de 1’association d’une chaine présentant un domaine intra-
cytoplasmique long (IL-10R1, IL-20R1, IL-22R1 et IL-28R) avec une chaine a domaine intra-
cytoplasmique court (IL-10R2 et IL-20R2). (Renauld 2003). IIs se distinguent des récepteurs
de classe I par leur structure, particulierement au niveau de leur domaine extracellulaire.

La constitution de la famille des cytokines apparentées a 1’IL-10 repose sur les similarités
retrouvées au niveau de l’organisation de leurs genes, de leurs structures protéiques
secondaires (plus que sur une homologie des séquences d’acides aminés, qui n’excede jamais
25%), ainsi donc que sur l’utilisation de récepteurs communs (Wolk et al. 2010). Les
cytokines de la famille de I’'IL-10 peuvent étre encore subdivisées en 3 sous-groupes,
essentiellement en fonction de leurs activités biologiques respectives et dont les
caractéristiques générales sont résumées dans le Tableau 1.(Ouyang et al., 2010). Le premier
groupe comprend uniquement 1’IL-10. Elle agit sur divers types de leucocytes et tend
principalement a réguler les réponses inflammatoires. Le second groupe, comprend les
cytokines de la sous-famille de I’IL-20, a savoir I’'TL-19, I’IL-20, I’IL-24, I’IL-26 et I’IL-22.
Ce groupe de cytokines agit préférentiellement sur des cellules épithéliales pour les protéger
des agressions liées a des germes extracellulaires (bactéries, levures). Ces protéines
interviennent également dans le remodelage tissulaire et la cicatrisation. Ces actions
permettent le maintien de I’intégrité et la restauration de I’homéostasie tissulaire au cours des
infections et des réponses inflammatoires. Le 3eme
type 11 (aussi dénommés IFNs L) et comprend I’IL-28A, I’'IL-28B et 1’IL-29. Ces cytokines

groupe enfin, est représenté par les IFNs de

induisent des réponses antivirales similaires a celles induites par les IFNs de type | (o/p) mais



agissent avant tout sur les cellules épithéliales. Elles peuvent en outre agir en synergie avec

les IFNs type I et accentuer les réponses antivirales de 1’hote.

Récepteur Sources Cibles Fonctions
Nom Structure _ _ ) . ]
Chaine a Chaine p cellulaires cellulaires majeures
1L-10 Dimére IL-10R1 IL-10R2 Leucocytes Leucocytes | Immunorégulation
IL-19 Monomere IL-20R1 Cellules
myeéloides,
. IL-20R1/IL- IL-20R2
1L-20 Monomere cellules
22R1 PR
épithéliales
Lymphocytes T,
cellules
1L-22 Monomere IL-22R1 IL-10R2
lymphoides )
o Réponses
innées ) o
antibactériennes,
Cellules
] remodelage
myéloides, tissulai
issulaire,
Looa y ‘ IL-20R1/IL- 1L20R2 cellules Cellules atrisat
- onomére - 4nithéli cicatrisation
22R1 épithéliales, | CPitheliales
Lymphocytes T
CD4" Th2
Lymphocytes T,
. NKT, cellules
IL-26 Dimeére ? IL-20R1
lymphoides
IL-10R2 innées
IL-28A Monomere
Cellules Réponses
1L-28B Monomeére IL-28R1 o o
épithéliales antivirales
IL-29 Monomere

Tableau 1 : Principales caractéristiques des cytokines de la famille de I’IL10, d’aprés
Ouyang et al., 2010.




2 L’axe IL-22/IL-22R

2.1 Geéne et protéine de I’interleukine 22

L’IL-22 a été identifiée en 2000 dans une lignée murine de lymphome T, au cours de
recherches visant a mettre en évidence les génes surexprimés aprés stimulation par 1’IL-9
(Dumoutier et al. 2000a). L’équivalent humain a été identifié quelques mois aprés, par 2
équipes différentes (Dumoutier et al. 2000b; Xie et al. 2000). L’IL-22 a rapidement été
considérée comme une cytokine du fait de plusieurs caractéristiques. 1l peut notamment étre
mentionné la présence d’un peptide signal hydrophobe de 33 acides aminés (AA), situé a
I’extrémité N-terminale, une masse moléculaire proche de 20 kDa ainsi qu’une homologie,
bien que faible, avec la structure primaire de 1’IL-10. Le géne codant pour 1’'IL-22 humaine
est situé sur le bras long du chromosome 12, en 12q15, a proximité des loci IFNG3 et 1L26. I
comprend 5 exons codants, et conduit a la formation d’une protéine de 179 AA, qui apres
excision du peptide signal aboutit donc a la sécrétion d’une protéine de 146 AA.

La structure tridimensionnelle de la cytokine (Figure 1) a pu étre élucidée de facon
indépendante par 2 groupes grace a des expériences de cristallographie sur des protéines
exprimées dans Escherichia coli (Nagem et al., 2002) et Drosophila melanogaster (Xu et al.,
2004). La structure de I’IL-22 comprend une petite hélice 319 N-terminal (hélice preA) et 6
hélices a (A a F) organisées dans une conformation anti-parallele et reliées entre elles par des
boucles. Le ceeur de la protéine est constitué d’un « fagot » caractéristique des cytokines de
classe I1, formé par les hélices A, C, D et F. L’hélice B est beaucoup plus courte que les autres
et se serre au niveau de ’extrémité N-terminale de I’hélice C. L’hélice E, quant a elle, se lie
au « fagot » en interagissant avec les hélices B et C ainsi qu’avec la boucle AB. Finalement,
contrairement aux hélices A a E qui sont droites, I’hélice F présente un coude caractéristique
des cytokines de cette famille qui la divise en 2 parties (F1 et F2), permettant 1’exposition de
résidus importants pour 1’interaction avec le récepteur (Trivella et al., 2010). La structure de
la protéine est en outre stabilisée par 2 ponts disulfures (Cys40-Cys132 et Cys89-Cys178).
L’TL-22 posséde 3 sites de N-glycosylation (Asn54, Asn68 et Asn97) dont 2 étaient
glycosylés (Asn54 et Asn97) dans la structure cristallographique issue de D. melanogaster
mais ne semblaient induire que des changements mineurs dans la structure tertiaire de la
protéine (Xu et al., 2004). La glycosylation au niveau de 1’Asn54 est nécessaire a I’interaction
de la cytokine avec son récepteur. Finalement, 1’IL-22 semble étre active biologiquement sous

la forme de monomeres bien que des diméres voir des tétrameres aient pu étre observées pour



des concentrations élevees (Logsdon et al., 2002; Nagem et al., 2002; de Oliveira Neto et al.,
2008).

Figure 1 : Structure tridimensionnelle du monomere d’IL-22. Les hélices sont nommées

(preA, A-F) et les ponts disulfures sont représentés en violet (Trivella et al, 2010).

2.2 Genes et protéines des sous-unités du récepteur de I’IL-22

Le récepteur de I’'IL-22 (IL-22R) est un hétérodimere composé de I’association de 2
membres de la famille CRF2, I’IL-22R1 et I’IL-10R2 (Dumoutier et al., 2000b; Kotenko et
al., 2001a; Xie et al., 2000). La famille CRF2 est définie par des similarités au niveau de la
portion extracellulaire de chacun de ses membres, caractérisée notamment par la présence de
2 domaines fibronectine 11l (FBN-IIl) en tandem. Elle se distingue des récepteurs
hématopoiétiques et des récepteurs aux cytokines de classe | par la position des séquences
cystéines conservées et 1’absence de motif W-S-X-W-S (Renauld, 2003). Les différents

membres de cette famille et leur structure sont représenteés dans la Figure 2.
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Figure 2: Représentation schématique des récepteurs pour les cytokines de classe I1. Les
ligands sont représentés au-dessus de leurs récepteurs respectifs. Les domaines
cytoplasmiques sont représentés en vert (IFNyR1, IFNaR2, IL-10R1, IL-20R1, IL-22R1 et IL-
28R : domaine long ; IL-10R2 et IL-20R2, IFNYR2, IFNarl : domaine court). Les 2 domaines
FBN-I1I1, qui comprennent le site de liaison cytokinique, sont illustrés en rouge et orange). A
I’exception de I’'TL-22BP et du facteur tissulaire (TF), les récepteurs sont hétérodimériques,
constitués de 1’association d’une chaine a domaine intra-cytoplasmique long et d’une a
domaine court. Il peut étre souligné que contrairement a la plupart des récepteurs de cette
famille, I’association de I’IL-22R1 avec I’IL-10R2, formant I’IL-22R, ainsi que 1’IL-22BP,
entourés en rouge, sont spécifiques d’un ligand unique, I’'IL-22 (Renauld, 2003).

Le gene codant pour la chaine IL-22R1 est localisé sur le chromosome 1p36, comprend 7
exons, s’étend sur environ 24 kb et code pour une protéine de 574 AA dont les 15 premiers
correspondent au peptide signal. Le géne codant pour la chaine IL-10R2 est quant a lui
localisé sur le chromosome 21g21, comprend 7 exons, s’étend sur environ 31 kb et code pour
une protéine de 325 AA dont les 19 premiers correspondent au peptide signal. Les
expériences de cristallographie ont confirmé la présence de 2 domaines FBN-III en tandem
sur les portions extracellulaires de chacune des 2 chaines, nommés D1 pour le domaine N-
terminal, et D2 pour celui proche de la membrane cellulaire (Bleicher et al., 2008; Jones et al.,
2008; Yoon et al., 2010). Chacun de ces domaines est constitué de 2 feuillets B antiparalléles
organisés en sandwiche. Ils sont associés par une petite hélice 3o et espacés d’un angle de
120° pour I’'IL-22R1 et 95° pour I’'IL-10R2. Il existe 3 sites potentiels de N-glycosylation sur
la partie extracellulaire de la chaine IL-22R1 et 4 sur celle de la chaine IL-10R2. Des
différences structurales localisées au niveau des boucles L2 et L5 (Yoon et al., 2010)

semblent expliquer la faible affinité que présente 1I’IL-10R2 pour I’'IL-22 en comparaison de
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I’'IL-22R1 (Logsdon et al., 2004). En revanche I’IL-10R2 présente une affinité plus forte pour
le complexe IL-22:IL-22R1 suggérant ainsi que ’interaction de 1’IL-22 avec son récepteur se
fasse en plusieurs étapes. L’interaction débuterait d’abord par une fixation de I’'TL-22 a I’IL-
22R1, induisant alors un changement de conformation de la cytokine favorisant 1’interaction
du complexe IL-22:1L-22R1 avec I’IL-10R2 (Figure 3).

IL-22

IL-10R2 IL-22R1

Nucleus

Figure 3: Interaction de I’'TL-22 avec I’IL-22R et voies de signalisation résultantes. L’TIL-22 interagit
d’abord avec la chaine IL-22R1 dont I’affinité est plus importante. Il s’en suit un changement de
conformation de 1I’IL-22 lui conférant une affinité suffisante pour se lier a I’'IL-10R2. La formation de ce
complexe ternaire permet la phosphorylation des tyrosines kinases JAK1 et TYK2 associees
respectivement aux chaines IL-22R1 et IL-10R2. Il s’en suit alors la phosphorylation de 4 résidus
tyrosines présents dans la portion intra-cytoplasmique de la chaine IL-22R1 leur permettant de se lier aux
domaines SH2 de STAT3. Ce dernier peut par ailleurs étre retrouvé constitutivement associé a la chaine
IL-22R1. Les molécules STAT3 sont ensuite phosphorylées par JAK1 ce qui permet leur dimérisation et
leur migration dans le noyau pour exercer leur fonction de régulation de 1’expression de génes. Un role
des molécules STAT1 et STAT5S peut également étre retrouvé. Finalement, la voie des MAPK et une
voie impliquant la PI3K, AKT et mTOR pourraient également étre impliquées (Sabat et al., 2014).



2.3 Voies de signalisation induites par I’IL-22R

L’activation de différentes cascades de signalisation intracellulaire a pu étre observée suite
a la fixation de I’IL-22 sur I’'IL-22R. La principale fait intervenir la voie JAK-STAT (Janus
kinase-signal transducers and activators of transcription) (Figure 3) (Lejeune et al., 2002).
L’IL-22 interagit d’abord avec la chaine IL-22R1 dont I’affinité est plus importante. Il s’en
suit un changement de conformation de 1’IL-22 lui conférant une affinité suffisante pour se
lier a I’[L-10R2. La formation de ce complexe ternaire permet la phosphorylation des
tyrosines kinases JAK1 et TYK2 (Tyrosine kinase 2) associées respectivement aux chaines
IL-22R1 et IL-10R2 et ainsi la phosphorylation de 4 résidus tyrosines présents dans la portion
intra-cytoplasmique de la chaine 1L-22R1. Ces résidus phosphorylés peuvent alors interagir
avec les domaines SH2 (src homology 2 domain) des molécules STATSs et les recruter.
Parallélement, une interaction constitutive du domaine coiled-coil (faisceau d’hélices) de
STATS3 avec ’extrémité C-terminale de la portion intra-cytoplasmique de la chaine IL-22R1
existe (Dumoutier et al., 2009). Le recrutement de STAT permet ensuite sa phosphorylation
par la tyrosine kinase JAK1 activée. La molécule STAT la plus importante dans la voie de
signalisation induite par I’IL-22 est STAT3 (Lejeune et al., 2002), méme si les molécules
STAT1 et STATS peuvent aussi étre phosphorylées (Dumoutier et al., 2000a, 2000b; Kotenko
et al., 2001a; Lejeune et al., 2002; Xie et al., 2000). L’acétylation du résidu Lys686 est un
préalable nécessaire a la phosphorylation de STAT3 au niveau du résidu Tyr705 (Yuan et al.,
2005) et I’action de la sirtuine 1, une désacétylase, empéche donc I’activation de STAT3
induite par I’TL-22 (Sestito et al., 2011). Finalement, les molécules de STAT3 phosphorylées
peuvent dimériser et migrer dans le noyau pour réguler I’expression de leurs genes cibles. Les
autres voies ayant été décrites suite a I’activation de I'IL-22R par I’'[L-22 sont les 3
principales voies des MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Andoh et al., 2005; Ikeuchi
et al., 2005; Lejeune et al.,, 2002; Wolk et al., 2006) et la cascade de signalisation
PI3K/Akt/mTOR (phosphatidylinositol 3-kinase (PI13K)/Akt/mammalian target of Rapamycin)
(Mitra et al., 2012a). Leurs roles dans la signalisation intracellulaire consécutive a 1’activation

de I’IL-22R semblent toutefois moins importants que celui de la voie JAK1/STAT3.



2.4 Distribution de ’IL-22R

Le récepteur de I’IL-22 est composé de 1’association des 2 chaines IL-22R1 et IL-10R2
décrites précedemment. Par conséquent, seules les cellules les exprimant ensemble peuvent
étre sensibles a la cytokine. Alors que I’IL-10R2 est d’expression relativement ubiquitaire,
celle de I'IL-22R1 est quant a elle beaucoup plus restreinte. C’est donc cette restriction
d’expression de la chaine IL-22R1 qui détermine les cibles de 1’'IL-22 (Wolk et al., 2004).
L’expression de I’IL-22R complet est finalement retrouvée dans un nombre assez limité de
tissus, principalement représentés par les barri¢res épithéliales de 1’organisme. Parmi celles-
ci, la peau ainsi que les tractus digestif (estomac, intestin gréle et colon) et respiratoire
(poumon, trachée) sont les plus importants. L’IL-22R est également retrouvé au niveau du

foie, du pancréas et des reins (Figure 4).
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Figure 4: Distribution tissulaire des 2 chaines de I’IL-22R (Wolk et al., 2004).

Dans I’intestin et les poumons, 1’TL-22 agit sur les cellules épithéliales, incluant les cellules
souches intestinales (Andoh et al., 2005; Aujla et al., 2008; Hanash et al., 2012; Sugimoto et
al., 2008; Whittington et al., 2004), méme si une expression du récepteur a également été
décrite sur les myofibroblastes sous-épithéliaux dans le colon (Andoh et al., 2005). La
signification physiologique réelle de cette derniere est toutefois incertaine du fait des fortes
concentrations d’IL-22 utilisées in vitro pour les stimuler. Dans la peau, les cibles majeures
sont les kératinocytes (Boniface et al., 2005; Sa et al., 2007), bien qu’une expression limitée
du récepteur soit aussi détectable dans les fibroblastes du derme (Wolk et al., 2009a). De
hauts niveaux d’expression de I’'IL-22R sont aussi détectés dans les hépatocytes (Radaeva et
al., 2004), les cellules acineuses et des Tlots p du pancréas (Aggarwal et al., 2001; Shioya et

al., 2008) ainsi que dans les cellules épithéliales des tubules rénaux proximaux (Xu et al.,
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2014a) et les cellules épitheliales thymiques (Dudakov et al., 2012). Une expression par les
fibroblast-like synoviocytes (FLS) est également observée dans la polyarthrite rhumatoide
(Ikeuchi et al., 2005). Il est particulierement important de souligner qu’aucune expression de
I’'IL-22R1 n’a pu étre retrouvée a la surface de cellules hématopoiétiques, au repos ou apres
stimulation (Wolk et al.,, 2002, 2004). L’IL-22 est donc une cytokine agissant trés
majoritairement sur les cellules épithéliales, notamment au niveau des tissus de barriéres,
mais pas sur les cellules immunitaires qui en sont la principale source (cf section 2.5). Ceci
lui confére donc un réle majeur de médiateur entre les systemes immunitaire et épithéliaux.
Ce dogme général doit toutefois étre nuancé par quelques observations indiquant une
expression possible de I'lL-22R par des cellules hématopoiétiques en situations pathologiques.
A titre d’exemple, une étude a démontré I’induction de I’expression de I’IL-22R1 & la surface
de monocytes/macrophages dans un modéle murin d’uvéite auto-immune, ce qui leur
conférerait des propriétés regulatrices nécessaires au contréle de la maladie (Ke et al., 2011).
Un autre travail a quant a lui décrit une expression de I’'IL-22R par les macrophages du tissu
adipeux de patients diabétiques de type 2 et obeses (Dalmas et al., 2014). Dans cette étude les
auteurs suggéraient que 1’IL-22 produite par les lymphocytes T CD4" pourrait participer a
I’entretien de I’inflammation du tissu adipeux en induisant la production d’IL-1p par les

macrophages IL-22R".



2.5 Sources cellulaires de I’interleukine 22

Les sources cellulaires de 1’IL-22 sont uniquement représentées par des cellules du systeme
immunitaire (Wolk et al. 2004). Pour autant elles sont relativement variées et dépendent du
tissu et du contexte associés a sa production. Elles peuvent étre schématiquement divisées en

sources innées et adaptatives.

2.5.1 Production par le systeme immunitaire inné

Une production d’IL-22 par les cellules immunitaires innées a été évoquée dés sa
description initiale, du fait de la sécrétion observée par les mastocytes stimulés par 1’IL-9
(Dumoutier et al., 2000a). 1l a par la suite été suggéré que la cytokine pourrait étre sécrétée
par les lymphocytes natural killer (NK) chez I’homme et chez la souris (Wolk et al. 2002;
Zenewicz et al. 2008), ainsi que par les cellules dendritiques conventionnelles (cDC) (Zheng
et al. 2008). Cependant, il semble que la principale source innée d’IL-22 soit en fait liée a sa
production par certains membres d’une famille émergente, les cellules lymphoides innées
(ILCs pour innate lymphoid cells) (Walker et al., 2013). L’expression possible, pour certaines
ILCs productrices d’IL-22, de récepteurs cellulaires habituellement rattachés aux lymphocytes
NK, ainsi que divers marqueurs de cellules myéloides comme le CD11c, a nécessairement
imposé la reconsidération d’une production réelle par les cellules NK conventionnelles ou par
les cDC. Il ne peut par conséquent étre exclu que les premiers systemes expérimentaux
considérant une sécrétion d’IL-22 par ces cellules aient pu étre contaminés par différentes
populations d’ILCs (Zenewicz et al., 2008; Zheng et al., 2008). Cependant, a la lumiére de ces
considérations, deux rapports récents soulignent une contribution importante fournie par les
NK conventionnels dans la production d’IL-22 dans des modéles d’infections pulmonaires a
Influenza virus et Klebsiella pneumoniae (Kumar et al., 2012; Xu et al., 2014b). En revanche,
de I’avis méme du groupe qui I’avait initialement suggérée, la participation des cDC a la

production d’IL-22 semble finalement improbable (Rutz et al., 2013).

2.5.1.1 Données générales sur les cellules lymphoides innées

Les ILCs constituent une famille de cellules hématopoiétiques, spécialisée dans la
production de cytokines. Leur localisation préférentielle au niveau des barrieres épithéliales,
ainsi que 1’absence de réarrangement d’un récepteur antigénique spécifique, permettent a ces
cellules de produire rapidement une premiére vague de cytokines en réponse a un signal lui-

méme cytokinique. Les profils cytokiniques produits dépendent du type d’ILC mis en jeu et
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miment ceux habituellement rattachés aux sous-populations de lymphocytes T CD4"
auxiliaires effecteurs (Th pour T helper). Ce mimétisme est d’autant plus renforcé que les
ILCs partagent en outre 1’expression de facteurs de transcription importants avec leurs
équivalents respectifs au sein des lymphocytes Th (T-bet pour les ILCs du groupe 1 et les
Thl; GATAS pour les ILCs du groupe 2 et les Th2 ; RORyt pour les ILCs du groupe 3 et les
Th17). 1l semble donc que les ILCs représentent le pendant inné des spécialisations
fonctionnelles retrouvées pour les lymphocytes T CD4", favorisant ainsi la création d’un
environnement cytokinique spécialisé et cordonné entre les réponses innées et adaptatives
(Figure 5). Par conséquent, les ILCs exercent des roles importants dans les réponses
immunitaires innées anti-microbiennes, le remodelage et le maintien de 1’homéostasie
tissulaire, ainsi que pour certaines, dans 1’organogénése des tissus lymphoides (Spits et al.,
2013).

Group 1 ILCs

Group 2 ILC=

RORyt
B @
IL-1B

IL-17
IL-22
IFNy

Group 3 ILC:

Figure 5: Classification des ILCs. La classification des ILCs repose sur des criteres fonctionnels
associés a leurs profils de sécrétion cytokinique. Le groupe 1 produit de I’IFN-y et comprend les
lymphocytes NK et les ILC1. Le groupe 2 produit des cytokines de type Th2 (la production d’IL-4
n’étant retrouvée que chez I’homme) et comprend uniquement les ILC2. Le groupe 3 produit des
cytokines de type Thl7 (IL-17 et IL-22 essentiellement bien que certains membres puissent
également sécréter de I’I[FN-y et du GM-CSF) et comprend les LTi (lymphoid tissue-inducer) d’une
part et les ILC3 d’autre part. Ces derniers sont eux-mémes subdivisés en 2 groupes selon qu’ils
expriment ou non des récepteurs de type NK (ILC3 NCR™ et ILC3 NCR"). D’aprés Spits et al., 2013.
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Le regroupement des ILCs au sein d’une méme famille a d’abord reposé sur des
caractéristiques fonctionnelles, leur classification étant basée sur les profils de sécrétion
propres a chacun de ses membres. Néanmoins, 1’absence d’expression de marqueurs de
lignées hématopoiétiqgues communes (TCRaof3, TCRyd , CD3, CD19, CD20, CD14...), leur
différentiation et survie dépendantes de la chaine vy, (appartenant aux récepteurs des cytokines
IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21), et le fait que leur développement implique
nécessairement I’expression du régulateur négatif de transcription 1d2 et la signalisation
Notch, sont autant de caractéristiques partagées ayant fait suggérer 1’existence d’un
précurseur hématopoiétique propre a ces différentes populations et dérivant du progéniteur
lymphoide commun (Walker et al., 2013). Abondant dans ce sens, un travail récent fait état de
I’existence d’une population rare 1d2" asB;" Lin" IL-7Ra’ dans la moelle osseuse de souris et
dont le transfert adoptif permet la génération de la plupart des ILCs. Ce précurseur a €té en

conséquence dénommé ChILP pour common helper ILC precursor (Klose et al., 2014).

2.5.1.2 Cellules lymphoides innées du groupe 3

Les ILCs capables de produire de I’IL-22 appartiennent exclusivement au groupe 3,
dont la définition repose sur la capacité de ses membres a produire de I’'IL-17 et/ou de 1I’'IL-22
(Spits et al., 2013). Ces cellules dépendent en outre toutes du facteur de transcription RORyt
(Sawa et al., 2010). Le groupe 3 des ILCs se divise en LTi (lymphoid tissue-inducer) d’une
part et ILC3 d’autre part. Ces derniers se distinguent des LTi par des critéres phénotypiques
qui comprennent entres autres I’expression du marqueur NKp46. Ils sont pour cette raison
désignés sous le terme ILC3 NCR™ (NCR pour natural cytotoxicity receptor) (Cella et al.,
2009; Luci et al., 2009; Sanos et al., 2009; Satoh-Takayama et al., 2008). Les ILCs du groupe
3 sont trouvés constitutivement au niveau du systeme immunitaire muqueux intestinal mais
peuvent aussi s’observer dans d’autres tissus au cours d’états inflammatoires. Finalement,
d’autres populations rattachées aux ILC3 mais n’exprimant pas le NKp46 ont également été
décrites au cours de I’inflammation colique chez la souris. Elles sont globalement désignées
sous le terme ILC3 NCR™ (Buonocore et al., 2010). Les principaux caracteres phénotypiques

de ces populations sont résumés dans le Tableau 2.

a) Les ILC3 NCR"
La caractérisation de la production d’IL-22 par les ILC3 NCR" s’est effectuée de fagon
concomitante a leur découverte chez I’homme et la souris, au cours d’études visant

initialement a mieux définir les populations de cellules NK dans le systtme immunitaire
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muqueux intestinal (Cella et al., 2009; Luci et al., 2009; Sanos et al., 2009; Satoh-Takayama
et al., 2008). Dans ces études, les ILC3 NCR" avaient été rapidement distinguées des cellules
NK conventionnelles par 1’absence d’expression d’un certain nombre de marqueurs, dont en
premier lieu le NK1.1, ainsi que par leur incapacité a exercer des actions cytotoxiques et a
sécreter de I’IFN-y. Au contraire, elles produisaient de 1’IL-22 de fagon constitutive ainsi que
du GM-CSF apres activation, mais pas d’IL-17A, suggérant donc une spécialisation
fonctionnelle dans la production homéostatique d’TL-22 dans I’intestin.

Les ILC3 NCR" sont dispersées dans la lamina propria de la muqueuse intestinale,
principalement dans 1’intestin gréle. Elles sont aussi présentes dans les plaques de Peyer, les
amygdales et I’appendice. Leur présence dans les cryptoaptches chez la souris, définis comme
des agrégats de LTi servant de précurseurs aux follicules lymphoides isolés, est controversée,
une étude ayant méme suggeéré que leur observation dans ces structures pouvait en fait étre
liee a un manque de spécificité des réactifs utilisés (Satoh-Takayama et al., 2011). Les ILC3
NCR" se développent aprés la naissance mais 1’influence de signaux issus de la flore
commensale pour leur génération est controversée (Lee et al., 2011; Sanos et al., 2009; Satoh-
Takayama et al., 2008; Sawa et al., 2011). L’impact contrasté du microbiote intestinal sur leur
génération pourrait s’expliquer par des différences qualitatives liées aux souches et aux
conditions d’élevage de souris étudiées. Finalement, ces cellules peuvent également se
retrouver en dehors du tractus digestif dans certaines situations pathologiques. Elles ont
notamment été identifiées dans la peau au cours du psoriasis (Dyring-Andersen et al., 2014;
Teunissen et al., 2014; Villanova et al., 2014), et dans les glandes salivaires au cours du

syndrome de Sjogren (Ciccia et al., 2011a).

b) Les Lymphoid Tissue-inducer

Les LTi ont été initialement caractérisés (avant la découverte des ILCs) par leur role
prépondérant dans la genése des ganglions lymphatiques et des plaques de Peyer au cours de
I’embryogénese (Mebius, 2003), ainsi que des follicules lymphoides isolés aprés la naissance
(Bouskra et al., 2008). Chez la souris, ils représentent une source importante d’1L-22 et d’IL-
17 dans P’intestin au cours de I’embryogénése et jusqu’au sevrage (Sawa et al., 2011). La
production d’IL-22 par les LTi durant la période feetale a €également pu €tre caractérisée chez
I’homme (Cupedo et al., 2009). La signification de ces hauts niveaux d’IL-22 et d’IL-17 au
cours du développement feetal n’est pas connue. Il a été suggéré qu’ils puissent simplement
étre le reflet de I’engagement des LTi dans un programme pro-inflammatoire initié par

I’expression de RORyt et nécessaire a leur fonction durant la genése des organes lymphoides
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secondaires (OLS) (Eberl, 2012). Une autre hypothese serait que ces cytokines, par leur
capacité a induire la production de peptides antimicrobiens (PAMs) et de mucines,
contribueraient a créer un environnement intestinal propre a sélectionner une flore
microbienne adaptée au moment de la colonisation. Une telle hypothese est favorisée par le
fait que les souris déficientes pour I’IL-22 présentent une flore différente de leur contrepartie
sauvage, plus prone au développement de colites inflammatoires sévéres (Zenewicz et al.,
2013).

Apres la naissance, les LTi sont présents dans 1’intestin, au niveau des cryptopatches
chez la souris, ainsi que dans les ganglions et la rate. lls conservent leur capacité a produire de
I’TL-22 et de I’TL-17 aprés activation (Cupedo et al., 2009; Takatori et al., 2009) et exercent
donc leur fonction de cellules lymphoides innées (Sonnenberg et al., 2011).

Souris Homme
Marqueur LTi ILC% 'LC3 Marqueur LTi ILC?:
NCR NCR’ NCR
CD4 + 10% - CD4 = =
CD25 75% NR + CD25 NR Low
CD90 + + + CD56 - 50%
CD117 + + = CD117 + +
CD127 + + + CD127 + +
SCAl - NR + CD161 +/- +
NKp46 = + = NKp44 - +
IL-1R + + + NKp46 - +
IL-23R + + + ICOS NR +
IL-1R + +
IL-23R + +

Tableau 2 : Principaux marqueurs phénotypiques des ILCs du groupe 3 chez
I’homme et la souris (d’apres Spits et al., 2013). NR : Non Renseigné.

2.5.1.3 Développement et maintien des ILCs du groupe 3

Ainsi qu’il I’a été mentionné plus haut, les ILC du groupe 3 dérivent d’un progéniteur

hématopoiétique commun a toutes les ILCs. Ce dernier dépend de I’expression d’Id2 et de la
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voie de signalisation Notch. Sa survie et sa prolifération nécessite également I’IL-7 dont
I’importance peut étre illustrée par I’absence d’ILC du groupe 3 chez les souris Rag2” 112rg”
(Sanos et al., 2009; Satoh-Takayama et al., 2008). Le facteur de transcription GATAS,
initialement décrit comme spécifiquement requis pour les ILC2, semble en fait également
jouer un role dans la différentiation précoce des ILC du groupe 3 (Serafini et al., 2014).
L’expression de GATA3 est d’ailleurs maintenue dans les ILC3 matures (Satoh-Takayama et
al., 2008). Les ILC du groupe 3 sont ensuite hautement dépendants de RORyt (Sawa et al.,
2010) qui constitue le facteur de transcription majeur de ces cellules. Son déficit est associé a
la disparition de I’ensemble des membres de ce groupe (Sanos et al., 2009; Satoh-Takayama
et al., 2008). Finalement, T-bet (Klose et al., 2013; Rankin et al., 2013; Sciumé et al., 2012) et
Tcf-1 (Mielke et al., 2013a) interviennent plus particulierement dans le développement des
ILC3 NCR".

Alors que la flore commensale n’intervient pas dans développement des LTi (Sawa et
al., 2010, 2011) et que son influence sur celui des ILC3 NCR" est controversée (Lee et al.,
2011; Sanos et al., 2009; Satoh-Takayama et al., 2008; Sawa et al., 2011), plusieurs
arguments suggerent néanmoins que la génération et le maintien des ILC du groupe 3 apres la
naissance dépendent de facteurs environnementaux. D’abord, I’ensemble des membres de ce
groupe exprime également le facteur de transcription AHR dont 1’activation et la migration
dans le noyau sont tributaires de la reconnaissance de ligands extérieurs a la cellule,
synthétiques (hydrocarbures aromatiques polycycliques halogénés) ou naturels. Ces derniers
comprennent des produits issus du métabolisme du tryptophane, de 1’acide arachidonique
ainsi que des composés alimentaires (notamment issus de vegétaux de la famille des
Brassicaceae) (Monteleone et al., 2013). La constatation que les ILCs du groupe 3 sont
absentes chez les souris déficientes pour AHR, associée au fait que ces souris sont dépourvues
de follicules lymphoides isolés mais pas de ganglions lymphatiques ni de Plaques de Peyer,
dont les développements dépendent de I’action des LTi respectivement aprés et avant la
naissance, indique que le role d’AHR dans le maintien et/ou 1’expansion de ces cellules a
nécessairement lieu aprés la naissance, sous I’influence de facteurs environnementaux (Kiss et
al., 2011; Lee et al., 2011; Qiu et al., 2011). Ensuite, ’acide rétinoique, le métabolite actif de
la vitamine A, exerce également une influence notable sur le maintien des ILC du groupe 3
apres la naissance puisqu’en son absence la différentiation des ILC intestinales en ILC2 est
favorisée (Spencer et al., 2014). Finalement, 1’acide rétinoique d’origine maternelle semble
également intervenir durant la vie embryonnaire en permettant 1’expression de RORyt et donc
la différentiation des LTi (van de Pavert et al., 2014).
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2.5.1.4 Régulation de la production d’interleukine 22 par les ILCs du groupe 3

La production d’IL-22 par les ILCs du groupe 3, bien que constitutive dans I’intestin,
est trés largement dépendante des signaux présents dans leur environnement. Ces derniers
incluent une régulation directe et indirecte par les bactéries commensales et/ou pathogenes,

ainsi qu’une régulation par des facteurs alimentaires et des contacts cellulaires.

a) Régulation directe par les bactéries

La régulation directe de la production d’IL-22 fait intervenir des produits microbiens
capables d’agir sur les ILCs afin d’induire la sécrétion de la cytokine. Les LTi humains
expriment des niveaux significatifs des récepteurs de I’'immunité innée TLR1/2 et TLR2/6
(TLR pour Toll-like récepteurs). Il a ainsi pu étre décrit que la stimulation par les ligands de
ces récepteurs, habituellement rencontrés dans la paroi des bactéries Gram+, pouvait induire
la sécrétion d’IL-22 (Crellin et al., 2010). Cette sécrétion était de plus renforcée par 1’IL-2
produite simultanément, qui fournissait un rétrocontrdle positif en agissant de fagcon autocrine.
L’induction directe de la production d’IL-22 par les ligands de TLR2 sur les ILCs murins ne
semble en revanche pas exister puisque ces derniers n’expriment pas le récepteur. Un
deuxiéme mécanisme direct a recemment été mis en évidence chez la souris. Dans leur étude,
Zelante et al. ont en effet montré que la stimulation d’AHR par un métabolite du tryptophane
produit par un lactobacille de I’estomac, permettait d’augmenter la production d’IL-22 par les
ILC3 NCR" gastriques, favorisant ainsi la résistance a 1’infection par Candida albicans
(Zelante et al., 2013). AHR semble en effet agir en synergie avec RORyt au niveau du locus
1122 (Qiu et al., 2011). L’activation du récepteur NKp46 exprimé par les ILC3 NCR" ne
semble en revanche par intervenir dans la régulation de leur production d’IL-22 (Satoh-
Takayama et al., 2009). Il a cependant été observé que la mise jeu du NKp44 en conjonction
avec I’IL-23, I’IL-1P et I’IL-7 produisait un effet synergique sur la production d’IL-22 par les
ILC3 humains, suggérant pour la premiére fois un réle fonctionnel de ces récepteurs dans ces
populations (Glatzer et al., 2013). Il peut également étre souligné que lorsque seul NKp44 est
active, les ILC3 produisent préférentiellement du TNFa. Ceci suggere donc une capacité

d’adaptation de leur fonctionnalité aux signaux environnementaux.

b) Régulation indirecte par les bactéries
La reconnaissance de motifs bactériens par les cellules myeloides favorise la production
d’un certain nombre de cytokines dont I'IL-1B et IL-23, toutes 2 capables d’induire

rapidement la production d’IL-22 par les ILCs du groupe 3 qui en expriment constitutivement
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les récepteurs (Tableau 2) (Cella et al., 2009; Hughes et al.,, 2010; Lee et al., 2013;
Sonnenberg et al., 2011; Takatori et al., 2009). Cependant, la production permanente d’IL-1
par les macrophages intestinaux, sous I’influence de la flore commensale (Shaw et al., 2012),
semble avant tout permettre le maintien de la production de GM-CSF par les ILC3. Cette
production de GM-CSF est elle-méme indispensable a 1’établissement des propriétés
specifiques des cDC de la muqueuse intestinale (Mortha et al., 2014). De méme, 1’étude des
ILC3 de souris deficientes pour I’IL-23 a montré que cette derniére n’est pas requise pour leur
production constitutive d’IL-22 (Sawa et al., 2011). En revanche 1’'IL-23 est un inducteur
puissant d’IL-22 dans les ILC3 en conditions inflammatoires, que ce soit dans 1’intestin (Sawa
et al., 2011; Sonnenberg et al., 2011) ou dans d’autres tissu comme la peau (Van Belle et al.,
2011) ou le thymus (Dudakov et al., 2012). Finalement, il semble que I’action majoritaire de
la flore commensale en dehors de toute inflammation soit en fait de tempérer la production
constitutive d’IL-22 par les ILC3. Ces dernieres voient en effet leurs niveaux d’expression
diminuer apres la naissance en regard de ceux observés durant la période embryonnaire. Il a
été proposé que I’IL-25 produite par les cellules épithéliales en réponse a la colonisation
bactérienne, agisse sur les cDC de maniere a leur conférer la propriété d’atténuer les
productions d’IL-22 par les ILC3 (Sawa et al., 2011). Ce mécanisme pourrait étre nécessaire a
I’établissement de 1’équilibre indispensable entre la flore commensale et le systéeme
immunitaire muqueux intestinal. La production massive d’IL-23 permet donc de contrecarrer

cette inhibition au cours de situations ou la majoration des actions de 1I’'TL-22 est requise.

c) Régulation par des facteurs alimentaires

I1 a été¢ mentionné plus haut qu’AHR était indispensable au maintien et/ou a I’expansion
post-natale des ILCs du groupe 3, et que son activation par des métabolites bactériens pouvait
contribuer a la production d’IL-22 par ces cellules. Un certain nombre de ligands d’AHR sont
¢galement présents dans I’alimentation, notamment au sein des végétaux de la famille des
Brassicaceae. Il est donc hautement probable que le régime alimentaire conditionne lui-aussi
la production d’IL-22 par les ILC3. Abondant dans ce sens, il a été montré que
I’administration d’un régime riche en tryptophane a des souris sauvages s’accompagnait d’une
augmentation de la production d’IL-22 par les ILC3 NCR" (Zelante et al., 2013). Une autre
¢tude a montré que 1’acide rétinoique participait également a potentialiser leur production
d’IL-22 au cours d’un modéle de colite inflammatoire. L’acide rétinoique activait les facteurs

de transcription RARs (Retinoic Acid Receptors), capables eux aussi d’interagir directement
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avec le locus 1122 (Mielke et al., 2013b). Des effets analogues de 1’acide rétinoique étaient

aussi observés pour une autre source innée d’1L-22, les lymphocytes Tyd.

d) Régulation par des contacts cellulaires

La production d’IL-22 par les LTi au cours de I’inflammation intestinale semble étre en
grande partie dépendante de leur expression de la lymphotoxine o3, (LTaif32). 1l a en effet pu
étre observé dans le modéle d’infection colique par Citrobacter rodentium, que les LTi
régulaient eux-mémes leur production d’IL-22 selon un mécanisme de rétrocontrdle positif.
La LTayP, présente a leur surface permettait d’activer le récepteur membranaire LTBR
(Lymphotoxin beta receptor) exprimé par les cDC. Ces dernieres répondaient alors en
produisant de I’IL-23 qui venait renforcer la production d’IL-22 (Tumanov et al., 2011). Cette
voie de signalisation ne semble en revanche par intervenir dans la régulation de la production
o’IL-22 par les ILC3 NCR" (Satoh-Takayama et al., 2011). Finalement, 1’observation qu’en
I’absence d’immunité adaptative, la production d’IL-22 par les ILCs du groupe 3 est trés
nettement augmentée (Sawa et al., 2011), a permis d’identifier des mécanismes de régulation

liés a des interactions directes avec les lymphocytes T CD4" (Korn et al., 2014).

2.5.1.5 Conclusion sur la production d’interleukine 22 par les ILCs du groupe 3

La production constitutive d’IL-22 par les ILCs du groupe 3 est propre a I’intestin et
trés probablement nécessaire au maintien d’un équilibre pérenne entre la flore commensale et
I’hote. Elle s’explique aisément par la charge microbienne importante retrouvée a ce niveau et
implique une régulation étroite faisant intervenir de nombreux facteurs de 1’environnement
local. Ces derniers comprennent en premier lieu la flore commensale elle-méme et
I’alimentation. La capacité de déplacer cet équilibre lorsqu’une production accrue d’IL-22 est
requise doit cependant étre maintenue et semble particulierement dépendante de I’IL-23.
L’IL-23 est egalement primordiale pour induire la production d’IL-22 par les ILCs du groupe
3 dans d’autres tissus que I’intestin. Les mécanismes moléculaires participant de la régulation
de la production d’IL-22 par ces cellules sont encore imparfaitement connus mais il semble
que P’activation de STAT3 par 1’IL-23, sous le contrble de la protéine adaptatrice DOCKS,
est importante (Guo et al., 2014; Singh et al., 2014).

2.5.1.6 Autres sources innées d’interleukine 22

En dehors des ILCs du groupe 3, un certain nombre d’autres sources innées d’IL-22
ont pu étre décrites, particulierement en dehors de I’intestin. Premiérement, il a déja été
mentionné plus haut que les lymphocytes NK peuvent représenter une source importante de la
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cytokine au cours d’infections pulmonaires virales et bactériennes (Kumar et al., 2012; Xu et
al., 2014b). L’analyse phénotypique des cellules productrices d’IL-22 dans 1’étude de Kumar
et al. indique qu’elles étaient NK1.1" NKp46™ CD127° RORyt™ excluant donc bien une
possible contamination par des ILC3. Le phénotype des NK identifiés dans 1’étude de Xu et
al. (NK1.1" NKp46®© CCR6) impose toutefois plus de réserve quant & cette assertion. Les
signaux inducteurs de la production d’IL-22 n’ont pas été clairement définis mais il semble
que I'IL-15 et I’'IL-23 soient importantes (Kumar et al.,, 2012). Deuxiémement, une
production par les lymphocytes NKT a également été suggérée apres stimulation de
splénocytes murins par le ligand aGalCer, et confirmée sur des NKT spléniques isolés et
stimulés par des anticorps anti-CD3 et anti-CD28. La sécrétion d’IL-22 s’accompagnait
¢galement de celle d’IL-17 (Goto et al., 2009). L’induction de la production d’IL-22 par les
NKT invariants (iNKT) dépend d’une part de I’activation du TCR par le CD1d, et d’autre part
de la stimulation par les cytokines IL-1p et IL-23 associées (Doisne et al., 2011). Une
production d’IL-22 par les iNKT a également été décrite dans le poumon dans un modéle
d’infection par Influenzavirus et dépendait de I’infection des ¢cDC par le virus (Paget et al.,
2012). Troisiemement, les lymphocytes Tyd humains et murins stimulés par IL-1p et 1L-23
sécrétent de 1’IL-22 (Ness-Schwickerath et al., 2010; Sutton et al., 2009). La production d’IL-
22 par les lymphocytes Tyd a pu étre décrite dans le poumon, la peau et le foie (Van Belle et
al., 2011; Pantelyushin et al., 2012; Rao et al., 2014; Simonian et al., 2010). Quatriemement,
il a été observé que les polynucléaires neutrophiles (PNN) activés par 1’IL-23 pouvaient
contribuer de facon significative a la production d’IL-22 au cours d’un mod¢le murin de colite
inflammatoire induite par le DSS (DSS pour dextran sodium sulfate) (Zindl et al., 2013).
Finalement, une production importante d’IL-22 par une population rare de cellules CD3"
CD4 CD8 Scal” est observée dans les enthéses au cours d’un modéle de spondylarthropathie
induite par I’IL-23. Une fois encore, I’IL-23 agissait directement sur ces cellules pour induire
la production d’TL-22 (Sherlock et al., 2012). 1l ressort donc de ces études qu’en dehors des
ILCs du groupe 3, I'IL-22 peut présenter de multiples sources innées, variables selon les
tissus et les modeles expérimentaux, mais présentant toutes le point commun de produire 1’TL-
22 en réponse a I'IL-23. Cette derniere est en effet I’inducteur le plus nécessaire a la
production d’IL-22 in vivo au cours de situations inflammatoires et infectieuses (Mus et al.,
2010; Sherlock et al., 2012; Tumanov et al., 2011; Zheng et al., 2007, 2008).
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2.5.2 Production par le systeme immunitaire adaptatif

2.5.2.1 Production d’interleukine 22 par les lymphocytes T

La production d’IL-22 par le systéeme immunitaire adaptatif est a 1’origine de sa
découverte. Cette dernicre a en effet été identifiée suite a 1’analyse des génes surexprimés par
la stimulation d’une lignée murine de lymphome T par I’IL-9 (Dumoutier et al., 2000a). Peu
de temps apres, Wolk et al. ont suggéré que chez I’homme, 1’'TL-22 était majoritairement une
cytokine effectrice des lymphocytes T CD4" de polarisation Thl mais pas Th2. Une
production moindre par les lymphocytes T CD8" était également retrouvée alors qu’aucun
signal n’était détecté dans les lymphocytes B ni dans les monocytes (Wolk et al., 2002). Les
lymphocytes T CD4" Th17 n’étaient alors pas encore caractérisés (Harrington et al., 2005;
Park et al., 2005) mais 1’analyse de leur profil de sécrétion cytokinique a ensuite montré qu’ils
constituaient la principale source d’IL-22 parmi les lymphocytes T CD4" murins en regard
des Thl qui ne présentaient qu’une faible expression (Liang et al., 2006). Chez I’homme les
Th17 peuvent aussi sécréter de 1’IL-22 (Acosta-Rodriguez et al., 2007) et représentent environ
15% cellules IL-22" aprés stimulation des lymphocytes T CD4" mémoires du sang
périphérique (Duhen et al., 2009). La méme expérience montre que les Thl représentent
environ 30% des cellules 1L-227, soit 2 fois plus que les Th17. Cette donnée indique donc que
I’assimilation de I’IL-22 a une cytokine Th17 est plus le propre de la souris que de I’homme.
En accord avec ceci, I’expression de I’IL-22 corréle avec celles de I’IFNy et du facteur de
transcription T-bet mais pas avec celles de I’'IL-17 ni de RORC (Volpe et al., 2009).
Finalement, 50% des cellules produisant de I’'IL-22 aprés stimulation ne produisent ni IFNy ni
IL-17. Cette observation a permis 1’identification d’une population de lymphocytes T CD4"
dont la polarisation serait orientée spécifiquement vers la production d’IL-22 (Duhen et al.,
2009; Eyerich et al., 2009; Trifari et al., 2009).

Cette population de Th22, dont 1’acceptation en tant que sous-population indépendante
n’est pas encore unanime, est homogene d’un individu a 'autre et présente un profil
trancriptionel différent de celui des Th17 produisant de I'IL-22 (Eyerich et al., 2009).
L’analyse des facteurs de transcription classiqguement impliqués dans la différentiation des Th
ne retrouve aucune expression de T-bet et seulement des niveaux faibles de RORC et GATA3
(Duhen et al., 2009). En revanche, le facteur de transcription AHR est quant a lui fortement
exprimé et son activation majore la production d’I1L-22 (Trifari et al., 2009). La difféerentiation
des Th22 est stable et non altérée en présence d’autres cytokines ou aprés restimulation
(Eyerich et al., 2009). Elle semble particulié¢rement dépendante de 1’IL-6 et du TNFa. La
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présence d’IL-1P en plus de ces 2 cytokines oriente par contre la différentiation vers des
Th17' producteurs d’IL-22 (Duhen et al., 2009). Alternativement, I'IL-21 seule permet
I’induction de Th22 in vitro. Toutefois, ses effets sont nettement majorés lorsque de I’'TL-1p et
de I’IL-23 sont ajoutées dans le milieu (Yeste et al., 2014). Au contraire, le TGFB est un
puissant inhibiteur de la production d’IL-22 par les lymphocytes TCD4" (Duhen et al., 2009;
Ghoreschi et al., 2010; Rutz et al., 2011; Volpe et al., 2009). La différenciation des Th22 est
particulierement efficace en présence de cellules dendritiques plasmacytoides qui peuvent
présenter 1’antigéne ou exercer un effet bystander (Duhen et al., 2009). De méme, la culture
de lymphocytes T CD4" en présence de cellules dendritiques cutanées allogéniques, plus
particulierement en présence de cellules de Langerhans, oriente leur différentiation vers une
production spécifique d’IL-22 (Fujita et al., 2009). Il est par conséquent particulierement
intéressant de noter que les Th22 présentent un profil d’expression de récepteurs aux
chimiokines favorisant un tropisme cutané. Ils expriment en effet CCR6, CCR4 et CCR10
auxquels s’ajoute le ligand de sélectines CLA (cutaneous lymphocyte antigen) (Duhen et al.,
2009; Eyerich et al., 2009; Trifari et al., 2009). Ils sont de ce fait particuliérement représentés
au niveau de I’épiderme des patients atteints de psoriasis et de dermatite atopique ou ils
constituent la source majoritaire d’IL-22 (Eyerich et al., 2009; Nograles et al., 2009).
L’équivalent murin de cette population de Th22 n’est pas clairement identifi¢ mais il est
possible d’induire la différentiation de T CD4" produisant de 1’1L-22 mais pas d’IL-17 in vitro
(Zheng et al., 2007). En outre, une population de lymphocytes T CD4" produisant
spécifiquement de I’IL-22 sous I’influence de I’IL-6 a pu étre caractérisée récemment dans le
modéle de colite induite par Citrobacter rodentium (Basu et al., 2012).

Pour finir, les lymphocytes T CD8" humains peuvent également produire de I’TL-22,
seule ou associée avec I’IL-17 (Liu et al., 2011; Luan et al., 2014; Ortega et al., 2009). Ils
semblent particulierement représentés dans le psoriasis et sont parfois retrouvés sous les
désignations Tc17 ou Tc22 selon qu’ils produisent I’TL-17 ou non. De méme, des Tcl7 ont été
identifiés chez la souris dans le poumon et I’intestin (Hamada et al., 2009; Kryczek et al.,
2007).

! Plus de considération sur les lymphocytes Th17 peuvent étre trouvées dans la revue figurant en Annexe
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2.5.2.2 Mécanismes moléculaires régulant I’expression d’interleukine 22 par les
lymphocytes T

Les mécanismes moléculaires contrélant la production d’IL-22 par les lymphocytes T ont
été assez largement étudiés. Tout comme il I’a été évoqué plus haut pour les ILCs du groupe
3, STAT3 est un facteur de transcription indispensable a 1’expression de la cytokine. Ceci
explique donc aisément I’importance des cytokines IL-6, IL-23 et IL-21, dont la signalisation
passe par STAT3, dans I’induction de ’expression d’IL-22. Le r6le clef de STAT3 dans le
controle de la production d’IL-22 par les lymphocytes T est illustré par leur capacité
nettement réduite a sécréter la cytokine lorsqu’ils en sont déficients (Nurieva et al., 2007), ou
que ses fonctions sont bloquées par le sunitinib (Guo et al., 2014). A I’inverse, la transfection
de lymphocytes T CD4" naifs par un vecteur viral permettant ’expression constitutive de
STAT3 activé, majore de fagon considérable 1’expression d’IL-22 lors de la différentiation en
Th17 en présence d’1L-6 et d’IL-23 (Yang et al., 2007).

Un deuxiéme facteur de transcription contribuant a la production d’IL-22 par les
lymphocytes T est RORyt. Cependant, contrairement & STAT3 celui-ci n’est pas
indispensable puisque les lymphocytes Thl et Th22 ne 1’expriment pas mais représentent une
source importante d’IL-22 chez I’homme (Duhen et al., 2009). Le role de RORyt dans la
production d’IL-22 semble donc étre indirect. I est possible que du fait de I’induction de
I’expression de I’'IL-23R induite par RORyt, ce dernier optimise la sensibilité des Th17 a I’IL-
23, favorisant ainsi, entre autres, la production d’I1L-22 (Rutz et al., 2013; Zhou et al., 2008).
Toujours en faveur d’un rdle indirect, I’expression ectopique de RORyt par des lymphocytes
T ne suffit pas par elle-méme a induire I’expression d’IL-22 (Manel et al., 2008; Veldhoen et
al., 2009). L’expression du facteur de transcription AHR par les Th17 et les Th22 rend de plus
modulable leur production d’IL-22 (Duhen et al., 2009; Veldhoen et al., 2008), a I’image de
ce qui a été décrit plus haut pour les ILCs du groupe 3. Par ailleurs, les facteurs de
transcriptions Notch et Batf semblent également participer a la régulation de 1’expression
d’IL-22 par les lymphocytes T (Alam et al., 2010; Schraml et al., 2009).

Finalement, il a été mentionné plus haut que le TGFB est un inhibiteur puissant de
I’expression d’IL-22 par les lymphocytes T (Duhen et al., 2009; Ghoreschi et al., 2010; Rutz
et al., 2011; Volpe et al., 2009). 1l a pu étre démontré que cet effet était lié a ’activation du
facteur de transcription c-Maf par le TGFp. En effet, lors de la différentiation de lymphocytes
T CD4" Th17 murins en présence de TGFp, c-Maf interagit directement avec le promoteur du

géne 1122 pour en inhiber I’expression (Rutz et al., 2011).
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2.6 Propriétés biologiques de I’axe IL-22/1L-22R

2.6.1 Renforcement et réparation des barriéres épithéliales

Le maintien de I’intégrité des barri¢res épithéliales est un enjeu important puisqu’elles
constituent le seul rempart entre 1’environnement extérieur et 1’intérieur de 1’organisme.
Toutefois, a I’exception de la peau, les fonctions physiologiques majeures de ces barrieres
sont de permettre 1’absorption de constituants indispensables a la vie, tels que I’oxygene dans
les poumons ou les nutriments dans 1’intestin, imposant donc qu’elles soient fines et
perméables, constituées pour la plupart d’une couche unique de cellules épithéliales. Leur
colonisation par les différentes flores commensales, dont la présence est nécessaire au bon
déroulement d’un certain nombre de processus physiologiques, tels que la digestion ou la
production de vitamines dans I’intestin, nécessite par ailleurs que la barriere physique
constituée par les jonctions serrées entre cellules épithéliales soit renforcée. Pour cela, les
cellules épithéliales sécrétent différents PAMSs ainsi que du mucus. Leur production est en
partie induite par la reconnaissance de divers produits microbiens par des récepteurs de
I’immunité innée exprimés par les cellules épithéliales elles-mémes. Néanmoins les charges
microbiennes importantes retrouvées au niveau des barrieres muqueuses imposent que ces
défenses soient renforcées, et justifient I’existence du systéme immunitaire muqueux. Ce
dernier peut étre schématiquement défini par I’ensemble du tissu lymphoide associé aux
surfaces muqueuses Ses actions comprennent parmi d’autres, la sécrétion de mediateurs
solubles venant agir sur les cellules épithéliales pour en moduler les propriétés
physiologiques. La Figure 6 résume les principaux mécanismes mis en jeu par le systeme
immunitaire muqueux afin de limiter les contacts trop rapprochés entre la flore commensale et
les cellules épithéliales dans I’intestin (Brown et al., 2013).

La production exclusive de I’IL-22 par les cellules immunitaires, associée aux hauts
niveaux d’expression de I’'TL-22R par les cellules épithéliales, témoignent de I’importance que
cette derniére exerce a ce niveau. Les champs d’actions principaux de 1’IL-22 comprennent
premiérement un réle dans le faconnement et le contréle de la flore intestinale, deuxiemement
une participation aux processus de régénération et cicatrisation épithéliales, et finalement un

réle dans les défenses anti-infectieuses, principalement étudiées dans I’intestin et le poumon.
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Figure 6: Mécanismes de controle de la flore commensale mis en jeu par le systéme immunitaire
muqueux intestinal. La détection de produits microbiens, ou MAMPs, par les cellules épithéliales
favorise leur production de PAMs et de mucus. Les cellules épithéliales sont aidées par le systéme
immunitaire muqueux qui détecte également les MAMPs, favorisant notamment la production d’IL-
22 par les ILCs du groupe 3. L’IL-22 vient renforcer la production de PAMs et de mucus par les
cellules épithéliales. Finalement, la détection des MAMPs par les DCs leur permet de contribuer a la
production d’IgA dont la sécrétion dans la lumiere intestinale vient aider au maintien de la flore a
distance de 1’épithélium. MAMPs : microbial-associated molecular patterns; PAMs : peptides
antimicrobiens ; DCs : cellules dendritiques. D’aprés Brown et al., Nat immunol, 2013.

2.6.1.1 Role de I’'IL-22 dans le fagonnement et le controle de la flore intestinale

L’IL-22 est produite de fagon permanente par les ILCs du groupe 3 dans I’intestin.
Cette singularité, unique a ce tissu, témoigne du réle important exercé par 1I’'IL-22 dans le
controle de la flore commensale. En effet, la simple neutralisation de 1’IL-22 par I’injection
d’un anticorps monoclonal a des souris naives se traduit par la détection de croissances
bactériennes dans le foie et la rate, normalement stériles. Ceci reflete la translocation de
bactéries au-dela de la muqueuse digestive et s’accompagne de 1’installation d’une
inflammation systémique (Sonnenberg et al., 2012). Les mémes observations peuvent étre
relevées lorsque les ILCs du groupe 3 sont directement ciblées, mais sont corrigées par
I’injection concomitante d’IL-22 recombinante, prouvant donc que ces cellules sont bien la

source d’IL-22. L’importance de 1’IL-22 dans la prévention des translocations bactériennes
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provient du fait qu’elle induit fortement 1’expression de PAMSs et de mucus par les cellules
épithéliales intestinales (Begue et al., 2011; Behnsen et al., 2014; Brand et al., 2006;
Sugimoto et al., 2008; Zheng et al., 2008). Dans leur étude, Sonnenberg et al. montrent ainsi
que la neutralisation de 1I’IL-22 induit une chute de 1’expression constitutive des PAMSs
REGIIy, REGIIP, SI00A8 et SI00A9 par les cellules épithéliales de 1’iléon. Il est intéressant
de noter que la neutralisation de I’IL-22 ne s’accompagne pas d’une altération de la
permeabilité de la barriéere épithéliale, indiquant que les bactéries disséminant dans
I’organisme ne proviennent pas de la lumiére intestinale. Ces dernieres, appartenant au genre
Alcaligenes, sont en fait issues des plaques de Peyer et des ganglions mésentériques, ou elles
résident naturellement.

Une deuxiéme fonction importante de I’'IL-22 réside dans sa participation au
faconnement de la flore intestinale. En effet, ’expression permanente de certains PAMs par
les cellules épithéliales contribue & sélectionner des bactéries capables de s’y adapter.
L’importance de I’'IL-22 dans la production continue de ces PAMs est illustrée par la chute de
leur expression lorsqu’elle est neutralisée (Sanos et al., 2009; Sonnenberg et al., 2012) ou
absente (Kinnebrew et al., 2010). Il a ainsi pu étre montré que la flore colique des souris
déficientes pour I’IL-22 est différente de celle des souris sauvages, et comprend notamment
des bactéries habituellement indétectables (Zenewicz et al., 2013). Cette flore émergeant en
I’absence d’IL-22 confére par ailleurs une susceptibilité accrue aux colites induites par le
DSS, démontrée a I’aide d’expériences de transfert dans des souris sauvages. En accord avec
ces résultats, une sensibilité accrue et dépendante de la flore a également été décrite dans le
modeéle de colite induite par le transfert de lymphocytes T CD4* CD45RB" chez les souris
Rag” Ahr”, qui ne présentent donc pas d’ILCs du groupe 3 (Qiu et al., 2013). Par ailleurs, la
production d’TL-22 par les ILCs du groupe 3 permet également de contréler le développement
des bactéries SFB (segmented filamentous bacteria) dans I’iléon (Qiu et al., 2013). Ces
bactéries apparentées au genre Clostridium sont indispensables a la génération des
lymphocytes Thl7 retrouvés naturellement dans I’iléon (Gaboriau-Routhiau et al., 2009;
Ivanov et al., 2009). La neutralisation de 1’'IL-22 par un anticorps monoclonal induit une
augmentation importante et spécifique des SFB dans I’iléon des souris WT s’accompagnant
donc d’une augmentation de la fréquence des lymphocytes Th17. Par conséquent, ces résultats
indiquent que le contrdle exercé par 1’IL-22 sur la composition de la flore influence
indirectement le développement d’autres effecteurs importants du systeme immunitaire
muqueux. Une derniére étude récente indique de plus que I’IL-22 produite par les ILCs du

groupe 3 controle I’expression du gene Fut2 par les entérocytes et les cellules de Goblet,
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permettant ainsi d’en réguler la fucosylation (Goto et al., 2014). Cette fucosylation participe
également au faconnement de la flore commensale, en sélectionnant des bactéries capables
d’utiliser le fucose pour leur métabolisme énergétique, ainsi qu’en diminuant 1’expression de
facteurs de virulence par certains pathogenes (Kamada et al., 2013).

Finalement, il a pu étre rapporté que I’IL-22 participe aussi aux modifications de la
flore engendrées par un régime riche en gras. En effet, ’augmentation de 1’expression
intestinale d’1L-23, et donc d’IL-22 en résultant, observées au cours de ce type de régime,
s’accompagne logiquement de changements dans la composition de la flore commensale. Ces
changements sont, en accord avec les données mentionnées plus haut, caractérisés par une
réduction de la présence des SFB et nécessaires a 1I’obésité induite par un régime riche en
gras. L’influence des SFB sur le contrdle des apports énergétiques au cours de la digestion
n’est cependant pas établic et il se peut que leurs variations soient uniquement le reflet de
celles de I’IL-22 (Upadhyay et al., 2012). Compte tenu des actions qu’elle exerce également
sur le foie et le pancréas, des considérations supplémentaires sur le role de 1’IL-22 dans le

syndrome métabolique seront abordées dans le paragraphe 2.6.2.3.

2.6.1.2 Raéle de I’'IL-22 dans les processus de régénération et cicatrisation des barrieres
épithéliales

L’IL-22 est capable d’induire I’expression de génes anti-apoptotiques, de prolifération

et de mobilité cellulaire par les cellules épithéliales intestinales et pulmonaires (Aujla et al.,

2008; Brand et al., 2006; Cella et al., 2009; Pickert et al., 2009; Sonnenberg et al., 2010), ainsi

que de favoriser la différentiation de cellules souches, au moins dans 1’intestin (Hanash et al.,

2012). Ces propriétés conferent a 1’'IL-22 des actions importantes dans les processus de

régénération et de cicatrisation des barriéres épithéliales intestinale et pulmonaire au cours

d’épisodes inflammatoires aigus.

a) Roéle de I'lL22 dans la régénération et la cicatrisation de I'épithélium intestinal

De nombreuses études ont fait état des propriétés de régénération et de cicatrisation de
I’TIL-22 au cours de I’inflammation intestinale. Il a ainsi été montré qu’au-dela de sa capacité a
induire 1’expression de mucines et de PAMs, I’IL-22 permettait la régénération des cellules de
Goblet au cours d’un modéle de colite spontanée chez les souris déficientes pour la chaine
TCRa, ainsi que dans la colite induite par le DSS (Sugimoto et al., 2008). Ce dernier modele
est particulierement adapté a 1’étude des processus de cicatrisation épithéliale. Dans ce

modele, I’importance des propriétés réparatrices de 1’IL-22 est illustrée par 1’allongement de
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la phase de cicatrisation épithéliale, caractérisée par une guérison retardée, lorsque I’IL-22 est
neutralisée par un anticorps monoclonal (Neufert et al., 2010; Pickert et al., 2009; Sugimoto et
al., 2008). Les actions de I'TL-22 s’exercent sur les cellules épithéliales différenciées et
favorisent I’expression de genes de prolifération, de mobilité et de survie cellulaire (Pickert et
al., 2009). Ces actions sont complétées par les roles précédemment évoqués de I’'IL-22 dans le
renforcement des propriétés de barrieres, permettant de limiter la diffusion systémique de
bactéries commensales (Zindl et al., 2013). L’action de I’'IL-22 sur les cellules souches
intestinales n’a en revanche pas été analysée dans ce modele. Au cours des colites induites par
le DSS, I’'IL-22 est produite en réponse a 1’IL-23 (Cox et al., 2011) par les ILCs du groupe 3,
les lymphocytes Tyo et les PNN (Mielke et al., 2013b; Sawa et al., 2011; Zindl et al., 2013).
Renforgant les arguments en faveur d’actions protectrices de 1’IL-22 au cours des colites
inflammatoires, une plus grande résistance est observée lorsque de I’IL-22 exogeéne est
administrée (Cox et al., 2011; Sugimoto et al., 2008), ou que sa production est renforcée par
I’administration de ligands d’AHR (Monteleone et al., 2011) ou d’acide rétinoique (Mielke et
al., 2013b). Un réle protecteur de I’'TL-22 est également rencontré dans le modéle de transfert
de lymphocytes T CD4* CD45RB" chez les souris Rag”™ (Zenewicz et al., 2008) ou dans le
modele de colite induite par les TNBS (trinitrobenzene sulfonic acid) lorsque sa production
est induite par I’administration d’un ligand d’AHR (Monteleone et al., 2011).

Des actions de I’[L-22 semblent également pouvoir s’exercer sur les cellules souches
intestinales (CSI). 1 a en effet été observé au cours d’un modéle de réaction du greffon contre
I’h6te (GVHD : graft versus host disease) que les CSI, caractérisées par 1’expression de Lrg5
et localisées a la base des cryptes intestinales, ainsi que les progéniteurs épithéliaux,
expriment le récepteur de 1’IL-22. Ils sont ainsi sensibles a I’IL-22 produite par les LTi radio-
résistantes, en réponse a 1I’'IL-23 dont la production est elle-méme induite par 1’irradiation.
Dans ce modele, I’'IL-22 protége les CSI de I’apoptose, favorise leur prolifération et leur
différentiation, permettant donc de restaurer 1’intégrité de 1’épithélium intestinal (Hanash et
al., 2012). Aucune action protectrice de I’'IL-22 n’a en revanche été observée pour la GVHD
cutanée. Par ailleurs, I’'IL-22 produite par les lymphocytes T du donneur ne semble pas
exercer d’action particuliére. Ce dernier résultat est toutefois a prendre avec précaution
puisqu’une étude indépendante retrouve un rdle pro-inflammatoire délétére de 1'1L-22

produite par ces lymphocytes T (Couturier et al., 2013).
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b) Role de llL-22 dans la régénération et la cicatrisation de [I'épithélium

pulmonaire

A I’image de ce qui vient d’étre décrit pour ’intestin, les propriétés régénératrices et
réparatrices de I’IL-22 semblent aussi importantes pour 1’épithélium pulmonaire, bien qu’elles
soient moins clairement caractérisees. Un réle protecteur de I’IL-22 a pu étre décrit dans un
modele de Iésions pulmonaires induites par la ventilation mécanique (Hoegl et al., 2011).
Dans ce modeéle, I’atteinte pulmonaire est associée a une altération des cellules épithéliales
alvéolaires en lien avec la forte pression utilisée pour la ventilation, ainsi qu’a 1’installation
d’une réponse inflammatoire. L’administration concomitante d’un aérosol d’IL-22 permet de
réduire significativement la mortalité associée a la ventilation. Elle se caractérise par une
atteinte pulmonaire moins sévere avec une réduction du syndrome hémorragique et de
I’cedéme. Le mécanisme protecteur de I’IL-22 n’a pas été clairement élucidé dans cette étude
mais semble passer par des actions renforcées sur les cellules épithéliales alvéolaires,
objectivées par une plus forte phosphorylation de STAT3.

Une autre étude suggere par ailleurs que 1’TL-22 exerce un role protecteur dans un modele
de fibrose pulmonaire induite par 1’administration répétée de Bacillus subtilis par voie nasale
(Simonian et al., 2010). Dans ce travail, les auteurs montrent que 1’IL-22 produite par une
sous-population de lymphocytes Tys Vy6/V81”, sous la dépendance d’ AHR, permet de limiter
’expression de chimiokines nécessaires au recrutement des lymphocytes T CD4" effecteurs
responsables de la fibrose. Une réduction de la fibrose pouvait ainsi étre observée lorsque de
I’IL-22 recombinante était injectée. Au contraire, une majoration de cette dernicre s’ observait
lorsque la production d’IL-22 était abolie par des inhibiteurs d’AHR.

Finalement, I’ajout d’IL-22 recombinante permet de limiter I’apoptose induite par la
bléomycine sur une lignée de cellules épithéliales pulmonaires in vitro (Sonnenberg et al.,
2010). Cependant, ces effets protecteurs de 1’IL-22 ne peuvent étre observés in vivo, dans un
modele de pneumopathie induite par la bléomycine, qu’en 1’absence d’IL-17. En effet, dans
ce modele I’action combinée de 1’IL-17 et de 1’TL-22 sur les cellules épithéliales conduit a
exacerber leurs propriétés pro-inflammatoires respectives et s’avére donc délétere. L’TL-22 et
I’IL-17 peuvent induire 1I’expression de chimiokines comme CCL2 ou CXCLS, qui favorisent
le recrutement d’effecteurs inflammatoires tels que les monocytes ou les PNN. Ces effets sont
faibles lorsque les cytokines agissent individuellement mais peuvent se potentialiser
mutuellement. De tels effets synergiques entre I’IL-17 et de I’IL-22 ont aussi été décrits in
vitro sur des cultures de cellules épithéliales trachéales et de kératinocytes (Aujla et al., 2008;
Liang et al., 2006). Ils existent également entre 1’1L-22 et le TNFa (Eyerich et al., 2011). Ces
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résultats indiquent que les actions de I’'[L-22 peuvent étre modulées par I’environnement
cytokinique dans lequel elle est produite, a I’'image de ce qui est également admis pour 1’IL-
17 (Baeten and Kuchroo, 2013), et ne peuvent donc étre interprétées que de facon

contextuelle.

2.6.1.3 Rale de I’'TL-22 dans les défenses anti-infectieuses intestinales et pulmonaires

La capacité de I’IL-22 a induire la production de PAMs et de mucus par les cellules
épithéliales, associée a ses propriétés de cicatrisation, de regénération et éventuellement pro-
inflammatoires, lui conferent des fonctions importantes dans les réponses anti-infectieuses au
niveau des surfaces muqueuses, particulierement a I’encontre des bactéries et levures
extracellulaires. A nouveau ces réponses ont été particuliérement étudiées dans ’intestin et le
poumon. Les propriétés réparatrices de 1'IL-22 sur [’épithélium pulmonaire semblent
également exercer un r6le dans les infections respiratoires virales. Finalement, quelques
¢tudes ont aussi évalué le role de 1’IL-22 dans certaines parasitoses digestives. Etonnamment,
malgré la capacité de I’IL-22 & induire la production de PAMs et de chimiokines pro-
inflammatoires par les kératinocytes (Boniface et al., 2005; Wolk et al., 2004), principalement
lorsqu’elle agit en synergie avec I’IL-17 (Liang et al., 2006) et le TNFa (Eyerich et al., 2011),
tres peu de choses sont connues sur son role dans les infections cutanées. En outre, malgré
quelques travaux ayant analysé son role dans la tuberculose, I’IL-22 ne semble pas exercer de
fonctions majeures contre les infections a bactéries intracellulaires (Behrends et al., 2013;
Dhiman et al., 2009, 2012, 2014; Graham et al., 2011; Scriba et al., 2008; Wilson et al., 2010;
Zeng et al., 2011).

a) Roéle de I'lL-22 dans les infections a bactéries extracellulaires

La caractérisation des actions de 1’IL-22 dans les infections a bactéries extracellulaires
provient essentiellement de 1’étude de son role dans les colites provoquées par Citrobacter
rodentium. Cette bactérie est 1’équivalent murin des Escherichia coli entéro-hémorragiques
(EHEC) et entéro-pathogénes (EPEC) humains. La production d’IL-22 est induite de fagon
précoce apres 1’inoculation du pathogene et témoigne d’une sécrétion assurée par les ILCs du
groupe 3 (Satoh-Takayama et al., 2008; Sonnenberg et al., 2011). La contribution relative des
ILC3 NCR" en regard des LTi au cours de I’infection n’est pas définitivement établie mais
semble privilégier les LTi (Sonnenberg et al., 2011). Abondant dans ce sens, les souris
déficientes pour le récepteur de la lymphotoxine présentent la méme sensibilité a 1’infection

que les souris 11227 (Tumanov et al., 2011). Cette production précoce d’1L-22 est absolument
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requise pour la survie des animaux infectés (Sonnenberg et al., 2011; Zheng et al., 2008). Les
phases plus tardives de I’infection sont ensuite caractérisées par une production d’IL-22 par
les lymphocytes Th22 alors que les ILCs du groupe 3 cessent de la produire (Basu et al.,
2012; Sonnenberg et al., 2011). L’importance de la production d’IL-22 par les Th22 dans les
phases tardives est illustrée par une mortalité accrue observée lorsqu’un anticorps monoclonal
neutralisant I’'IL-22 est administré 7 jours aprés le début de I’infection. En effet, a ce point
seuls les Th22 produisent de 1I’'IL-22 (Basu et al., 2012; Sonnenberg et al., 2011).

Alors que la production d’IL-22 par les ILCs du groupe 3 est strictement dépendante de
I’IL-23 dans ce modele (Basu et al., 2012; Sonnenberg et al., 2011; Tumanov et al., 2011;
Zheng et al., 2008), celle assurée par les Th22 requiere de I’IL-6, I’IL-23 permettant toutefois
de la majorer (Basu et al., 2012). La source d’IL-6 n’a pas été clairement étudiée et celle d’IL-
23 est encore débattue. Elle pourrait faire intervenir une production coordonnée par les cDCs
CD103" CD11b" (Kinnebrew et al., 2012; Satpathy et al., 2013) et les phagocytes mononuclés
CX3CR1" (Longman et al., 2014; Manta et al., 2012), définis comme des macrophages mais
pouvant migrer vers les ganglions mésentériques en conditions inflammatoires (Diehl et al.,
2013; Merad et al., 2013).

L’importance du role de I’'IL-22 dans le maintien et le renforcement de 1’ intégrité de la
barriere épithéliale dans ce modéle est illustrée par la majoration des translocations
bactériennes observées chez les souris déficientes pour 1’'IL-22 (Zheng et al., 2008). Par
ailleurs, la mortalité observée chez les souris 11227 au cours de Pinfection peut étre
partiellement corrigée lorsque le peptide antimicrobien REGIIly, dont 1’expression est
fortement dépendante de I’IL-22, est injecté. Finalement, 1’IL-22 permet également de
maintenir I’intégrité de 1’organisation des follicules lymphoides isolés dans le colon au cours
de I’infection (Ota et al., 2011). Le mécanisme par lequel I’IL-22 assure cette fonction n’a pas
été clairement défini mais il est possible qu’il soit li¢ au maintien de ’intégrité épithéliale
assuré par 1’IL-22. Cette derniere peut en outre induire I’expression de chimiokines comme
CXCL13, qui favorise le regroupement et I’association des LTi (Marchesi et al., 2009). Les
principales actions protectrices de 1’'IL-22 durant une infection intestinale par une bactérie

extracellulaire sont résumées dans la Figure 7.
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Figure 7: Principales actions protectrices proposées pour I’'IL-22 au cours d’une infection
intestinale par une bacterie extracellulaire. L’IL-22 permet d’induire la sécrétion de PAMs et de
mucus facilitant le cloisonnement des bactéries a distance de 1’épithélium. Elle permet également de
restaurer 1’intégrité de 1’épithélium en favorisant la prolifération, la mobilité et la survie des cellules
épithéliales. Elle pourrait aussi protéger les cellules souches. Enfin, en synergie avec d’autres
cytokines, elle induit la sécrétion de chimiokines pro-inflammatoires, permettant le recrutement
d’effecteurs de I’immunité innée comme les polynucléaires neutrophiles (Sabat et al., Nat Rev Drug
Discov, 2013).

De maniére analogue, I’'TL-22 exerce un rble protecteur au cours de pneumopathies a
Klebsiella pneumoniae (Aujla et al., 2008). Cependant, la source d’IL-22 identifiée dans ce
modele reste sujette a caution. En effet, la production de la cytokine a été attribuée par les
auteurs aux lymphocytes T puisqu’aucune expression d’IL-22 n’était détectable chez les
souris Rag2”™ 112rg™ et que I’ensemble des cellules IL-22* étaient CD90*. Pourtant, I’analyse
cinétique de ’expression d’IL-22 apres I’infection retrouve une induction tres précoce avec
un maximum détecté a 16h. De plus les auteurs indiquent que la production d’IL-22 est
strictement dépendante de 1’IL-23, compte-tenu de I’absence d’induction chez les souris

1123a™. Ces données sont difficilement conciliables avec une production d’IL-22 restreinte
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aux lymphocytes T. Il est en fait trés probable que la sécrétion d’IL-22 dans ce modeéle soit
assurée par des ILCs du groupe 3, qui expriment constitutivement le récepteur de 1’IL-23 ainsi
que CD90, et nécessitent la chaine yc (CD132) pour leur développement. Une autre équipe a
depuis montré que les cellules IL-22" dans ce modéle sont NK1.1* NKp46® CCR6™ (Xu et al.,
2014b). A nouveau ce phénotype est parfaitement compatible avec les ILCs du groupe 3 et
plus précisément avec les ILC3 NCR™ qui peuvent exprimer de faibles niveaux de NK1.1
(Satoh-Takayama et al., 2008). Il est d’ailleurs intéressant de souligner que la production
d’IL-22 par des ILCs du groupe 3 a récemment été décrite dans un modéle de pneumopathie a
Streptococcus pneumoniae (Van Maele et al., 2014).

Finalement, les propriétés protectrices de I'IL-22 a [’encontre des bactéries
extracellulaires ne semblent par universelles. Ainsi, en dépit d’une forte induction d’IL-22
observée dans les infections a Salmonella enterica ser. enteritidis, aucun effet protecteur ne
semble étre exercé par la cytokine (Schulz et al., 2008). Au contraire, Behnsen et al. ont
récemment suggéré que lorsque des souris prétraitées par la streptomycine étaient infectées
par des salmonelles, la forte expression des PAMs lipocaline-2 et calprotectine induite par
I’IL-22, leur conférait un avantage sélectif vis-a-vis des entérobactéries commensales comme
E. coli. (Behnsen et al., 2014). En effet, la chélation de métaux comme le fer, le zinc et le
manganese par ces peptides empéche la croissance d’E. coli mais pas des salmonelles qui ont

développé des systéemes d’échappement a ces défenses.

b) Role de I'lL-22 dans les infections fongiques

L’IL-22 est nécessaire a la protection contre la levure Candida albicans aprés infection
par voie gastrique (De Luca et al., 2010; Zelante et al., 2013). Dans ce mode¢le, I’'TL-22 est
produite par les ILC3 NCR" en réponse a I’IL-23 sécrétée par les cDCs activées par la
dectine-1 (Carvalho et al., 2012; De Luca et al., 2010). La production d’IL-22 est par ailleurs
modulée par un métabolite du tryptophane produit par un lactobacille gastrique et
interagissant avec AHR (Zelante et al., 2013). Une sécrétion par les lymphocytes T CD4" est
¢galement observée lorsque I’infection est réalisée a partir des hyphes mycéliens (De Luca et
al., 2010). La contribution relative des sources innées et adaptatives de la cytokine semble
suivre un schéma similaire a celui décrit pour les infections a Citrobacter rodentium dans le
colon (Basu et al., 2012; De Luca et al., 2010). A I’image des mécanismes employés dans la
lutte contre les bactéries extracellulaires, 1’TL-22 agit sur les cellules épithéliales gastriques et
induit la production des PAMs REGIIly, REGIIIB, S100A8 et S100A9 selon une voie de

signalisation dépendante de STAT3. Ces actions permettent de limiter 1’envahissement de la
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muqueuse mais ne semblent pas jouer sur la dissemination du champignon (De Luca et al.,
2010). Les actions protectrices de I’IL-22 semblent aussi s’appliquer aux infections gastriques
par d’autres levures dont Candida krusei et Saccharomyces cerevisiae (De Luca et al., 2010),
ainsi qu’aux candidoses vaginales au cours desquelles la source d’IL-22 est a nouveau
principalement représentée par les ILC3 NCR" et dépend d’AHR (De Luca et al., 2013). En
revanche, I’'IL-22 ne semble pas intervenir dans la lutte contre les candidoses cutanées
(Kagami et al., 2010a), méme si la stimulation de kératinocytes par de I’'I1L-22 et du TNFa, ou
du surnageant de Th22, les rend résistants a I’infection par Candida albicans in vitro (Eyerich
et al., 2011). Il peut finalement étre mentionné que les candidoses cutanéomuqueuses (CMC)
des patients atteints du syndrome APECED (autoimmune polyendocrinopathy candidiasis
ectodermal dystrophy) sont associées a la présence d’anticorps neutralisants 1’IL-22 et 1’IL-
17, suggérant que ces deux cytokines sont centrales dans la prévention des CMC chez
I’homme (Kisand et al., 2010; Puel et al., 2010).

Dans le poumon, I’'TL-22 intervient également dans les défenses contre les infections a
Aspergillus fumigatus (Gessner et al., 2012). Sa production dépend de la sécrétion d’1L-23 par
les cDCs en réponse a I’activation de la dectine-1 par les B-glucanes de la levure (Gessner et
al., 2012). L’absence ou la neutralisation de 1’IL-22 dans ce modele se traduit par un défaut
d’élimination du pathogene rattachée a une diminution de ’activité fongicide des cellules
épithéliales pulmonaires. Cependant, cette derniére ne semble pas liée a 1’activité des PAMSs
lipocaline-2, REGIIly, S100A8 et S100A9, suggérant que I’IL-22 pourrait induire la
production d’autres facteurs solubles importants pour les defenses antifongiques (Gessner et
al., 2012). Chez I’homme, la culture de PBMCs en présence de conidies ou d’hyphes
mycéliens d’Aspergillus fumigatus induit la production d’IL-22 majoritairement par les
lymphocytes T CD4", sans restriction & une sous-population particuliere (Th1l, Th17 ou
Th22), et sans que leur nature effectrice ou mémoire n’ait été analysée (Gresnigt et al., 2013).
Cette production n’est pas dépendante de I’activation de la dectine-1 par les B-glucanes ce qui
est cohérent avec le fait que ces derniers induisent principalement la production d’IL-23 par
les ¢DCs, et que I’'IL-23 ne peut induire seule la production d’IL-22 par les lymphocytes T.
En revanche, la sécrétion d’IL-22 dépend du TLR4 et est inhibée par 1’activation du TLR2,
suggérant des roles différents de ces récepteurs, probablement également en lien avec les
sécretions de cytokines qu’ils induisent par les cDCs (Gresnigt et al., 2013). Finalement, cette
étude indique que I’activation du récepteur au complément CR3 par les levures opsonisées

favorise également la sécrétion d’IL-22 par les lymphocytes T.
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c) Roéle de I'lL-22 dans les infections virales

Plusieurs études ont évoqué un role de I’'TL-22 au cours des infections virales respiratoires,
particulierement du fait de ses propriétés protectrices et réparatrices sur I’épithélium. L’IL-22
est en effet induite rapidement au cours d’une infection par les virus du genre Influenza (Guo
and Topham, 2010; Ivanov et al., 2013; Kumar et al., 2012; Paget et al., 2012; Pociask et al.,
2013). Sa production semble principalement assurée par les lymphocytes NK conventionnels
et NKT en réponse a I’'IL-23 au cours de I’infection par la souche virale A/PR8/34 (H1N1)
(Kumar et al., 2012; Paget et al., 2012). En revanche, I’infection par la souche Scotland/20/74
(H3N2) s’associe a une production par les lymphocytes TCDS", Ty, iNKT et dans une
moindre mesure par des ILCs du groupe 3 (lvanov et al., 2013). L’infection par le virus HIN1
conduit a une destruction de I’épithélium trachéal dont la régénération est altérée chez les
souris 11227 en regard des souris sauvages. Cette régénération inefficace semble liée & un
défaut de prolifération des cellules épithéliales, illustrée par un nombre réduit de cellules
Ki67". Elle peut étre corrigée par le transfert adoptif de cellules CD3” NK1.1" NKp46™ issues
de souris sauvages mais pas 11227, confirmant donc un réle spécifique de I'IL-22 (Kumar et
al., 2012). Les effets régénératifs de I’'IL-22 s’exercent aussi sur le parenchyme pulmonaire au
niveau duquel ’expression de I’IL-22R est induite durant 1’infection (Pociask et al., 2013).
Des conclusions similaires ont été portées au cours de l’infection par le virus H3N2
administré a doses subléthales (lvanov et al., 2013). L’IL-22 permet aussi de limiter les
surinfections bactériennes associées a 1’infection virale (Ivanov et al., 2013).

Finalement, un mécanisme d’action original de 1’IL-22 a récemment été décrit au cours de
I’infection par le cytomégalovirus murin (MCMV) (Stacey et al., 2014). Dans ce modele, la
neutralisation de I’IL-22 s’accompagne d’une augmentation des charges virales dans le foie et
le poumon, deux organes cibles importants du MCMV, reflétant ainsi le r6le de la cytokine
dans le contrdle de I’infection. L’expression d’IL-22 est induite des le deuxieme jour de
I’infection et semble maximale le quatriéme jour. Les sources d’IL-22 décrites sont variées
mais semblent faire intervenir majoritairement les lymphocytes NK conventionnels et iNKT
ainsi que les lymphocytes T. La production par les ILCs du groupe 3 semble en revanche
exclue du fait de 1’absence d’expression de RORyt par les cellules NK1.1*. La neutralisation
de I’IL-22 se traduit par une diminution de I’accumulation des PNN dans le poumon et le foie,
qui semble en partie rattachée a un défaut d’induction de I’expression de CXCLI1 par les
cellules épithéliales. Les PNN recrutés par 1’IL-22 permettent de controler I’infection en
induisant I’apoptose des cellules infectées selon un mécanisme dépendant de leur expression

membranaire du ligand de mort cellulaire TRAIL.
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d) Roéle de I'lL-22 dans les infections parasitaires

Une induction de la production d’IL-22 a pu étre décrite dans le colon d’un patient atteint
de rectocolite hémorragique qui s’inoculait volontairement le nématode Trichiuris trichiuria
(Broadhurst et al., 2010). De méme, la stimulation de biopsies duodéenales par des extraits
protéiques de I’ankylostome Necator americanus, prélevées chez des patients infectés dans le
cadre d’un protocole thérapeutique de la maladie cceliaque, induit 1’expression d’IL-22 (Gaze
et al., 2012). Ces observations suggérent ainsi une possible participation de 1I’'lL-22 aux
réponses immunitaires dirigées contre les vers intestinaux. Allant dans ce sens, I’infection de
souris déficientes pour I’IL-22 par Nippostrongylus brasiliensis se caractérise par un délai
allongé de I’expulsion du vers (Turner et al., 2013). En effet, la production d’IL-22 par les
ILCs du groupe 3 et les lymphocytes Th17 permet d’induire une hyperplasie des cellules de
Goblet et donc une augmentation de la quantité de mucus favorisant I’évacuation du parasite.
Des résultats similaires ont été obtenus au cours de I’infection par Trichiuris trichiuria. Les
faibles différences observées entre les souris 1122*"* et 11227 indiquent tout de méme que la
contribution de 1’TL-22 dans ces réponses reste modeste (Turner et al., 2013).

L’IL-22 semble en revanche étre un médiateur important de I’iléite nécrosante observée
lors de I’infection de souris C57BL/6 par Toxoplasma gondii administré par voie orale
(Mufioz et al., 2009). L’IL-22 est produite en réponse a 1’IL-23, sous I’influence de la flore
commensale, par les lymphocytes T CD4" et probablement par des ILCs du groupe 3, bien
que leur nature n’ait pas été formellement caractérisée. La survie des souris déficientes pour
I’TL-22 est prolongeée lors de I’infection et s’associe a 1’absence de nécrose iléale. Pour autant,
le pourcentage de mortalité reste de 100%, contrairement a ce qui est observé pour les souris
1123p197". Ceci suggére donc que malgré le role exercé par 'IL-22 dans Datteinte de ces
animaux, d’autres médiateurs dépendants de I’'IL-23 sont probablement impliqués. L’absence
d’amélioration clinique des animaux 17" indique qu’il ne s’agit pas de I’IL-17. Les effets
déléteres de 1’TL-22 semblent paradoxaux au vu de ses actions protectrices évoquées plus haut
au cours de I’inflammation colique. Il est possible que 1I’environnement cytokinique créé suite
a linfection orale par Toxoplasma gondii favorise une exacerbation des effets pro-

inflammatoires de 1’IL-22 prenant alors le pas sur ses actions protectrices.

2.6.2 Actions de I’'IL-22 dans le foie et le pancréas

L’IL-22R est fortement exprimé dans le foie et le pancréas qui constituent donc des cibles
importantes de I’IL-22. Les actions de 1’IL-22 sur ces deux organes peuvent se diviser en trois

grandes catégories. Tout d’abord, 1I’'IL-22 exerce des effets régénératifs et protecteurs
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puissants, particulierement étudiés dans différents modeles d’atteinte hépatique. Ensuite, 1’IL-
22 peut induire la sécrétion des protéines de la phase aigie de I’inflammation et donc
participer a la mise en place d’une réponse systémique. Finalement, I’IL-22 exerce également

des effets metaboliques qui nécessitent toutefois d’étre clarifiés.

2.6.2.1 Actions régénératives et protectrices de I’'IL-22 sur le foie et le pancréas

a) Foie

Les effets régénératifs et protecteurs de I'IL-22 sur le foie ont été étudiés dans de
nombreux modeles et suggerent des actions puissantes de la cytokine a ce niveau. L’IL-22 est
fortement produite dans le foie au cours du modéle d’hépatite induite par la concanavaline A
(Con A) (Pan et al., 2004; Radaeva et al., 2004; Zenewicz et al., 2007). Dans ce modele,
I’accumulation de la lectine dans le foie suite & son injection intraveineuse, permet
I’activation polyclonale des lymphocytes T CD4" et NKT. L’expression de FasL et la
sécrétion d’IFNy, principalement par les lymphocytes T activés, sont alors responsables de la
destruction des hépatocytes et le développement d’une hépatite, pouvant étre nécrosante,
mimant les caractéristiques histopathologiques d’une hépatite auto-immune. Le blocage de
I’IL-22 par un anticorps neutralisant (Radaeva et al., 2004), ou I’administration de Con A a
des animaux 11227 (Zenewicz et al., 2007), majore trés nettement la cytolyse et la nécrose,
conduisant & une mortalité augmentée. Au contraire, 1’administration d’IL-22 recombinante
avant I’injection de Con A (Radaeva et al., 2004), I’injection locale de vecteurs viraux
contenant le géne de I’IL-22 (Pan et al., 2004), ou le traitement de souris transgéniques pour
I’IL-22 (IL-22-Tqg), pour lesquelles le gene 1122 est placé sous le contrdle du promoteur de
I’albumine (Park et al., 2011), protégent significativement de 1’hépatite. L’IL-22 est produite
rapidement aprés 1’injection de Con A par les lymphocytes T, avec un maximum d’expression
détecté au bout de 9 heures. Elle favorise la survie, la croissance et la prolifération des
hépatocytes suite a 1’activation de la voie de signalisation dépendante de STAT3. L’IL-22
induit notamment 1’expression de génes codant pour des molécules anti-apoptotiques (Bcl-xL,
Bcl-2, McL-1) et mitogenes (c-myc, cycline D1, Rb2, CDK4) (Radaeva et al., 2004). L’IL-22
peut également s’avérer bénéfique au cours des hépatites induites par le paracétamol.
L’injection prophylactique d’IL-22 recombinante limite la cytolyse et favorise la prolifération
des hépatocytes (Feng et al., 2014; Scheiermann et al., 2013). Par ailleurs, bien que I’injection
thérapeutique d’IL-22 ne réduise pas significativement I’atteinte hépatique au cours de

I’intoxication aigue, elle potentialise les bénéfices du traitement par N-acétylcystéine
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(Scheiermann et al., 2013). Au contraire, I’expression chronique d’IL-22 par les souris IL-22-
Tg les rend plus susceptibles (Feng et al., 2014).

Des effets protecteurs de 1’IL-22 ont également été observés dans le modele de fibrose
hépatique induite par le tétrachlorure de carbone (CCl,) (Kong et al., 2012; Pan et al., 2004).
Dans ce mode¢le la fibrose découle de I’activation des cellules stellaires hépatiques (HSC) qui
produisent les protéines de la matrice extracellulaire. A nouveau I’administration d’un vecteur
viral contenant le géne de I’'TL-22 favorise la résolution de la fibrose (Kong et al., 2012). Les
souris IL-22-Tg en sont par ailleurs protégees alors que la fibrose est exacerbée chez les
souris 11227 (Kong et al., 2012; Meng et al., 2012). L’IL-22 induit la sénescence des HSC,
diminuant ainsi leur production de collagéne et d’a-actine tout en les protégeant de
I’apoptose. La stimulation des HSC par I’IL-22 active a nouveau STAT3 qui permet
I’expression de SOCS3 et le recrutement des facteurs de transcription p53 et p21,
responsables de 1’entrée en sénescence des HSC.

Les actions de I’IL-22 permettent en outre d’améliorer la lipogenése et la stéatose
hépatiques induites par 1’alcool et les régimes riche en gras (Ki et al., 2010; Xing et al., 2011;
Yang et al., 2010). La consommation d’alcool augmente 1’expression de I’'IL-22R par les
hépatocytes et 1’administration d’IL-22 recombinante ou d’un vecteur viral permettent la
surexpression du gene de la métallothionéine, un antioxydant, ainsi que la diminution de
I’expression du transporteur des acides gras (FATP : fatty acid transporter protein) (Ki et al.,
2010). De méme, I’IL-22 inhibe I’expression d’un certain nombre de régulateurs du
métabolisme lipidique, permettant ainsi de diminuer la lipogenese (Yang et al., 2010).

Un role de I’IL-22 dans I’atteinte hépatique associée a I’ischémie-reperfusion semble aussi
exister du fait de 1’induction de son expression dans le foie, combinée a la surexpression de
I’IL-22R (Chestovich et al., 2012). L’administration d’IL-22 recombinante permet
d’améliorer la cytolyse hépatique, I’atteinte histologique et D’infiltrat leucocytaire. En
revanche la neutralisation de I’IL-22 par un anticorps ne s’accompagne pas d’une
exacerbation des lésions. De méme, les génes de I'IL-22 et de I’IL-22R sont surexprimés
apres hépatectomie partielle et les niveaux sériques d’IL-22 augmentent (Ren et al., 2010). La
neutralisation de 1’IL-22 par un anticorps entrave la régénération hépatique et est associée a
moins de prolifération des hépatocytes (Ren et al., 2010). Les différents effets protecteurs
exercés par 1I’IL-22 sur le foie sont résumés dans la Figure 8.

Finalement, le role de 1I’IL-22 dans les hépatites virales n’est pas encore clairement établi.
Les infections chroniques par les virus des hépatites B et C (HBV et HCV) se caractérisent

par une induction de la production d’IL-22 qui corréle avec le degré de la cytolyse (Park et al.,
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2011). L’expression d’IL-22 correle aussi avec la prolifération des progéniteurs hépatiques
chez les patients infectés par ’'HBV, suggérant qu’elle pourrait y participer et donc contribuer
au maintien de I’intégrité du foie (Feng et al., 2012a). Cependant, d’autres études suggerent
qu’elle pourrait aussi contribuer a I’inflammation et a la fibrose hépatique chez ces mémes

patients en agissant notamment sur les HSC (Zhang et al., 2011b; Zhao et al., 2014).
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Figure 8: Principales actions protectrices proposées pour I’'IL-22 au cours de D’atteinte
hépatique. L’IL-22 permet d’induire I’expression de protéines mitogénes et anti-apoptotiques par les
hépatocytes et les cellules souches hépatiques, favorisant ainsi la protection et la régénération du foie.
Elle protége également contre la stéatose hépatique en induisant 1’expression d’antioxydants et en
diminuant la lipogénese. L’IL-22 exerce de plus des actions anti-fibrotiques en induisant la
sénescence des cellules heépatiques stellaires (non représenté). Finalement, elle participe a
I’installation d’une réponse de la phase aigiie de I’inflammation (Sabat et al., Nat Rev Drug Discov,
2013).
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b) Pancréas

Malgré une expression tres forte de I’'TL-22R retrouvée dans le pancréas (Figure 4) (Wolk
et al., 2004), trées peu de choses sont encore connues sur les propriétés biologiques de la
cytokine a ce niveau. A 1’image de ce qui vient d’étre évoqué pour le foie, quelques études
suggerent tout de méme une fonction importante de 1’IL-22 au cours des pancréatites. Les
souris 1L-22-Tg sont résistantes au développement de pancréatites aigues et chroniques
induites par l’injection intra-péritonéale de ceruléine, un decapeptide analogue de la
cholécystokinine (Feng et al., 2012b). En outre, les injections prophylactiques et
thérapeutiques d’IL-22 recombinante ou d’un vecteur viral codant pour son geéne protégent les
souris de la pancréatite. Les effets bénéfiques de I’'TL-22 semblent passer par I’induction de
I’expression des protéines Bcl-2 et Bel-xL capables de se lier a la protéine Becline-1 et ainsi
d’inhiber 1’autophagie induite par I’injection de céruléine (Feng et al., 2012b). Il est important
de souligner que les souris déficientes pour I’'IL-22 ne présentent pas de sensibilité exacerbée
dans ce modé¢le, suggérant que la production endogéne d’IL-22 ne joue pas de rble dans ce
modele. En accord avec cette observation, une autre étude indique que malgré une induction
de P’expression de I'IL-22R dans ce modeéle, ainsi que dans un second basé sur
I’administration d’un régime sans choline et complémenté par de la DL-éthionine,
I’expression de I’'TL-22 diminue au cours de la pancréatite (Xue et al., 2012). Dans ce travail,
les auteurs rattachent cette diminution a une déplétion des lymphocytes T CD4" qui en sont la
source principale en ’absence de tout traitement. Une production par les ILC3 NCR" est
également observée. Finalement les auteurs confirment le potentiel thérapeutique de 1’IL-22 et
suggérent qu’il pourrait passer par 1’induction de REGIIIy, dont les fonctions protectrices au
cours des pancréatites sont connues. lls indiquent par ailleurs que la production d’IL-22 peut
étre augmentée par I’administration de biliverdine qui active AHR. Le role de la production
constitutive d’IL-22 dans le pancréas n’est pas discuté dans ce travail mais il est possible que
I’TL-22 participe a la régulation des fonctions métaboliques du pancréas au cours de
I’homéostasie. L’activation d’AHR par la biliverdine pourrait en outre expliquer cette

production permanente dans le pancréas.

2.6.2.2 Induction de la production des protéines de la phase aigiie de I’'inflammation

L’IL-22 est capable d’induire la sécrétion des protéines de la phase aigiie de
I’inflammation, principalement en agissant sur les hépatocytes (Figure 8). La forte expression
de I’IL-22R par ces derniers a rapidement fait évoquer qu’elle puisse stimuler la production

de ce type de protéine (Dumoutier et al., 2000b). La stimulation d’hépatocytes par 1’IL-22
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induit donc I’expression de fibrinogéne, d’haptoglobine, d’al antitrypsine, de sérum amyloide
A et de LPB (LPS binding protein) (Dumoutier et al., 2000b; Wolk et al., 2007; Zhang et al.,
2011b). De plus, ces mémes protéines sont augmentées dans le sérum de souris sauvages
aprés 1’injection d’un adénovirus comprenant le géne codant pour I’IL-22 (AdIL-22) (Liang
et al., 2010). L’injection des souris par I’AdIL-22 semble induire une vraie réponse
inflammatoire puisqu’en plus de la production des protéines de la phase aigie, elles
présentent une anémie et une thrombocytose, ainsi qu’une neutrophilie associée a une
augmentation du CXCL1 sérique produit dans le foie. L’IL-22 peut aussi induire la synthése

de protéines de la phase aigue par les cellules acineuses du pancréas (Aggarwal et al., 2001).

2.6.2.3 Effets métaboliques de I’'IL-22

Ainsi qu’il I’a été mentionné plus haut, I’IL-22 est capable de moduler la lipogeneése en
influengant I’expression d’enzymes impliquées dans différentes voies métaboliques (Yang et
al., 2010). De plus, le fagonnement de la flore intestinale par 1’IL-22 influence les apports
caloriques au moment de la digestion, les souris 11227 étant résistantes a 1’obésité induite par
un régime riche en gras (DIO diet induced obseity) (Upadhyay et al., 2012). Ces données
suggerent donc que 1I’TL-22 pourrait exercer des fonctions métaboliques importantes sans que
celles-ci soient clairement définies puisque, d’une part I’IL-22 semblerait protectrice (Yang et
al., 2010) et de I’autre elle favoriserait I’obésité (Upadhyay et al., 2012). Renforcant la
confusion, une étude récente indique quant a elle que les souris déficientes pour la chaine IL-
22R1 prennent plus de poids et développent une insulinorésistance plus sévere au cours d’un
régime riche en gras (Wang et al., 2014). Ces effets ne sont cependant pas retrouvés chez les
souris 11227, suggérant que la différence soit due a un défaut d’action de I’IL-20 ou de I’IL-
24, qui partagent la chaine IL-22R1 avec I’'1L-22 pour leur récepteur (Figure 2). Pour autant,
dans cette étude, les souris 11227 ne sont pas résistantes au DIO contrairement a celle
d’Upadhyay et al. Par ailleurs, I’injection d’IL-22 recombinante atténue fortement les effets
du DIO dans I’étude de Wang et al., qui suggére que I’IL-22 diminuerait 1’insulinorésistance.
Finalement, les auteurs proposent que le bénéfice li¢ a I’injection d’IL-22 dans ce modéle
découle majoritairement de sa capacité a inhiber la lipogenése hépatique, ainsi qu’a
augmenter la lipolyse et la B-oxydation par les adipocytes. Néanmoins, une étude in vitro
avait préalablement proposé que la culture d’hépatocytes humains en présence d’IL-22
diminuait leur sensibilité a I’insuline (Fabbrini et al., 2013). En conclusion, I’augmentation de

I’TIL-22 retrouvée dans le tissu adipeux des patients obéses insulino-résistants ou diabétiques
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de type 2 (Dalmas et al., 2014; Fabbrini et al., 2013) indique qu’clle y exerce probablement
des fonctions importantes, qui doivent cependant étre clarifiées.

2.6.3 Actions de I’IL-22 sur les reins

Seules 2 études récentes ont analysé les fonctions que I’'TL-22 pourrait exercer dans le
rein, en dépit d’une expression forte de I’IL-22R retrouvée a ce niveau (Figure 4) (Wolk et
al., 2004). Dans leur étude, Kulkarni et al. montrent que les propriétés régénératives de 1’IL-
22 semblent aussi s’appliquer aux cellules épithéliales tubulaires (TEC) (Kulkarni et al.,
2014). La mise en culture de ces cellules ex vivo s’accompagne d’une mortalité importante
nécessitant leur prolifération afin de reformer une monocouche. Ce systétme mime les
processus de régénération subis par les TEC in vivo au cours de 1’ischémie-reperfusion.
L’ajout d’IL-22 a la culture permet d’améliorer significativement la reconstitution. Par
ailleurs, la production d’IL-22 est induite au cours de I’ischémie-reperfusion rénale in vivo et
la neutralisation de la cytokine par un anticorps monoclonal entrave la régénération tubulaire.
La source d’IL-22 dans ce modele n’est pas clairement identifiée mais 1’induction de sa
production semble dépendante de TLR4 (Kulkarni et al., 2014). En accord avec ces résultats,
une ¢étude indépendante retrouve également une induction de la production d’IL-22 au cours
de I’ischémie-reperfusion rénale (Xu et al., 2014a). L’injection d’IL-22 recombinante ou d’un
AdIL-22 améliore de plus significativement la régénération tubulaire et la fonction rénale et
s’accompagne d’une atténuation des syndromes inflammatoires rénal et systémique. L’1L-22
semble protéger les cellules tubulaires épithéliales proximales de I’apoptose en induisant

I’expression de Bcl-2 tout en diminuant celles de Bad et Bax.
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2.7 Role de I’'IL-22 en immunopathologie

De hauts niveaux d’IL-22 sont retrouvés au niveau des tissus inflammatoires d’un certain
nombre de conditions pathologiques humaines, particulierement dans le psoriasis, les
maladies inflammatoires chroniques de [D’intestin, la polyarthrite rhumatoide et les
spondylarthropathies. Les actions a double tranchant que peut exercer 1’IL-22 sur ses tissus
cibles, illustrées notamment par ses effets protecteurs dans la plupart des modéles de colites
inflammatoires mais pathologiques au cours de I’infection orale par Toxoplasma gondii ou
dans certains modeles particuliers de colites, rendent cependant délicate 1’interprétation de
son role réel au cours de ces états pathologiques chroniques. L’étude des propriétés
biologiques de I’'TL-22 indique par ailleurs que ses actions sont largement influencées par le
contexte dans lequel elle est produite. Ainsi, les effets pro-inflammatoires faibles de la
cytokine, participant notamment au contréle de la flore commensale intestinale, peuvent étre
renforcés significativement par 1’action synergique d’autres cytokines comme I’IL-17, le
TNFao ou I'TL-1B. De plus, les actions prolifératives, anti-apoptotiques et régénératrices de
I’IL-22, indispensables a la reconstruction d’un tissu épithélial 1ésé, peuvent devenir
particulierement dangereuses en cas de prolongation non contrdlée et semblent impliquées
dans I’entretien et la croissance d’un certain nombre de carcinomes. Afin de faire émerger
I’intérét ou non de la modulation des actions de I’'IL-22 a des fins thérapeutiques, une
compréhension la plus juste possible a donc justifié de nombreux travaux descriptifs et in
vitro chez I’homme, associés a 1’étude de modeéles animaux adressant directement Ses actions

en immunopathologie.

2.7.1 Pathologies inflammatoires cutanées

2.7.1.1 Psoriasis

Le psoriasis résulte d’une activation permanente et dérégulée du systeme immunitaire
cutané, déclenchée par un facteur environnemental chez des individus génétiquement
prédisposés (Perera et al., 2012). Les cytokines sécrétées en permanence par les effecteurs
immunitaires agissent sur les kératinocytes. Elles sont responsables des anomalies de
differentiation et de mobilité de ces derniers, conduisant au développement des altérations
histologiques caracteéristiques de la maladie. De plus, les kératinocytes stimulés produisent des
médiateurs pro-inflammatoires qui favorisent I’activation et le recrutement de nouvelles

cellules effectrices, entretenant ainsi une inflammation cutanée chronique (Lowes et al.,
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2014). Parmi les médiateurs inflammatoires les plus fortement impliqués dans le psoriasis,
I’axe IL-23/IL-17 semble exercer un role prépondérant, illustré par 1’efficacité remarquable
des biothérapies ciblant la sous-unité p40, commune a I’'IL-23 et I’'IL-12 (Mclnnes et al.,
2013; Papp et al., 2008), ainsi que celles bloquant directement I’IL-17 ou son récepteur
(Hueber et al., 2010; Leonardi et al., 2012; Papp et al., 2012, 2013). Renforgant I’importance
de cet axe dans le psoriasis, des polymorphismes de I’IL-23R ont pu étre significativement
rattachés a la maladie (Cargill et al., 2007).

La forte expression de I’'[L-22R par les kératinocytes associée a 1’induction de la
sécrétion d’IL-22 par I’IL-23 a logiquement fait suspecter une implication de 1’IL-22 dans la
physiopathologie du psoriasis. Allant dans ce sens, des variants géenétiques au niveau de sites
de liaisons d’AHR ont récemment été identifiés au niveau du promoteur du gene 1L22, et

associes a des formes des psoriasis a début précoce, avant la puberté (Nikamo et al., 2014).

a) Expression et sources cellulaires d’IL-22 dans le psoriasis

L’IL-22 est fortement exprimée au niveau des lésions cutanées de psoriasis en regard
de la peau non lésionnelle ou de celle de sujets sains (Boniface et al., 2007; Nograles et al.,
2009; Wolk et al., 2004, 2006) Son expression diminue par ailleurs avec 1’efficacité du
traitement (Wolk et al., 2006). De I’'IL-22 est également détectée dans le sérum (Boniface et
al., 2007; Kagami et al., 2010b; Wolk et al., 2006) et sa concentration corréle avec ’activité
de la maladie (Kagami et al., 2010b; Wolk et al., 2007). Ces niveaux sériques suggerent ainsi
un possible retentissement systémique de 1’IL-22 produite dans la peau inflammatoire. Dans
la peau lésionnelle, les sources cellulaires d’TL-22 sont principalement représentées par les
lymphocytes T CD4" de polarisation Th17 et Th22 en proportion équivalente, ainsi que dans
une moindre mesure par les lymphocytes Thl (Eyerich et al., 2009; Nograles et al., 2009). Les
lymphocytes T CD8" sécrétent aussi de I’IL-22, mais leur fréquence est moins importante que
celles des T CD4" (Hijnen et al., 2013; Nograles et al., 2009). Des lymphocytes T CD4" IL-
22" sont aussi retrouvés a des fréquences plus élevées dans le sang périphérique des patients
atteints de psoriasis en comparaison aux sujets sains (Benham et al., 2013; Kagami et al.,
2010b). Finalement, des proportions plus élevées de cellules CD3™ IL-22" sont observées dans
le sang périphérique, la peau saine et la peau lésionnelle des patients atteints de psoriasis en
regard de volontaires sains (Villanova et al., 2014). Ces cellules correspondent aux ILC3
NCR™ qui sont enrichies dans le sang et la peau au cours du psoriasis (Dyring-Andersen et al.,
2014; Teunissen et al., 2014; Villanova et al., 2014). Leur fréquence dans la peau Iésionnelle

est corrélée a I’activité de la maladie (Teunissen et al., 2014) et I’étude d’un patient suggere
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de plus que leur fréquence dans le sang diminue au cours du traitement par anti-TNFa
(Villanova et al., 2014). Etonnamment, les ILC3 NCR" semblent plus nombreuses dans la
peau saine que dans la peau Iésionnelle, laissant supposer qu’elles pourraient participer au
développement de nouvelles lésions (Dyring-Andersen et al., 2014; Villanova et al., 2014).
Leur analyse phénotypique dans le sang retrouve en outre une expression forte de CLA
cohérente avec leur tropisme cutané (Teunissen et al., 2014; Villanova et al., 2014). Pour
finir, ’expression de I’IL-22R est elle aussi augmentée dans les kératinocytes de patients
psoriasiques (Tohyama et al., 2009) et pourrait étre liée a I’'IFNa (Tohyama et al., 2012)

produit par les cellules dendritiques plasmacytoides.

b) Etudes in vitro des actions de I'lL-22 sur la peau humaine

Plusieurs études ont cherché a mieux caractériser les actions de I’'TL-22 sur la peau
humaine in vitro. En accord avec un rdle important de 1’IL-22 dans la physiopathologie du
psoriasis, la culture de peau humaine reconstituée en présence d’IL-22 recombinante induit les
mémes altérations histologiques que celles retrouvées dans la peau lésionnelle, provoquant
notamment un épaississement de I’épiderme 1i€¢ a une hyperplasie des couches de
kératinocytes (acanthose), une perte des granules de kératohyaline dans la couche granuleuse,
la rétention de noyaux par les cornéocytes (parakératose) et une élongation des crétes
épidermiques (papillomatose) (Boniface et al., 2005; Nograles et al., 2008; Sa et al., 2007;
Wolk et al., 2009a). De plus, I’analyse du controle transcriptionel exercé par 1’IL-22
lorsqu’elle est ajoutée a la culture de kératinocytes isolés, ou a celle de peau humaine
reconstituée, retrouve une corrélation significative avec les génes différentiellement exprimés
dans la peau lésionnelle de psoriasis par rapport a celle de volontaires sains (Sa et al., 2007).
Des résultats similaires sont obtenus lorsque 1’'TL-22 est injectée dans de la peau humaine
greffée a une souris immunodéprimée (Perera et al.,, 2014). Finalement, ces genes
différentiellement régulés par I’IL-22 sont contrlés de maniére analogue lorsque des
kératinocytes humains sont cultivés en présence de surnageants de lymphocytes T infiltrant la
peau lésionnelle (Boniface et al., 2007).

L’IL-22 régule I’expression de 4 grands groupes de génes. D’une part, elle induit
I’expression de PAMS, particulierement lorsqu’elle agit en synergie avec 1’'IL-17, I’IL-1 ou
le TNFa (S100A7, S100A8, S100A9, S100A12, B-défensines 2 et 3) (Boniface et al., 2005;
Liang et al., 2006; Nograles et al., 2008; Sa et al., 2007; Wolk et al., 2004, 2009a). D’autre
part, ’IL-22 inhibe 1’expression de nombreux genes permettant la différentiation terminale

des kératinocytes (involucrine, loricrine, fillagrine, kératine 10, kératine 1, calmodulin-like 5,
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desmocolline 1 etc...) (Boniface et al., 2005; Sa et al., 2007; Wolk et al., 2006, 2009a). L’IL-
22 induit également I’expression de genes impliqués dans la mobilité cellulaire, notamment
MMP1 et MMP3 (MMP : matrix metallo proteases) (Boniface et al., 2005; Wolk et al., 2006).
La régulation de I’expression de genes impliqués dans la différentiation et la mobilité
cellulaire explique les altérations histologiques observees apres traitement de peau humaine
reconstituée par I’'IL-22. De tels effets ont aussi été décrits a moindre degré pour les autres
cytokines de la sous-famille de I’IL-20, également exprimées dans la peau Iésionnelle au
cours du psoriasis, suggerant donc qu’elles viennent renforcer les actions pathologiques de
I’IL-22 (Sa et al., 2007; Wolk et al., 2009a). Il est a ce titre intéressant de noter que 1’IL-22
induit elle-méme la production d’IL-20 par les kératinocytes, créant ainsi une boucle
d’amplification de ses effets (Tohyama et al., 2009; Wolk et al., 2009b). L’IL-17 et I’'IFNy ne
semblent en revanche pas intervenir dans le contréle de la mobilité et de la différentiation des
kératinocytes, indiquant qu’il s’agit d’une propriété propre aux cytokines de la sous-famille de
I’IL-20 (Nograles et al., 2008; Wolk et al., 2009a). Finalement, lorsqu’elle agit en synergie
avec I’IL-17, I’IL-22 renforce I’expression de chimiokines pro-inflammatoires, favorisant le
recrutement des PNN (CXCL1, CXCL5, CXCL8) (Boniface et al., 2005; Guilloteau et al.,
2010; Sa et al., 2007). Elle participe ainsi a la formation des micro-abces de Munro et des
pustules spongiformes de Kogoj. Les principaux mécanismes physiopathologiques de 1’1L-22

dans le psoriasis mis en évidence par ces études sont résumés dans la Figure 9.
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Figure 9: Principales actions de I’IL-22 au cours du psoriasis. En agissant sur les kératinocytes,
I’IL-22 inhibe leur différentiation et cornification, conduisant au développement de I’acanthose, de la
parakératose et de la perte de granules au niveau de la couche granuleuse. Elle induit également la
production de MMP1 et MMP3 qui facilitent la restructuration de 1’épiderme. L’IL-22 favorise de
plus la production de peptides antimicrobiens, expliquant la faible prévalence des infections cutanées
au cours du psoriasis. Elle participe au recrutement de polynucléaires neutrophiles en aidant a la
production de chimiokines les attirant, favorisant ainsi le développement des micro-abces de Munro
et des pustules de Kogoj. Finalement, I’'IL-22 induit la production d’autres cytokines de la sous-
famille de 1’IL-20, permettant de prolonger et renforcer ses actions. (Sabat et al., Nat Rev Drug
Discov. 2013).
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c) Roéles de I'lL-22 dans les modeles animaux de psoriasis

Plusieurs études chez la souris ont également permis d’appréhender le role que I’'TL-22
pourrait exercer dans la physiopathologie du psoriasis. Tout d’abord, I’analyse des souris
transgéniques pour I’'IL-22 révele qu’elles présentent toutes des 1ésions cutanées séveres, avec
un retentissement général majeur conduisant a la mort des animaux dans les jours suivant la
naissance. L’analyse histologique de leur peau retrouve des similitudes fortes avec les
altérations caractéristiques du psoriasis (Wolk et al., 2009a). Un second modele basé sur
I’injection intradermique d’IL-23 dans I’oreille permet d’induire localement une acanthose et
un infiltrat inflammatoire du derme, rappelant par la le role majeur de I’IL-23 dans le
psoriasis (Zheng et al., 2007). Dans ce modé¢le, I'injection d’IL-23 entraine une forte
expression d’IL-17 et d’IL-22 dans le derme, ou elles sont produites par des lymphocytes T
CD4" (Zheng et al., 2007). La production d’IL-22 est également induite dans 1’épiderme suite
au recrutement d’une sous-population de lymphocytes Ty CCR6" (Mabuchi et al., 2011). Le
role majeur de I’IL-22 dans ce modele est souligné par la disparition des signes cutanés et de
I’infiltrat de PNN lorsque I’injection d’IL-23 est réalisée chez des souris 11227, Aucun effet
n’est en revanche observé sur I’infiltrat de lymphocytes T, ce qui est cohérent avec le fait que
I’'IL-22 n’induit pas la sécrétion de chimiokines permettant de les recruter (Boniface et al.,
2005; Guilloteau et al., 2010; Sa et al., 2007; Zheng et al., 2007). Des effets similaires sont
observés lorsqu’un anticorps monoclonal neutralisant I’'TL-22 est injecté a des souris sauvages
avant 1’administration d’IL-23 (Zheng et al., 2007). Un troisieme modele reposant sur le
transfert adoptif de lymphocytes TCD4* CD45RB" CD25 & des souris scid/scid permet
¢galement d’induire D’apparition de Iésions érythémato-squameuses proches de celles
observées dans le psoriasis. Ces lésions recouvrent I’ensemble du corps mais prédominent sur
la face et le cou. Leur analyse histologique retrouve une forte analogie avec le psoriasis
puisqu’elles sont caractérisées par une acanthose, une parakératose, une papillomatose, des
micro-abcés de Munro et un infiltrat inflammatoire du derme (Ma et al., 2008). Une forte
expression d’TIL-17, d’TIL-22, d’TFNy, d’IL-1p, d’IL-6 et de TNFa est présente au niveau de la
peau lésionnelle. L’analyse de la production de cytokines par les lymphocytes T des ganglions
cervicaux retrouve une production d’IL-22 par les Th17 essentiellement. A nouveau, le role
central de I’IL-22 dans ce modele est illustré par la prévention de la desquamation et de
I’épaississement de la peau ainsi que par la forte atténuation de 1’érythéme et la disparition
des signes histologiques lorsqu’un anticorps neutralisant 1’IL-22 est injecté avant le transfert
adoptif. L’analyse par qPCR de la peau lésionnelle retrouve une diminution de I’expression

des PAMs ainsi que des cytokines IL-1pB, IL-6, I1L-23, IL-17 et 1L-22 elle-méme. Il est par
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ailleurs important de souligner que 1’administration thérapeutique de 1’anticorps neutralisant
14 jours apres le transfert, permet d’améliorer significativement 1’atteinte des souris (Ma et
al., 2008). Dans une autre étude, il a pu étre observé que les Iésions psoriasiformes se
développant spontanément chez les souris déficientes pour 1’adaptateur Actl, essentiel a la
voie de signalisation de 1’IL-17, ne se forment pas si les souris sont déficientes pour 1’IL-22
(Wang et al., 2013). II est intéressant de noter qu’un variant d’Actl, D10N, plus facilement
dégradé dans le cytoplasme du fait de son impossibilité a interagir avec la protéine
chaperonne hsp90, et conduisant donc a un défaut de signalisation IL-17, est associé au
psoriasis (Wang et al., 2013).

Finalement, I’observation que le traitement topique par la créme Aldara® chez des
patients atteints de psoriasis, pouvait favoriser 1’exacerbation ou ’apparition de nouvelles
lésions (Fanti et al., 2006; Gilliet et al., 2004; Rajan and Langtry, 2006; Wu et al., 2004), a
permis le développement d’un nouveau modéle simple de psoriasis chez le rongeur (van der
Fits et al., 2009) et commence a étre développé chez I’homme (Vinter et al., 2014). Dans ce
modéle, 1’Aldara® est appliqué quotidiennement sur la peau du dos ou oreille de I’animal
pendant une semaine. Des lésions érythémato-squameuses et un épaississement de la peau
s’observent dés les 2-3° jours aprés le début de ’application. L’analyse histologique de la
peau retrouve une acanthose, une parakératose et une perte de granules dans la couche
granuleuse, caractéristiques du psoriasis (van der Fits et al., 2009). Ces effets semblent
néanmoins variables selon les souches de souris utilisées et sont plus marqués chez les
BALB/c que chez les C57BL/6, qui présentent par contre une atteinte systémique, avec fievre
et perte de poids, plus sévere. L’infiltrat inflammatoire est également proche de celui décrit
dans le psoriasis et retrouve des cDC, des pDC, des lymphocytes T ainsi que des PNN au
niveau de la couche cornée, évoquant donc des micro-abcés de Munro (van der Fits et al.,
2009). Renforcant les similitudes avec le psoriasis, ce modéle est fortement dépendant de
I’IL-23 dont I’expression est induite en 48 heures (Van Belle et al., 2011; van der Fits et al.,
2009; Wohn et al., 2013). La production d’TL-23 dépend principalement du principe actif de
I’Aldara®, I’'imiquimod, dont la nature nucléosidique en fait un agoniste du TLR7 (TLR7/8
chez I’homme). Ce dernier permet ainsi d’activer la voie de signalisation MyD88 et la
sécrétion d’1L-23 par les cDC CD207" du derme qui en sont la source majeure (Wohn et al.,
2013). Une contribution des cellules de Langerhans semble aussi intervenir, au moins dans
I’oreille (Yoshiki et al., 2014). De fagon surprenante, et contrairement au psoriasis humain,
les pDC et la production d’IFN de type I ne sont pas nécessaires dans ce modele (Wohn et al.,

2013). L’IL-23 induit la production d’IL-22 par une sous-population de lymphocytes Tyd et
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des ILCs du groupe 3 (Van Belle et al., 2011; Pantelyushin et al., 2012). En accord avec les
études précédentes, le role majeur de I’IL-22 dans le développement des lésions cutanées et
I’inflammation du derme est illustré par leur atténuation significative chez les animaux 11227

ou traités par un anticorps neutralisant (Van Belle et al., 2011; Pantelyushin et al., 2012).

d) Conclusion sur le role de I'lL-22 dans le psoriasis

La dérégulation des réponses immunitaires observée dans la peau au cours du psoriasis se
caractérise par une production permanente d’IL-23 supportant elle-méme les productions
d’IL-17 et d’IL-22. Les actions synergiques de ces 2 cytokines sur les kératinocytes,
auxquelles peuvent s’ajouter, entre autres, les effets de I’IL-1p et du TNFa, contribuent a
I’installation d’un état inflammatoire chronique, auto-entretenu par les kératinocytes eux-
mémes. L’IL-22 semble de plus particulierement impliquée dans les perturbations de la
différentiation et de la mobilité des kératinocytes, responsables des anomalies histologiques
observées dans le psoriasis. Le succes des biothérapies ciblant la sous-unité p40, I’'IL-17 et
I’IL-17R confirme I’importance de I’axe 1L-23/IL-17/IL-22 dans la maladie. L’IL-22
représente donc un candidat de choix a de futurs développements. Renforgant un peu plus les
arguments en ce sens, I’efficacité d’un traitement par anticorps neutralisant 1’IL-22 a pu étre
démontrée récemment dans un modele de xénotransplantation de peau lésionnelle de psoriasis
humain sur des souris immunodéprimées AGR129 (Perera et al., 2014). Cependant, une
premier essai thérapeutique de phase 1 évaluant ’efficacité de faibles doses d’anticorps
neutralisant 1’IL-22 dans le psoriasis modéré s’est pour I’instant avéré négatif

(https://clinicaltrials.gov; identifiant: NCT01010542) (Cai et al., 2012).

2.7.1.2 Dermatite atopique

L’IL-22 est fortement exprimée dans la peau lésionnelle des patients atteints de
dermatite atopique (Wolk et al., 2004), a des niveaux pouvant méme étre supérieurs a ceux
détectés dans le psoriasis (Nograles et al., 2009). Cependant, contrairement au psoriasis, les
niveaux d’expression d’IL-17 sont faibles (Nograles et al., 2009). Dans la peau lésionnelle,
I’IL-22 est principalement produite par des lymphocytes T CD4" Th22 et T CD8" Tc22
(Hijnen et al., 2013; Nograles et al., 2009). La fréquence des Tc22 corréle de plus fortement
avec Dl’activité de la maladie (Nograles et al., 2009). Des lymphocytes Th22 et Tc22 sont
également retrouvés dans le sang périphérique, a des fréquences similaires a celles observées
dans le psoriasis (Nograles et al., 2009; Teraki et al., 2013). Cependant, pres de 50% de ces
cellules produisent également de I’'TL-13 (Teraki et al., 2013). De I’'IL-22 sérique peut étre
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détectée et ses niveaux corrélent avec ceux de CCL17, un marqueur d’activité de la maladie
déja validé (Hayashida et al., 2011). La production d’IL-22 par les lymphocytes T CD4" peut
étre induite spécifiqguement par I’entérotoxine SEB (staphylococcal enterotoxin B) et I’a-
toxine, toutes 2 produites par Staphylococcus aureus (Niebuhr et al., 2010), ce qui semble
particulierement relevant compte-tenu de la colonisation cutanée des patients atteints de
dermatite atopique par ce germe. Ce dernier semble d’ailleurs directement impliqué dans
I’initiation de la maladie en induisant la dégranulation des mastocytes cutanés via la sécrétion
de o-toxine (Nakamura et al.,, 2013). Finalement, les niveaux d’expression d’IL-22
augmentent significativement dans les lésions aigues en regard de la peau non lésionnelle, et
continuent d’augmenter lorsque ces lésions deviennent chroniques (Gittler et al., 2012). 1l est
intéressant de noter que cette augmentation progressive des niveaux d’expression d’IL-22
correle avec celle de I’acanthose, de la prolifération des keératinocytes, de 1’infiltrat
inflammatoire et de 1’expression des protéines de la famille S100, suggérant un role direct de
I’IL-22 dans I’installation des Iésions cutanées (Gittler et al., 2012). Au contraire, ces niveaux
d’expression diminuent fortement dans la peau 1ésionnelle au cours d’une traitement efficace
par cyclosporine A (Khattri et al., 2014). L’ensemble de ces données a justifié¢ la mise en
place d’un essai thérapeutique de phase 2, toujours en phase de recrutement, visant a évaluer
I’intérét de I’utilisation d’un anticorps monoclonal neutralisant 1’IL-22 dans la dermatite
atopique (https://clinicaltrials.gov; identifiant: NCT01941537).

2.7.2 Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) regroupent un ensemble de
Iésions inflammatoires chroniques du tractus gastro-intestinal, pouvant évoluer sous forme de
poussées entrecoupées de phases de rémission. Les deux entités principales, définies
cliniguement, sont la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH). Leur
prévalence est estimée a 250 cas pour 100.000 individus dans les pays industrialisés, et leur
incidence connait une augmentation constante dans les pays émergents, soulignant le réle de
I’environnement dans leur initiation (Baumgart and Sandborn, 2007; Loftus, 2004).
L’¢étiologie des MICI est encore imparfaitement connue mais il est largement admis qu’elles
résultent de réponses immunitaires inappropriées et/ou derégulées a 1’encontre de la flore
commensale, chez des individus génétiquement prédisposés et sous I’influence de facteurs
environnementaux (Kaser et al., 2010). La MC et la RCH sont caractérisées par une atteinte
de I’épithélium intestinal en lien avec ’inflammation et font intervenir différentes cascades

cytokiniques, dont certaines semblent communes aux deux maladies (Kaser et al., 2010).
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L’importance de 1’axe IL-22/IL-22R dans le tractus gastro-intestinal associée a I’existence de
polymorphismes de I’IL-23R fortement rattachés aux deux maladies (Duerr et al., 2006;
Schmechel et al., 2008) ont logiquement fait suspecter un role majeur de I’IL-22 dans la
physiopathologie des MICI. Allant dans ce sens, plusieurs travaux ont pu mettre en évidence
une forte production d’IL-22 dans la muqueuse inflammatoire de la MC et de la RCH. De
nombreuses études chez le rongeur, discutées dans la section 2.6, ont également souligné le
role protecteur de I’IL-22 au cours de I’inflammation intestinale, notamment par sa capacité a
promouvoir le renforcement, la cicatrisation et la régénération de la barriére épithéliale.
Cependant, bien que la majorité des études soient en faveur d’un role bénéfique de 1’'[L-22,
des actions délétéres de la cytokine ont également été relevées dans des modeles particuliers

et viennent donc en nuancer I’interprétation.

2.7.2.1 Expression et sources cellulaires d’IL-22 dans les MICI

Une forte expression d’IL-22 est détectée par gPCR dans la muqueuse inflammatoire des
patients atteints de MC et de RCH en comparaison a de la muqueuse non lésionnelle ou de
sujets sains (Brand et al., 2006; Ciccia et al., 2011b; Geremia et al., 2011; Sekikawa et al.,
2010; Yu et al., 2013). Les expériences d’immunohistochimie (IHC) indiquent que dans la
RCH, I’IL-22 est produite uniquement dans la lamina propria, alors que dans la MC elle peut
étre détectée dans toute la paroi intestinale (Andoh et al., 2005; Sekikawa et al., 2010; Yu et
al., 2013). L’identification des sources cellulaires d’IL-22 in situ par des expériences de
double immuno-marquages en immunofluorescence indirecte (IFI) retrouve une production
majoritaire par les lymphocytes T CD4" (Andoh et al., 2005) bien que des cellules 1L-22"
CD56" aient aussi pu étre détectées dans la RCH (Sekikawa et al., 2010). Plusieurs études ont
en outre analysé les sources d’IL-22 par cytométrie en flux (Geremia et al., 2011; Kleinschek
et al., 2009; Leung et al., 2013; Longman et al., 2014; Pariente et al., 2011a; Ramesh et al.,
2014; Takayama et al., 2010). La production de la cytokine peut étre détectée dans les
lymphocytes Th17 CD161" NKG2D* MDR1" (MDR : multi drug resistance) de la muqueuse
inflammatoire et du sang périphérique des patients atteints de MC (Kleinschek et al., 2009;
Pariente et al., 2011a; Ramesh et al., 2014). Une production par les lymphocytes Th22 dans la
MC est aussi observee, cependant leur fréquence n’est pas différente de celle observée chez
les sujets sains (Leung et al., 2013). Par ailleurs, aucune différence dans les fréquences des
lymphocytes Th22 ou Thl7 produisant de I’'[L-22 n’est mesurée entre les muqueuses
inflammatoires et non inflammatoires (Leung et al., 2013). Dans la RCH, la fréquence des

lymphocytes Th22 chute dans la muqueuse inflammatoire en regard des sujets sains. De plus,
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contrairement a la MC, aucune augmentation des lymphocytes coproduisant 1’I1L-22 et I’1L-17
n’est observée, la plupart des T CD4" ne produisant que de I’IL-17 (Broadhurst et al., 2010;
Leung et al., 2013). La mise en relation de ces données avec les expériences d’IFI indiquant
une production majoritairement assurée par les lymphocytes T (Andoh et al., 2005; Sekikawa
et al., 2010) est donc difficilement compatible avec les hauts niveaux d’expression d’IL-22
détectés principalement dans la muqueuse inflammatoire des deux MICI. En outre, une
production d’TL-22 par les ILCs du groupe 3 a également été suggérée (Geremia et al., 2011;
Takayama et al., 2010). Ces cellules pourraient en fait représenter la source principale d’1L-22
dans les MICI. Allant dans ce sens, la contribution relative des cellules CD3" et CD3" a la
production d’IL-22 dans la muqueuse inflammatoire de la MC et de la RCH a été récemment
analysée et suggére que les ILC3 NCR" sont effectivement la source majoritaire d’IL-22
(Longman et al., 2014). Cette étude indique de plus que la production 1L-22 par ces cellules
est induite par des signaux issus de la flore microbienne stimulant la production d’IL-23 et
d’IL-1B par des macrophages CD14" CX3CR1" (Longman et al., 2014) dont la présence
semble spécifiquement associée aux MICI (Kamada et al., 2008). Pour finir, I’IL-22 est
également détectée dans le sérum des patients atteints de MC et ses niveaux corrélent avec
I’activité de la maladie (Schmechel et al., 2008; Wolk et al., 2007). La présence de la cytokine
dans le sérum indique qu’elle peut exercer des effets systémiques, notamment en agissant sur
les hépatocytes. De tels effets ont été décrits au cours d’un modele de colite induite par le
DSS chez la souris (Wolk et al., 2007).

2.7.2.2 Réle de I’IL-22 dans les modéles animaux de colites

Un faisceau d’arguments issus de 1’étude des modeles de colites inflammatoires chez
le rongeur laisse suggérer que 1I’IL-22 y exerce des actions protectrices majeures nécessaires a
la résolution de la maladie. Tout d’abord, les colites induites par le DSS ou le transfert de
lymphocytes T CD4* CD45RB" CD25 dans des souris Ragl” sont plus sévéres chez les
animaux 11227 et se caractérisent par plus d’inflammation intestinale et de dommages
tissulaires (Pickert et al., 2009; Zenewicz et al., 2008). Ensuite, le blocage de 1’'IL-22 par un
anticorps neutralisant au cours d’une colite induite par le DSS prolonge la durée de la phase
de cicatrisation épithéliale (Neufert et al., 2010; Sugimoto et al., 2008). Enfin, I’injection
d’IL-22 recombinante (Cox et al., 2011; Sugimoto et al.,, 2008) ou I’induction de sa
production endogéne (Mielke et al., 2013b; Monteleone et al., 2011) atténue de fagon
spectaculaire la sévérité de la colite, y compris dans le modéle dépendant du TNBS, dans

lequel I’'IL-22 n’est pas produite spontanément (Monteleone et al., 2011). Les actions
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protectrices de 1’IL-22 dans ces modeles impliquent d’une part, le renforcement de la fonction
de barriere de I’épithélium intestinal a travers I’induction de la production de PAMs par les
cellules épithéliales (Zindl et al., 2013), de mucus par les cellules de Goblet (Sugimoto et al.,
2008) et le renforcement des jonctions serrées (Brand et al., 2006) ; d’autre part une induction
de la cicatrisation épithéliale a travers ’induction de I’expression de genes anti-apoptotiques
et mitogenes par les cellules épithéliales différenciées, ainsi que la différentiation des cellules
souches intestinales (Hanash et al., 2012; Pickert et al., 2009).

Nuancant ce rdle protecteur de 1’IL-22, des actions déléteres lui ont également été
attribuées dans des modeles particuliers, indiquant encore une fois que ses propriétés sont
influencées par le contexte dans lequel elle est produite. Premiérement, le transfert de
lymphocytes T CD4" CD45RB'" CD25" dans des souris Ragl™ induit le développement d’une
colite tres modérée en 13 semaines, sans destruction de 1’épithélium mais caractérisée par plus
de prolifération cellulaire, attribuée a la production d’1L-22 par les lymphocytes T transférés
(Kamanaka et al., 2011). Contrairement aux modéles de colites habituels dans lesquels
I’atteinte épithéliale favorise ’induction d’IL-22 par les ILC du groupe 3 en réponse a des
interactions majorées avec la flore commensale, pratiquement aucune induction d’IL-22 n’est
observée dans les cellules du receveur, suggérant que le phénotype observé est lié a I’excés
d’apport exogéne d’IL-22 par le transfert. A I’image de la colite, la signification
physiologique de ce modéle reste trés modeste. Dans une seconde étude, I’injection d’un
anticorps anti-CD40 a des souris Ragl” induit une colite qui peut étre prévenue si un
anticorps neutralisant 1’IL-22 est injecté quotidiennement (Eken et al., 2013). La colite dépend
de la production d’IL-22 par les ILCs du groupe 3 et ne se développe donc pas lorsque 1’anti-
CDA40 est injecté & des souris Ragl” 1123". Au contraire, I’injection d’un plasmide contenant
le cDNA de I’IL-22 permet de la restaurer, indiquant donc clairement un réle pathogene de la
cytokine. Dans ce modele, I’L-22 semble majorer la production de CXCL1, CXCL2 et
CXCLS5 et donc le recrutement de PNN dans le colon (Eken et al., 2013).

2.7.2.3 Conclusion sur le role de ’IL-22 dans les MICI

La forte expression d’IL-22 retrouvee dans la muqueuse inflammatoire de la MC et de
la RCH suggere qu’elle y exerce un rdle important. En accord avec les données issues de
I’étude des mod¢les animaux, I’IL-22 est probablement nécessaire au renforcement et a la
réparation de 1’épithélium intestinal au cours des poussées aigues. Cependant, les propriétés

puissantes de la cytokine nécessitent d’étre strictement régulées afin d’éviter des actions
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prolongées ou exacerbées qui peuvent s’avérer particulierement dommageables, tel qu’illustré

dans certains modeéles de colites ou dans le psoriasis.

2.7.3 Pathologies rhumatologiques

2.7.3.1 Polyarthrite rhumatoide

L’expression d’IL-22 est détectée par PCR dans le tissu synovial inflammatoire des
patients atteints de polyarthrite rhumatoide (PR) (Ikeuchi et al., 2005; van de Veerdonk et al.,
2011), notamment dans les fibroblast-like synoviocytes (FLS) (Carridn et al., 2013; Ikeuchi et
al., 2005). Les expériences d’THC retrouvent également une production forte d’IL-22 dans le
tissu synovial des patients atteints de PR mais pas d’ostéoarthrite (OA) (Ikeuchi et al., 2005;
Kim et al., 2011). Par ailleurs, la réalisation de double immunomarquages par IFI et des
expériences de western blot (WB) suggerent que les FLS sont une source importante de la
cytokine a ce niveau (Carrién et al., 2013; lkeuchi et al., 2005), en association avec les
lymphocytes T (Mitra et al., 2012b). De I’IL-22 soluble peut également étre dosée dans le
liquide synovial (Kim et al., 2011; Mitra et al., 2012b). Les concentrations sériques d’IL-22
sont augmentées au cours de la PR en regard de témoins sains ou atteints d’OA (Cascdo et al.,
2010; Kim et al., 2011; Leipe et al., 2011, 2014; Mitra et al., 2012b; Zhang et al., 2011a). Des
hauts niveaux d’IL-22 sériques semblent de plus associés a des PR plus érosives et prédisent
une évolution radiologique plus sévére a deux ans (Leipe et al., 2011). Ces hauts niveaux
d’IL-22 sont présents chez les patients porteurs de 1’alléle rs1805010 de I’'IL-4R, responsable
d’une signalisation altérée et associé a des PR plus destructrices, particuliérement s’ils sont
homozygotes (Leipe et al., 2014). Enfin, les fréquences des lymphocytes Th22 et Thl7
produisant de 1’IL-22 sont augmentées au cours de la PR (Colin et al., 2010; Leipe et al.,
2011; Shen et al., 2009; Zhang et al., 2011a, 2012) et la production d’IL-22 par ces derniers
diminue lorsqu’ils sont stimulés en présence de dexaméthasone et de vitamine D (Colin et al.,
2010).

Les analyses par PCR, IHC, IFI et WB indiquent également que les FLS expriment I’IL-
22R et constituent la cible principale de I’IL-22 au niveau du tissu synovial des patients
atteints de PR (Carridn et al., 2013; Ikeuchi et al., 2005; Mitra et al., 2012b). L’expression de
I’TL-22R est de plus renforcée s’ils sont activés par du TNFo ou du LPS (Carrion et al., 2013).
La stimulation in vitro de ces FLS par de I'IL-22 recombinante induit leur prolifération,
suggérant que 1’IL-22 pourrait participer a la formation du pannus synovial (Carrion et al.,
2013; Ikeuchi et al., 2005; Mitra et al., 2012b). L’IL-22 induit également la production de
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CCL2 (Ikeuchi et al., 2005), MMP1 et S100A8 (Carrion et al., 2013), indiquant qu’elle
pourrait aussi favoriser la réorganisation du tissu synoviale et entretenir I’inflammation locale.
Enfin, les FLS cultivés en présence d’IL-22 expriment RANKL (receptor activator of nuclear
factor kappa-B ligand) de facon dose dépendante. Ce dernier semble fonctionnel puisque la
culture de FLS activés par I’IL-22 en présence de M-CSF favorise la différentiation de
monocytes en ostéoclastes, laissant supposer que 1I’'TL-22 puisse aussi contribuer aux érosions
osseuses dans la PR (Kim et al., 2011).

Plusieurs études ont également analysé le role de I’IL-22 dans des modé¢les d’arthrites
chez le rongeur. Tout d’abord, I’expression d’IL-22 est induite dans les articulations
inflammatoires au cours du modéle d’arthrite induite par le collagéne de type II en présence
d’adjuvant complet de Freund (Sarkar et al., 2013). La production de la cytokine peut étre
détectée dans les lymphocytes T CD4" spléniques et semble dépendante de 1’IL-23 (Geboes et
al., 2009; Mus et al., 2010; Sarkar et al., 2013). Le role de I’IL-22 dans ce mod¢le n’est pas
clair puisque, d’une part, I’incidence des arthrites est moins importante, et pour les souris
atteintes la sévérité de I’arthrite est 1égerement atténuée, lorsque le collagéne et 1’adjuvant
sont injectés & des souris 11227 (Geboes et al., 2009), et d’autre part, I’injection d’IL-22
recombinante a des souris sauvages permet d’en diminuer la gravité (Sarkar et al., 2013). Il
est intéressant de noter que dans ces 2 études, des cellules CD11b* IL-22R" sont détectées
dans la rate des souris immunisées. Les actions de I’'TL-22 sur ces cellules sont a nouveau
contrastées puisque Geboes et al. indiquent qu’elle favoriserait 1’ostéoclastogénese en
présence de M-CSF et de RANKL, alors que Sarkar et al. suggérent qu’elle induirait la
productiond’IL-10. Il faut mentionner que les fonds génétiques des souris utilisées dans ces 2
études sont différents. Renforgant un peu plus les difficultés d’interprétation, une derniére
étude indique que 1’administration d’anticorps neutralisant 1’IL-22 empéche le developpement
de Darthrite alors que I’injection d’IL-22 recombinante la majore (Pineda et al., 2014).
Ensuite, I’étude du modéle d’arthrite spontanée des souris Il1ra’ retrouve des niveaux d’IL-
22 articulaires d’autant plus ¢élevés que I’atteinte est sévere et suggere qu’elle est modérément
atténuée si des anticorps neutralisant 1I’IL-22 sont utilisés (Marijnissen et al., 2011).
Finalement, aucun role de I’IL-22 n’est retrouvé dans le modele d’arthrite induite par
I’injection intradermique d’albumine bovine sérique méthlyée émulsifiée dans 1’adjuvant
complet de Freund (van Hamburg et al., 2013).

Les niveaux de production élevés d’IL-22 associés a I’expression de son récepteur par les

FLS laissent entendre qu’elle pourrait exercer un réle physiopathologique important dans la
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PR. Cependant, les résultats contrastés issus de 1’étude des modeles animaux empéchent a ce

jour d’établir des conclusions claires sur sa place réelle dans la maladie.

2.7.3.2  Spondylarthrites

Bien que I’étude du réle de I’IL-22 dans les spondylarthrites (SpA) fasse pour I’instant
I’objet de moins de travaux que dans la PR, les arguments en faveur d’une place importante
de la cytokine dans la physiopathologie de ces maladies semblent plus forts. Tout d’abord,
I’existence d’un chevauchement clinique et génétique entre les SpA, le psoriasis et les MICI
(Braun and Sieper, 2007), particulierement illustré par leur association commune avec des
variants de I’IL-23R (Cargill et al., 2007; Duerr et al., 2006; Rahman et al., 2008; Rueda et
al., 2008; Schmechel et al., 2008), en relation avec les preuves convaincantes de 1’importance
de I’IL-22 dans le psoriasis et les MICI discutées plus hauts, suggere fortement que cette
cytokine soit également impliquée dans les SpA. Renforcant cette hypothése, une
augmentation de la fréquence des lymphocytes T CD4" I1L-22", coproduisant ou non de I’IL-
17, dans le sang périphérique, ainsi qu’une forte production d’IL-22 par les ILC3 NCR" dans
I’iléon inflammatoire, sont retrouvées chez les patients atteints de spondylarthrite ankylosante
(Ciccia et al., 2011b; Shen et al., 2009; Zhang et al., 2012). Il peut de plus étre noté qu’une
preuve formelle du role de I’TL-17 dans cette maladie a été fournie récemment par I’efficacité
du traitement par un anticorps neutralisant 1’IL-17 (Baeten et al., 2013). Ensuite, 1’absence de
développement de symptomatologie articulaire et digestive dans le modele de rat HLA-
B27/hB(2) lorsque les animaux sont élevés en conditions germ-free (Taurog et al., 1994)
indique que la flore commensale intestinale, et donc probablement son contrdle par 1’'TL-22,
sont importants. La surexpression systémique d’1L-22, induite par 1’injection d’un minicercle
d’ADN a des souris, favorise par ailleurs le développement d’une enthésite. Une enthésite
plus sévere, associé a des lésions de psoriasis, sont de plus induites par I’injection de
minicercle d’ADN codant pour I’IL-23. Cette derniere induit la production d’IL-22 et d’IL-17
par une population CD3* CD4 CD8 RORyt" résidant constitutivement dans les enthéses, et la
neutralisation de ces deux cytokines par des anticorps monoclonaux prévient I’incidence de la
maladie. L’enthésite est caractérisée par un infiltrat inflammatoire important et un remodelage
osseux proche de celui observé dans les SpA. Ce remodelage osseux semble particulierement
dépendant de I’'IL-22 puisqu’il est reproduit plus fortement par les injections de minicercles
d’ADN codant pour I’IL-22 plutdt que pour 1’IL-23 (Sherlock et al., 2012). Finalement, la

neutralisation de I’IL-22 par un anticorps monoclonal atténue la sévérité de I’enthésite mais
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majore celle de I’iléite dans le modee de SpA murin induit par I’injection de curdlan a des

souris BALB/c ZAP-70"1%*¢ (Benham et al., 2014).

2.7.3.3 Lupus systémique et syndrome de Sjogren

Peu d’études ont jusqu’a présent analysé la place de I’'IL-22 dans le lupus systémique
(LS) et le syndrome de Sjogren (SS). Les niveaux sériques d’IL-22 pourraient étre légérement
plus élevés chez les patients atteints de SS primaire (Lavoie et al., 2011). Par ailleurs, une
forte expression d’IL-22, produite par les lymphocytes T CD4" et les ILC3 NCR®, est
retrouvée dans les glandes salivaires de ces patients en regard de ceux atteints de sialadénite
chronique non specifique (Ciccia et al., 2011a). Etonnamment, une production par les cellules
épithéliales est également évoquée. Finalement, la production d’IL-22 dans les glandes
salivaires diminue apres traitement efficace par le rituximab (Ciccia et al., 2013). Les donneées
concernant les niveaux sériques et la frequence des lymphocytes T CD4+ IL-22+ dans le LS
sont quant a elles discordantes selon les études et empéchent d’établir des conclusions
définitives a I’heure actuelle (Cheng et al., 2009; Lin et al., 2014; Pan et al., 2009; Qin et al.,
2011; Yang et al., 2013; Yu et al., 2011; Zhao et al., 2013).

2.7.4 Cancer

Sans étre mutagenes, les propriétés puissantes exercées par 1’IL-22 sur les cellules
épithéliales, favorisant leur prolifération, leur survie et leur régénération, importantes pour la
protection des tissus épithéliaux, peuvent également s’appliquer aux cellules malignes et ainSi
favoriser le développement de carcinomes. Plusieurs travaux ont ainsi relevé des liens étroits
entre I’IL-22 et les cancers digestifs, le carcinome hépatocellulaire (CHC) ainsi que le cancer
du poumon. Des roles de I’IL-22 dans la prolifération des cellules tumorales exprimant de
fagon aberrante le récepteur de I’'TL-22 ont également été notés au cours de certaines

hémopathies malignes.

2.7.4.1 Cancers du tractus digestif

a) Cancer colorectal

Des niveaux d’expressions ¢levés d’1L-22 sont retrouvés au niveau des adénocarcinomes
colorectaux (Jiang et al., 2013; Kirchberger et al., 2013; Kryczek et al., 2014; Wu et al., 2014;
Yu et al., 2013). L’IL-22 y est majoritairement produite par les lymphocytes T CD4" infiltrant
la tumeur (TILs : tumor infiltrating lymphocytes) et dans une moindre mesure par les ILC3

NCR™ (Jiang et al., 2013; Kirchberger et al., 2013). Une augmentation des concentrations

57



sériques de la cytokine est également observée chez les patients atteints de cancer colorectal
(CRC) et semble corrélée a un moins bon pronostic en lien avec une plus forte résistance de la
tumeur & la chimiothérapie (Wu et al., 2013, 2014). L’ajout d’IL-22 ou de TILs IL-22" au
cours de la culture de lignées tumorales de CRC favorise leur prolifération, les protege de
I’apoptose, les rend résistantes a la chimiothérapie et induit leur production d’oxyde nitrique
synthase inductible (Jiang et al., 2013; Wu et al., 2013, 2014; Ziesché et al., 2007). Il est
intéressant de relever que des polymorphismes du géne IL22 pouvant conférer une
susceptibilité accrue au CRC ont été decrits (Thompson et al., 2010). Finalement, des études
in vivo de modéles animaux de CRC confortent le role que 1’IL-22 semble pouvoir exercer sur
la survie et la prolifération des cellules tumorales. Tout d’abord, le développement de tumeurs
colorectales suite a I’injection d’azoxyméthane (AOM), un carcinogéne puissant, a des souris
129SvEv.Rag” chez lesquelles une inflammation colique est préalablement induite par
I’injection de la bactérie Helicobacter hepaticus, peut étre prévenue par 1’administration
répétée d’anticorps neutralisant 1’IL-22 (Kirchberger et al., 2013). L’incidence des tumeurs

min/+

est également réduite dans le modéle de souris Apc™, qui présentent une mutation
dominante du gene Apc (adenomatous polyposis coli) et développent spontanément de
multiples adénomes tout au long de D’intestin, lorsqu’elles sont déficientes pour 1’IL-22
(Huber et al., 2012). Au contraire, la charge tumorale est majorée chez les souris 11227 dans le
modele DSS/AOM dans lequel I’inflammation intestinale est induite par I’administration de
DSS dans I’eau de boisson (Huber et al., 2012). L’explication de cet effet paradoxal semble
étre liée a une majoration de I’inflammation colique au cours de I’administration du DSS en
I’absence d’IL-22. Finalement, I’injection de tissu tumoral de CRC humain a des souris NSG
(NOD Shi-scid IL-2Rynull), ne produisant pas de lymphocytes innés ou adaptatifs, conduit a la
formation de tumeurs dans le colon dont le développement est fortement dépendant de 1’1L-22
produits par les TILs (Kryczek et al., 2014). Dans cette étude, les auteurs montrent que 1’IL-
22 favorise 1’expression de géenes conférant des propriétés de cellules souches aux cellules
tumorales. L’IL-22 induit 1’activation de STAT3 qui permet I’expression du géne codant pour
la méthyltransférase DOT1L (disruptor of telomeric silencing 1-like) et de son cofacteur
AFF4. DOTI1L permet de diméthyler la lysine en position 79 de I’histone 3. Ces modifications
épigénétiques permettent alors 1’expression de genes clefs dans la biologie des cellules

souches, tels que NANOG, SOX2 et POU5F1 (Kryczek et al., 2014).
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b) Cancers gastriques et du pancréas

Une infiltration des tumeurs gastriques par des lymphocytes T CD4" IL-22" (Th22, Th17
et Thl) est retrouvee, d’autant plus que le stade TNM est élevé, et semble de plus mauvais
pronostic (Zhuang et al., 2012). Des conclusions analogues sont également portées a partir de
I’analyse des lymphocytes T CD4" du sang périphérique (Liu et al., 2012). Finalement, il a été
proposé que I’'TL-22 soit aussi produite par les fibroblastes gastriques associés a la tumeur
(Fukui et al., 2014). La stimulation de lignées de cancer de I’estomac par de I'IL-22
recombinante induit leur production de MMP7 et MMP13 et accroit leur capacité
d’envahissement. Des effets similaires sont obtenus lorsque les fibroblastes associés a la
tumeur sont incubés en présences des cellules tumorales mais sont abolis en présence d’un
anticorps neutralisant 1’IL-22 (Fukui et al., 2014). Une infiltration par des lymphocytes Th22
est ¢également décrite dans les tumeurs du pancréas dont I’importance corréle a nouveau avec

le stade TNM (Xu et al., 2014c).

2.7.4.2 Carcinome hépatocellulaire

A I’image des observations faites dans les tumeurs du tractus digestif, une infiltration
de lymphocytes T CD4" IL-22", et dans une moindre mesure CD8" 1L-22", est retrouvée dans
le CHC (Jiang et al., 2011). A nouveau, la production d’IL-22 est d’autant plus forte que le
stade TNM est éleve. Par ailleurs, des concentrations sériques élevées sont associées a une
réduction de la survie a 2 ans (Waidmann et al., 2014). Le transfert adoptif de cellules d’une
lignée tumorale en présence de TILs issus de patients atteints de CHC dans la capsule sus-
rénale de souris nude induit le développement de CHC (Jiang et al., 2011). Ces tumeurs sont
caractérisées par une forte expression de la Cycline D1 et des molécules anti-apoptotiques
Bcl-2 et Bel-xL. Les TILs I1L-22" favorisent également ’envahissement métastatique du fait
d’une induction plus forte de I’expression de VEGF dans les tumeurs (vascular endothelial
growth factor). In vitro la culture de cellules tumorales en présence de TILs IL-22" favorise
leur prolifération et leur survie et s’accompagne d’une augmentation de I’expression de la
Cycline D1, de Bcl-2 et de Bcl-xL (Jiang et al., 2011). Finalement, la formation de tumeurs
hépatiques dans le modele de CHC induit par 1’injection de DEN (diéthylnitrosamine) est trés
nettement atténuée chez les souris déficientes pour I’'IL-22 (Jiang et al., 2011). Au contraire,
les souris IL-22Tg presentent un développement tumoral accélére et caractérisé par un

nombre de tumeurs nettement plus important (Park et al., 2011).
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2.7.4.3 Cancer du poumon

L’IL-22 est fortement exprimée dans les tumeurs pulmonaires et les épanchements
pleuraux malins, ot elle est majoritairement produite par de lymphocytes T CD4" (Kobold et
al., 2013; Ye et al., 2012; Zhang et al., 2008). Etonnamment, une expression d’IL-22 a été
détectée dans la lignée tumorale de carcinome du poumon non a petites cellules A549. De
plus, la transfection de ces cellules, ainsi que celles de la lignée PG, avec le gene codant pour
I’TL-22 les rend plus résistantes a 1’apoptose induite par la chimiothérapie. Ces effets passent
par I’activation de I’IL-22R et de STAT3 et sont bloqués lorsqu’un anticorps neutralisant 1’IL-
22R est ajouté dans la culture (Zhang et al., 2008). Il faut noter que I’expression d’IL-22 par
la lignée A549 n’a pas été retrouvée dans une autre étude (Kobold et al., 2013). Cependant, la
stimulation de cette lignée ainsi que 3 autres par de I’IL-22 recombinante induit bien
I’activation de STAT3 (Kobold et al., 2013). Dans cette étude, I’IL-22 induit la prolifération
des cellules tumorales mais ne présente par contre pas d’effet sur la résistance a la
chimiothérapie. L’IL-22 semble également augmenter la capacité de migration et d’adhérence

des cellules tumorales in vitro (Ye et al., 2012).

2.7.4.4 Hémopathies malignes

Une expression aberrante de I’'IL-22R a pu étre observée a la surface des lymphocytes
tumoraux au cours du lymphome du manteau (Gelebart et al., 2011) et du lymphome
anaplasique a grandes cellules positif pour les phosphatases alcalines (ALK ALCL :
anaplastic lymphoma kinase™ anaplastic large cells lymphomas) (Bard et al., 2008; Savan et
al., 2011), les rendant ainsi sensibles a 1’'IL-22. Au cours du lymphome du manteau, I’TL-22
permet la prolifération des tumorales (Gelebart et al., 2011). Dans I’ALK" ALCL,
I’expression aberrante de I’IL-22R semble étre due a la protéine de fusion oncogéne NPM-
ALK (nucleophosmin-anaplastic lymphoma kinase) issue de la translocation t(2;5)(p23;035)
(Bard et al., 2008). De hauts niveaux sériques sont également décrits dans ce lymphome,
indiquant que 1’IL-22 peut agir en permanence sur les cellules tumorales, favorisant leur
prolifération (Savan et al., 2011). Finalement, une forte production d’IL-22 est retrouvée dans
la peau lésionnelle des patients atteints de lymphomes T cutanés et est associée a des
concentrations sériques élevées. La production d’IL-22 semble étre assurée par les cellules
tumorales (Ito et al., 2014; Shimauchi et al., 2013) ainsi que par les lymphocytes T non
tumoraux, de facon réactionnelle. La production d’IL-22 pourrait contribuer a entretenir
I’inflammation cutanée au niveau de la peau lésionnelle (Miyagaki et al., 2011) ainsi qu’a
recruter de nouvelles cellules tumorales (Ito et al., 2014).
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2.7.5  Conclusion sur le réle de I’'IL-22 en immunopathologie

Les actions de I’IL-22 dans la peau sont indiscutablement délétéres au cours du
psoriasis et semblent participer, en conjonction avec I’IL-17, a I’entretien d’une inflammation
chronique, ainsi qu’aux différentes altérations cutanées caractéristiques de la maladie.
L’échec d’un premier essai thérapeutique évaluant 1’efficacité de I’administration unique
d’une faible dose d’un anticorps neutralisant I’IL-22 ne doit pas faire négliger 1’importance
physiopathologique de cette cytokine. Cette derniére a d’ailleurs été clairement renforcée
récemment par I’analyse du profil transcriptionel de peau humaine saine greffée sur une souris
immunodéficiente aprés injection d’IL-22, qui présentait 26% de chevauchement avec celui
de la peau lésionnelle de patients psoriasiques (Perera et al., 2014). Cependant, puisque 1’IL-
20 et I’IL-24 semblent renforcer les altérations cutanées induites par 1’IL-22 (Sa et al., 2007),
sont exprimées aux cours du psoriasis (Kumari et al., 2013) et peuvent utiliser la chaine IL-
22R1 pour exercer leurs actions (Tableau 1), il est probable que les prochains essais
thérapeutiques ciblant cet axe s’orientent majoritairement vers le blocage de I’'IL-22R1.

L’interprétation de la production continue d’IL-22 par les TILs au cours de différents
carcinomes, avec en premier lieu le CRC et le CHC, semble également assez univoque et
témoigne d’un role pathologique, favorisant la prolifération, la survie et 1’envahissement des
cellules tumorales. La neutralisation de 1’IL-22 ou de son récepteur pourrait donc s’avérer
bénéfique. Aucune donnée sur la place de I’IL-22 dans le mélanome n’est pour I’instant
disponible. Il serait cependant probablement intéressant d’analyser les effets de sa production
éventuelle par les TILs compte-tenu des applications de thérapie cellulaire dont ils font 1I’objet
dans cette maladie (Hinrichs and Rosenberg, 2014).

Finalement, la place de I’IL-22 dans les MICI est plus compliquée a déterminer puisque,
d’une part, elle permettrait de renforcer les propriétés de barricre et la régénération de
I’épithélium intestinal au cours des poussées inflammatoires, et d’autre part, elle pourrait
favoriser la croissance tumorale de cellules malignes dont le développement est favorisé par
I’inflammation (Grivennikov et al., 2010). La modulation a la hausse des actions de 1’1L-22
dans les MICI devrait donc étre strictement contrdlée dans le temps et limitée aux phases
aigues, avec pour objectif d’empécher I’accumulation des Iésions épithéliales qui a terme
rendent le recours a la chirurgie inévitable (Pariente et al., 2011b), tout en évitant de favoriser
I’émergence de CRC. Cette modulation pourrait passer par 1’injection d’IL-22 recombinante
ou I’induction de sa syntheése par I’administration de ligands d’AHR, comme il I’a déja été

proposé (Monteleone et al., 2011). Cependant, une augmentation des quantités d’IL-22
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induirait invariablement une majoration de ses effets systémiques et trés probablement
cutanés, particulierement chez les sujets prédisposés génétiquement. A ce titre, 1’apparition de
Iésions psoriasiformes a déja été observée apres injection d’IL-22 recombinante a des souris
(Zelante et al., 2013). Une telle approche semble en outre contre-indiquée pour traiter les
MICI associées a la spondylarthrite ankylosante du fait du réle destructeur de I’IL-22 dans les
enthéses et de I’association de cette maladie au psoriasis. Enfin, I’existence de mod¢les de
colites, bien que trés spécifiques, dans lesquels I’'TL-22 peut présenter des actions pro-
inflammatoires destructrices, rappellent de plus I’importance d’une régulation fine et locale de
ses actions. Il a déja été mentionné que ces dernic¢res sont dépendantes de 1’environnement
cytokinique dans lequel 1I’'IL-22 est produite, puisque certaines cytokines peuvent agir en
synergie avec I’'IL-22 (Boniface et al., 2005; Eyerich et al., 2011; Liang et al., 2006; Nograles
et al., 2008; Sa et al., 2007; Wolk et al., 2004, 2009a), alors que d’autres peuvent augmenter
la sensibilité de ses cellules cibles en renfor¢ant 1’expression de 1’IL-22R1(Tohyama et al.,
2012). L’1L-22 fait de plus partie des rares cytokines, la seule au sein de la famille de 1’IL-10,
a posseder un inhibiteur soluble spécifique, dénommé IL-22 binding protein (IL-22BP). La
preuve de I’importance physiologique de 1’IL-22BP est probablement fournie par sa
conservation au travers de 1’évolution (Dumoutier et al., 2001; Gruenberg et al., 2001; Kim et
al., 2012; Kotenko et al., 2001b; Wei et al., 2003; Weiss et al., 2004; Xu et al., 2001). Pour
autant, bien que son intégration a 1’étude des fonctions de I’axe IL-22/IL-22R semble
évidente, la caractérisation et le r6le physiopathologique de I’'IL-22BP ont été trés peu
étudiées et font donc 1’objet de cette these. Toutefois, avant d’en présenter les objectifs
principaux, la prochaine section s’attachera d’abord a dresser 1’état des connaissances sur

cette protéine au moment de I’initiation du travail.
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3 L’interleukine 22 binding protein

3.1 Géne et protéine de I’'IL-22BP

3.1.1 L’IL-22BP humaine

La découverte du geéne codant pour I'IL-22BP s’est faite en 2001 par 4 groupes
indépendants, lors de la recherche d’homologues des protéines de la famille CRF2 sur des
banques publiques d’ADNc humain (Dumoutier et al. 2001; Kotenko et al. 2001; Xu et al.
2001). 1l a ainsi pu étre mis en evidence un nouveau gene localisé sur le chromosome 624,
codant pour une protéine présentant une homologie significative avec les différents membres
de la famille CRF2, et plus particuliérement avec le domaine extracellulaire de I’'IL-22R1. La
réalisation d’un arbre phylogénétique (Figure 10A) a confirmé la relation plus étroite existant
entre ce gene et le géne IL22RA1 (Dumoutier et al., 2001) conduisant au choix de la
dénomination IL22RA2 pour le désigner (Xu et al., 2001). 1l est intéressant de souligner que
ce gene se trouve a proximité et dans la méme orientation transcriptionelle que les genes
codant pour I'IFN-yR1 et I’'IL-20R1, 2 autres membres de la famille CRF2, et ce d’autant plus
qu’il a également été mentionné plus haut 1’existence d’une proximité entre les génes codant

pour I’'IL-22, I’TFN-y et I’IL-26 sur le chromosome 12q15.
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Figure 10: Phylogénie et structure du géne IL22RA2. (A) Arbre phylogénétique regroupant
les différents membres de la famille CRF2 (d’aprés Dumoutier et al. 2001). Les génes
IL22RA1 (IL22R) et IL22RA2 (CRF2-X) sont entourés par le cercle rouge. (B) Organisation
des jonctions exons-introns des genes codant pour les 3 isoformes décrites du géne 1L22RA2.
Les boites noires représentent les exons codant, les boites blanches les régions non traduites et
les lignes les introns. La boite gris foncé représente 1’exon additionnel présent dans 1’isoforme
1. La boite gris clair représente I’exon excisé dans 1’isoforme 3.
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La structure du gene IL22RA2 comprend 6 exons et s’étend sur environ 30 kilobases
(kb). Son organisation est similaire a celles des geénes codant pour I'IFN-yR1 et I’[L-20R1
(Figure 10B). Elle comprend une région 5’ non traduite (S’UTR pour untranslated region)
codée par I’exon 1 et la premiére partie de I’exon 2 ; le reste de 1’exon 2 code pour un peptide
signal de 21 AA, nécessaire a I’adressage de la protéine dans les compartiments cellulaires ;
les exons 3 a 5 et la premiére partie de I’exon 6 codent pour la protéine mature ; le reste de
I’exon 6 correspond au 3°’UTR.

L’ensemble de la région codante conduit a la production d’une protéine de 231 AA
présentant 33% d’identités avec la portion extracellulaire de I’'IL-22R1. Par ailleurs, I’absence
de domaines intra-cytoplasmique et transmembranaire, normalement présents chez les
membres conventionnels de la famille CRF2, implique que I’'IL-22BP est une protéine
sécretée. La structure de I’'IL-22BP associ¢e a I’IL-22 a également pu étre résolue par des
expériences de cristallographie (de Moura et al., 2009; Trivella et al., 2010) (Figure 11). La
protéine mature se replie pour prendre une structure en forme de L caractérisée par la
présence de 2 domaines FBN-III associés en tandem, nommés D1 (domaine N-terminal
correspondant aux résidus 29 al21) et D2 (domaine C-terminal correspondant aux résidus 126
a 225) respectivement (de Moura et al., 2009). Ces 2 domaines sont reliés par une hélice 39 et
espacés d’un angle de 125°. Chaque domaine FBN-III est constitué de 2 feuillets
antiparalléles organisés en sandwiche, comprenant les brins A, B, E et C, C’ et G
respectivement. Les expériences de cristallographie ont confirmé les similarités structurales
présentes entre I’IL-22BP et I’'IL-22R1 et ont en outre indiqué qu’elles étaient plus
particulierement marquées pour leurs domaines D1 respectifs (résidus 29-121 pour I’IL-22BP
et 20-113 pour I’'lL-22R1) (de Moura et al., 2009). Ceci est concordant avec le fait que les
identités en AA sont plus fortes pour les domaines D1 que D2 (48% vs. 21%) et suggere que
le domaine D1 est plus important pour la liaison a I’IL-22.

La masse moléculaire prédite de I’IL-22BP est de 27 kDa mais la migration de la
protéine purifiée sur un gel de SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel) a
retrouvé une bande proche de 35-45 kDa (Kotenko et al., 2001) voir de 65 kDa (Gruenberg et
al., 2001). Ces expériences sont en faveur de la présence de glycosylations et sont en accord
avec I’existence de 5 sites potentiels de N-glycosylation (N-X-T/S ou N désigne un résidu
asparagine ; T, thréonine ; S, sérine et X n’importe quel AA) préedits par les analyses bio-
informatiques. De fagon surprenante, une étude a retrouvé une masse moléculaire de 20kDa
pour une protéine recombinante produite dans E.coli et conjuguée au marqueur Nus, ce qui est

inférieur a la masse moléculaire théorique (Wei et al., 2003).
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Figure 11: Structure cristallographique du complexe issu de I’interaction entre I’IL-22BP et
I’IL-22 (Trivella et al. 2010).

Trois isoformes de I’IL-22BP issues d’épissages alternatifs ont été décrites chez
I’homme (Figure 10B) (Dumoutier et al., 2001; Gruenberg et al., 2001; Kotenko et al.,
2001b; Xu et al., 2001). Ces 3 isoformes codent pour des protéines de 263, 231 et 130 AA et
sont désignées sous les termes d’isoformes 1, 2 ou 3 respectivement. Il est important de
souligner que seule I’isoforme 2 est capable de se lier efficacement a I’IL.-22 et est recouverte
sous la dénomination IL-22BP. L’isoforme la plus longue (isoforme 1) correspond a I’ajout
d’un exon (exon 4a) de 96 nucléotides entre les exons 3 et 4 de I’isoforme 2 (Figure 10B).
Cette insertion correspond a une séquence terminale longue répétée (ou LTR pour long
terminal repeat) d’un rétrotransposon ayant envahi le gene IL22RA2 au cours de 1’évolution,
tres probablement avant la séparation des singes des Ancien et Nouveau Mondes
(Piriyapongsa et al., 2007). La protéine résultante comprend ainsi un insert de 32 AA a
proximité de la région importante pour la reconnaissance de I’'TL-22, ce qui corréle avec son
incapacité a bloguer les actions de la cytokine (Dumoutier et al., 2001). Il est intéressant de
remarquer que cette isoforme est exprimée a de hauts niveaux dans le placenta (Gruenberg et
al., 2001), ce qui suggere qu’elle puisse Yy jouer un role, en s’associant a d’autres ligands que
I’IL-22. 1l est aussi envisageable que cette isoforme représente un moyen de contréle
transcriptionel de la production d’IL-22BP (Dumoutier et al., 2001). A ’opposé, I’isoforme 3
résulte quant a elle de I’excision de I’exon 5 et code pour une protéine de 130 AA pour
laquelle rien n’est connu a I’heure actuelle, mais dont la structure suggere qu’elle ne puisse

lier aucun ligand (Kotenko et al., 2001b).
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3.1.2 L’IL-22BP de souris et de rat

L’IL-22BP murine a également été caractérisee par 2 groupes indépendants (Wei et al.,
2003; Weiss et al., 2004). Le gene 1122ra2 est localisé au niveau du chromosome 10A3 et
recouvre une région d’environ 11 kb, a nouveau intercalée entre les génes Ifngrl et 1120r1.
L’organisation du géne est similaire a sa contrepartie humaine avec 5 exons codants (Weiss et
al., 2004). L’IL-22BP murine comprend 230 AA, dont les 21 premiers correspondent au
peptide signal, et est également sécrétée. Sa masse moléculaire prédite est de 24,1 kDa mais
elle présente 6 sites potentiels de N-glycosylations. Son alignement avec la protéine humaine
retrouve 66% d’identités (Weiss et al., 2004). Aucune autre isoforme n’a pu étre identifiée
jusqu’a présent.

L’IL-22BP de rat est localisée sur le chromosome 1p12 (Weiss et al., 2004) et recouvre
une région de 13 kb, toujours entre les génes Ifngrl et 1120rl. La structure du geéne est
similaire a celles humaine et murine. La protéine comprend 229 AA dont les 20 premiers
correspondent au peptide signal. La masse moléculaire prédite de la protéine est de 24,5 kDa
mais elle présente 5 sites de N-glycosyslation. La protéine mature présente 72% et 84%
d’identités avec les protéines humaine et murine respectivement. Comme chez la souris,
I’isoforme 1 ne semble pas exister et la séquence additionnelle de 96 nt n’est pas retrouvée
dans le genome. Ceci est en accord avec les données indiquant que I’insertion de la séquence
LTR aurait eu lieu plus tard dans 1’évolution (Piriyapongsa et al., 2007). En revanche,
contrairement a la souris, 1’équivalent de 1’isoforme 3 semble exister chez le rat (voir résultats
article 1). L’organisation des génes codant pour 1I’'IL-22BP de souris et de rat en comparaison
de celle humaine est présentée dans la Figure 11.

Pour finir, le géne IL22RA2 a récemment été identifié chez le poulet (Kim et al., 2012).
A nouveau, ce gene est localisé entre les genes IFNGR1 et IL20R1 et correspond a 1’isoforme
2 humaine, c’est-a-dire celle présentant les propriétés inhibitrices de I’'IL-22. La grande
conservation de I’'IL-22BP a travers I’évolution souligne donc la nécessité de I’existence
d’une régulation étroite des actions de 1’IL-22 par son inhibiteur soluble et par la méme une

fonction physiologique importante de 1’IL-22BP.
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Figure 11: Organisation des jonctions exons-introns des génes codant pour I’IL-22BP
humaine, murine et de rat. Les boites noires représentent les exons codant, les boites
blanches les régions non traduites et les lignes les introns. La boite tachetée représente
I’exon excis¢ conduisant a la génération de I’isoforme courte chez ’homme et le rat.

3.2 Distribution tissulaire de I’IL-22BP

Chez I’homme, I’expression constitutive de I’isoforme 2 du géne IL22RA2 a
principalement été détectée dans le placenta, le sein, les organes lymphoides (thymus, rate,
ganglion), le tractus gastro-intestinal (intestin gréle, colon), les poumons et la peau
(Dumoutier et al. 2001; Xu et al. 2001). L’isoforme 1 a uniquement été détectée dans le
placenta et la distribution tissulaire de ’isoforme 3 n’est pas connue. L’expression de 1’IL-
22BP a également été évaluée chez la souris dans quelques tissus et semble corroborer les
données obtenues chez I’homme. Dans cette étude, I’expression la plus forte est retrouvée au

niveau des ganglions lymphatiques (Weiss et al. 2004).

3.3 Sources cellulaires d’TL-22BP

Lorsque ce travail de thése a été initié, trés peu d’études avaient clairement fait état des
sources cellulaires d’IL-22BP, que ce soit chez I’homme ou I’animal. En 2001 Xu et al.
avaient suggéré que chez I’homme, les monocytes ainsi que les lymphocytes B et T activés
pouvaient constituer une source d’IL-22BP, sans pour autant présenter les données (Xu et al.
2001). Deux ans plus tard, Wei et al. suggeéraient également que les monocytes murins activés
par du lipopolysaccharide (LPS) étaient capables d’exprimer le géne 1122ra2. Cependant, dans
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ce travail D’expression la plus forte était retrouvée pour une lignée cellulaire, les auteurs
n’effectuaient en outre aucune comparaison avec d’autres types cellulaires que les monocytes
obtenus par adhérence a partir de la rate. Il apparaissait donc dans ce cas difficile d’évaluer
I’importance réelle des niveaux d’expression détectés (Wei et al. 2003). Une expression d’IL-
22BP avait également été retrouvée dans les PNN obtenus a partir du liquide broncho-
alvéolaire d’un patient en syndrome de détresse respiratoire aigiie (Whittington et al., 2004).
Cependant la pureté des PNN ainsi que la technique employée pour leur isolement n’étaient
pas présentées. Finalement, une seule étude visant a caractériser les sources cellulaires de
I’IL-22BP avait réellement été réalisée (Nagalakshmi et al. 2004). Ce travail mené RT-gPCR
sur différentes banques d’ADNc, n’avait retrouvé aucune expression par les monocytes,
activés ou non. Des signaux tres faibles étaient observés dans les lymphocytes T et B, ainsi
que dans les mastocytes activés par du LPS, mais les données n’étaient pas montrées. Aucune
expression n’était détectée dans PBMC, ni dans différentes lignées de cellules épithéliales et
stromales. En revanche des niveaux d’expression significatifs étaient observés dans les
cellules dendritiques dérivées des monocytes (MoDC pour monocyte-derived dendritic cells).
Cette expression chutait fortement lorsque les cellules étaient activées par du LPS. En
conclusion, les sources cellulaires d’IL-22BP étaient donc passablement obscures, les

arguments les plus fort portant tout de méme sur une expression importante des MoDC.
3.4 Propriétés physico-chimiques de I’IL-22BP

Dés les premiers travaux, il a pu étre démontré que I’incubation d’IL-22BP avec 1’1L-22
empéchait cette derniére d’exercer ses effets biologiques in vitro (Dumoutier et al. 2001,
Kotenko 2001b; Xu et al. 2001). Ainsi qu’il I’a été mentionné plus haut, ces propriétés
inhibitrices ne concernent que I’isoforme 2 humaine et ont également été confirmées chez la
souris (Wei et al. 2003). Le rdle inhibiteur de I’TL-22BP a ensuite été rattaché a ses propriétés
physico-chimiques. Il a en effet été déterminé que I’affinité de I’'IL-22BP pour I’IL-22 est
nettement supérieure a celle de I’'IL-22R1 pour I'IL-22 (1pM vs InM). L’IL-22BP est par
ailleurs incapable de lier aux autres cytokines de la famille de 1’IL-10, soulignant sa
spécificité pour I'[L-22 (Logsdon et al. 2002). La comparaison des complexes
cristallographiques 1L-22/1L-22BP et 1L-22/IL-22R1 a de plus permis d’établir que les sites
d’interactions sont similaires pour les 2 protéines (Trivella et al. 2010), confirmant les
résultats de Wu et al. qui indiquaient que 1I’'IL-22BP empéchaient la liaison de I’IL-22R1 a
I’IL-22 (Wu et al. 2008). La cristallisation du complexe IL-22BP/IL-22 a de plus caractérisé

les sites et la conformation nécessaires a une interaction optimale avec 1’IL-22. Les résidus
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Y67 et R119, situés dans le domaine D1 (Figure 11), sont obligatoirement requis pour
I’interaction avec 1’'IL-22. En accord avec ceci, des expériences de mutagénése dirigée ont
montré que le remplacement de 1’un ou l’autre de ces résidus par une alanine abolit
complétement I’interaction avec la cytokine (de Moura et al. 2009). Ces résidus sont d’ailleurs
conservés sur I’IL-22R1. Cependant 1I’'IL-22BP établit plus d’interactions polaires avec I’IL-
22 et présente un large groupement hydrophobe absent de I’IL-22R1. Ces différences
structurales entre IL-22BP et IL-22R1 permettent d’expliquer les affinités différentes de ces 2
protéines pour 1’IL22. Pour finir, ces expériences de cristallisation ont également permis de
montrer que le coefficient steechiométrique de I’interaction IL-22BP/IL-22 est de 1,
conduisant donc a la formation d’un hétérodimere.

En résumé, I’IL-22BP est capable d’établir des interactions de hautes affinités avec
I’IL-22 tout en empéchant cette derniere de se lier a son récepteur membranaire. Le complexe
IL-22BP/IL-22 est tres stable et ne semble pas pouvoir étre dissocié une fois formé. Ces
données, associées aux résultats expérimentaux obtenus lors des études initiales, affirment
donc le caractére inhibiteur de I’'IL-22BP, suggérant ainsi un role de régulateur négatif des

propriétés biologiques de I’'1L-22.
3.5 Données biologiques sur I’'1L-22BP

Le role physiologique de I’'TL-22BP reste encore assez mal connu et lors de I’initiation
de ce projet de thése, aucune étude n’avait spécifiquement étudié ses fonctions in vivo. En
2008, Sugimoto et al. avaient cependant établi pour la premiere fois une preuve que I’IL-
22BP pouvait inhiber les actions de I’'IL-22 in vivo. Dans leur étude, les auteurs montraient
que I’induction d’une production localisée d’IL-22BP par la micro-injection pressurisée d’un
vecteur non viral contenant le gene 1122ra2, permettait d’inhiber les effets protecteurs de 1’TL-
22 au cours d’une colite induite par le DSS. L’expression de 1I’'IL-22BP, détectée par RT-
gPCR, restait localisée au niveau du site de I’injection, de méme que ses effets inhibiteurs,
indiquant que la diffusion tissulaire de I’IL-22BP semble limitée. (Sugimoto et al. 2008). Une
autre étude avait par ailleurs évoqué un role délétére de I’TL-22BP au cours de la maladie de
Verneuil. D’étiologie encore inconnue, cette pathologie se caractérise par une occlusion du
follicule pilo-sébacé conduisant a une inflammation secondaire ainsi qu’a des suppurations
liées a des surinfections bactériennes. Bien que 1’IL-22 f(t induite dans la peau lésionnelle,
ses niveaux d’expression étaient plus faibles que dans le psoriasis. Au contraire, 1’expression

d’IL-22BP était quant a elle plus forte. Ces résultats avaient conduit les auteurs a supposer
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que I’IL-22BP pourrait donc inhiber 1’'IL-22 et entraver I’induction de 1’expression de PAMs
(Wolk et al. 2010).

La régulation de I’expression du géne 1122ra2 n’était, elle non plus, pas trés étudiée.
Ainsi qu’il 1’a déja été précisé, I’expression importante de 1I’'IL-22BP par les MoDC
immatures chutait aprés leur activation par le LPS (Nagalakshmi et al. 2004). Plusieurs
travaux indiquaient également une diminution de 1’expression de 1’'IL-22BP au cours de
colites induites par le DSS (Wolk et al. 2007; Sugimoto et al. 2008). A D’inverse, une
expression accrue au niveau de 1’appendice inflammatoire, ainsi que dans des carcinomes
ovariens étaient observées chez I’homme (Xu et al. 2001). Une induction était par ailleurs
décrite dans le foie au cours de différents modeéles d’infections par des schistosomes,
mycobactéries et Toxoplasma gondii (Wilson et al. 2010), ainsi que dans la rate et le rein dans
un modele de péritonite polymicrobienne (Weber et al. 2007). Dans cette étude, les auteurs
suggeraient de plus que les effets délétéres de I’IL-22 observés dans ce modele étaient
atténués par 1’injection d’IL-22BP recombinante. Finalement, une induction importante de
I’expression du gene 1122ra2 était notée dans les articulations inflammatoires des souris Il1ra-
" (Marijnissen et al. 2011).

Pour conclure, deux études avaient aussi décrit 1’association de SNPs du gene IL22RA2
a des formes plus séveres de sclérose en plaque (Beyeen et al., 2010; Vandenbroeck et al.,
2011), et une avait identifié un SNP associé a la progression de la leucémie lymphoide
chronique (Wade et al. 2011).
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Objectifs du projet

L’étude des propriétés biologiques de I’IL-22 révele qu’il s’agit d’une cytokine aux
actions puissantes, particulierement importantes pour renforcer les propriétés de barriére et la
régénération épithéliale au cours d’infections ou de lésions tissulaires séveres. La contrepartie
de ces actions protectrices réside dans le caractére hautement délétere que peuvent renfermer
une exacerbation et/ou une prolongation de ses effets, et justifie donc la mise en place d’un
systeme de contréle rigoureux. Une compréhension plus précise des fonctions biologiques et
immunopathologiques de I’IL-22 semble ainsi devoir intégrer 1’étude de ces mécanismes de
contréle dont I’IL-22BP représente probablement un des éléments les plus importants. Pour
autant, au-dela de sa nature sécrétée et de ses propriétés hautement inhibitrices sur les actions
de I’'TIL-22 in vitro, I’'TL-22BP est une protéine encore assez peu caractérisée. Par conséquent,
ce travail de these a eu pour objectif de tenter de mieux appréhender certains des aspects

principaux concernant la biologie de I’IL-22BP chez I’homme et le rongeur.
L’objectif de ce travail aura ainsi éte triple :

1. Identifier les sources cellulaires d’IL-22BP chez ’homme et le rongeur.

Pour ce faire, une analyse de I’expression d’IL-22BP par RT-gPCR a été réalisée sur cellules
triees par cytométrie en flux, particulierement a partir des différents compartiments du
systeme immunitaire muqueux intestinal, ou des niveaux d’expression constitutifs élevés sont
détectés (articles 1&2 ; Figure 12). Une analyse de la production d’IL-22BP au niveau
protéique a également pu étre réalisée in situ dans les muqueuses iléale et colique humaines
saines, ainsi que dans la muqueuse colique inflammatoire de patients atteints de MICI, par des
expériences de double immunomarquages en IFI (article 2).

2. Caractériser la régulation d’expression de ’IL-22BP
L’étude de la régulation d’expression de I’IL-22BP a d’abord été réalisée in vitro, en utilisant
des MoDC humaines qui I’expriment fortement. L’expression a ¢été analysée par des
expériences de RT-qPCR et d’IFI (article 1). La régulation de I’expression d’IL-22BP a
ensuite été effectuée in vivo par des expériences de RT-qPCR chez le rat, dans les modéles de
colite induite par le DSS et de lésions psoriasiformes induites par 1’application topique
d’Aldara® (article 2 ; Figure 13). Finalement, I’expression d’IL-22BP a été analysée par RT-
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gPCR, IHC et IFI dans les MICI, sur des prélevements réalisés en parallele au niveau des
muqueuses saines et inflammatoires de patients atteints de MC et de RCH, ainsi que sur des

mugqueuses saines de témoins.

3. Définir la place de I’'IL-22BP en immunopathologie
Afin de déterminer le role que I’IL-22BP pourrait jouer en immunopathologie, des rats
déficients pour I’'TL-22BP ont été générés en utilisant les zinc-finger nucleases, et analysés
dans les modeles de colite induite par le DSS (article 2) et de lésions psoriasiformes induites
par Papplication topique d’Aldara® (Figures 13&14). Le retentissement de sa régulation
différentielle entre la MC et la RCH a également été évalué par I’analyse de I’expression de
génes induits par I’'IL-22 sur des prélevements réalisés en parallele au niveau des muqueuses

saines et inflammatoires (article 2).
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Resultats

Article 1: «L’IL-22BP est exprimée constitutivement par une sous-

population de cellules dendritiques et est fortement induite par D’acide

rétinoique »

Résume :

L’interleukine 22 (IL-22) est principalement produite au niveau des tissus de barriere, par les
lymphocytes T et les cellules lymphoides innées du groupe 3, ou elle exerce des réles majeurs
dans le maintien de l’intégrit¢ épithéliale. Cependant, des actions dérégulées de I’IL-22
peuvent s’avérer extrémement dangereuses et sont impliquées dans le psoriasis,
I’inflammation intestinale et certains cancers. L’IL-22 binding protein (IL-22BP) est un
inhibiteur soluble de I’IL-22 et constitue probablement un régulateur clef des actions de I’IL-
22. Nous montrons dans ce travail, que chez la souris comme chez le rat, la source principale
d’TL-22BP est représentée par une sous-population de cellules dendritiques conventionnelles
(cDCs) dans les tissus épithéliaux et lymphoides. Dans I’intestin de souris, I’IL-22BP est
exprimé spécifiquement par les cDCs CD103" CD11b" de la lamina propria. Chez I’homme,
I’TIL-22BP est exprimée par les cellules dendritiques dérivées des monocytes. Son expression
peut par ailleurs étre fortement induite par I’acide rétinoique mais chute considérablement au
cours de la maturation. Nos résultats suggerent donc qu’une sous-population de cDCs
immatures participe activement a la régulation des actions de 1’IL-22, notamment dans

I’intestin, grace a la production de hauts niveaux d’IL-22BP.
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ARTICLES

nature publishing group

Interleukin-22 binding protein (IL-22BP) is
constitutively expressed by a subset of
conventional dendritic cells and Is strongly
iInduced by retinoic acid

JCJ Martin'™, G Bériou'”, M Heslan"®, C Chauvin'?, L Utriainen’, A Aumeunier’, CL Scott”,
A Mowat’, V Cerovic’, SA Houston®, M Leboeuf®, FX Hubert' >, C Hémont' ™, M Merad®, § Milling” and
R ]nsienl'd'

Interleukin-22 (I L-2 2) is mainly produced at barrier surfac es by T cellsand innate ymphoid cellsand iscrucial tomaintain
epithelial integrity. However, dysmegulated IL-22 action leads to deleterious inflammation and is invohlred in diseases
such as psoriasis, intestinal inflammaton, and cancer. IL-22 binding protein (IL-22BP) is a soluble inhibitory IL-22
rec eptor and may represent a crucial regulator of IL-2 2. We show both in rats and mice that, inthe steady state, the main
source of IL-22BP is constituted by a subset of conventional dendritic cells (DCs) inlymphoid and non-lymphoid tissues.
Inmouse intestine, IL-22BP was specifically expressed inlamina propria CD103 * CD11b ™ DC. In humans, IL-22BP was
expressad in immature monocyte-derived DC and strongly induced by retinoic acid but dramatically reduced upon
maturation. Our data suggest that a subset ofimmature DCs may actively paricipate in the regulation of IL-22 activity in
the gut by producing high levels of IL-22BP

INTRODUCTION
Interlaukin 22 (IL-22)} is a member of the IL-10 cyto-
kine family! TL-22 signals through the class 2 cytokine
receptor family member (CRF2) IL-22 receptor (IL-22R)
consisting of [L-10RP1 and IL-22R1 chains, TL-22R1 expres-
sion s restricted to epithelial cdls, hepatocytes, and acinar
cells of the pancreas”™* while IL-I0RP1 expression is
ubiquitous. By contrast, IL-22 is produced by a broad variety
of immune cells. Innate sources of [L-22 are principally innate
lymphoid cells [".'CE]'.J mainly lymphoid tissue inducer
(LTi)-lile cells and the recently described TLC22, which shares
charactenstics with LTi and natural kaller (NK) cells, and
specialize in IL-22 production. Adaptive IL-22 sources are
exclusively T lymphocy fes!

The TL-2XTL22R expression pattern makes [L-22 an

important  cytoking mediating  the cross-talk  between

levcocytes and epithelia, particularly at barrier sur faces. Indeed,
[L-22 is critical in reinforcing innate immune defences of
epithelial cells ingut and lung infectious models. > IL-22 isalso
impaortant in the promotion of tissue rrpai.r."ﬁ'g Mevertheless,
numerous studies have also demonstrated that TL-22 can be a
potent inducer of pathological inflammation. Indeed, TL-22 can
promote tissue inflammation and seli-destruction™ ™ and is
involved in the pathophysiology of several immune-med iated
i.nfl,a.mnumr}' diseases, such as psoriasis and rheumatoid
arthritis, These paradoxical effeds of [L-22 are dependent
on the context of IL-22 pruductiun.” as TL-22 can syner-
gistically act with other inflammatory cytokines, including
[L-17 and tumor necrosts factor-2 % A tight regulation of
the IL-2X1L-22R axis appears therefore critical in maintaining
the beneficial ofects of TL-22 and avoiding deleterous
inflammatory effects.
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[L-22 isthe only member of the [L-10 cytokine family to have
a soluble-secreted receptor, called TL-22 binding protdan
(IL-22BP, akio known as IL22RA2).""7 [L-22BP specifically
binds to TL-22"% and is also a CRF2 member, Among the CRF2
members, [L-22BP shares the highet structural homology with
the IL-22R1 chain. Nevertheless, IL-22BP exhibits a much higher
affinity for [L-22 than the transmembrane IL-22R.™ Crystal-
lization experiments revealed the molecular basis of the
affinity differences between the IL-2XIL22BP and IL-22/
IL-22R1 mmpla:tﬁ.zu [L-22BP inhibits [L-22 biological effects
in vitre™ " and in vivo' and is constitutively expressed in
secondary lymphoid organs (SLO), breast, and epithelial tissues,
such as put, lung, and skin. ™ Taken topether, these results sugpect
that IL-22BP acts as a natural regubitor of [L-22, preventing
exagperated effects of the cytokine. Understanding [L-22BP
biology may allow a better assessment of IL-22 paradoxical
effects mentionad above, However, very little is known regarding
[L-22BF cellular sources, regulation, and properties in vivo,

Dendritie cells (DCs) are rare cells of hematopoietic origin,
widely distributed in the majority of tissues and specialized in
capture, processing, and presentation of antigens too maive
T cells ™ Depending on the type of DC and its activation state,
the DCIT cell interaction leads to the initation of an immune
response or to T-cell tolerance, DCs are classified as conven-
tional, plasmacytoid, or inflammatory DCs ™ Conventional
DCs (cDCs) indude non-lymphoid resident tissue DCs that
migrate to draining lymph nodes (LMNs) and lymphoid resident
DCs. Both are equipped with various pathogen-recognition
receptors  allowing them to sense the environment and
recognize pathogen-associated molecular patterns™ Before
encounteringa pathogen, DCs are present in an i mmature state
and specialize in sampling the environment After pathogenic
antigen capture and récognition, ¢DCs undergo maturation
and express high levels of major histecmpatibility complex
(MHC) and co-stimulatory molecules, allowing them to
adtivate naive T cells. By this process, ¢DCs are able to elicit
specific adaptive immune responses making them the necessary
link between innate and adaptive immunity. In the absence of
maturation signals, ¢DCs present antipens in an immature
state, leading to T-cell tolerance. cDCs thereforealso contribute
to the maintenance of peripheral tolerance to self-antigens.

In this study, we show that the constitutive production of
[L-22BP in lymphoid and gut tissues results from a production
by a subset of cDCs at an immature state, We identify retinoic
add (RA) asapotent inducer of IL-22BP expression in DCs and
show that IL-22BP expression is dramatically downregulated
upon DC maturation.

Owur results sugpest a newrole for cDCs in the maintenance of
tissue homeostasis by participating in the IL-22-mediated
dialogue betwesn immune and epithelial cells,

RESULTS

Tissue expression pattern of IL-22BP in the rat

We first assessed theexpression of [L-22BP mBNA inrat tissues
and organs, The highest levels of IL-22BP were found in SLO,
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Figure 1 Tissue expression pattemn of intefeukin-22 binding protein (IL-
ZZBF) in the rat. (@) IL-22BP gene expression was anshzed by
quantitafive reverse transoniptase—PCH (RT-gF CR). Bars represent the
mean + 5.8 m. ratio of IL-22BP gene to HPAT (hypoxa nthine-guanine
phosphoribosylransferase) espression s determined by the g aac
method of relathe guantification from two experiments. (b IL-22BP gans
expression was anahlyzed by RT-PC R using primers allowing amplification
ofwhole ii23r a2 mRANA. Values indicate espectied molecular mass of PCR
products. Oate are representative of two independent experiments. AL,
arbitrary units; MLM, mesenteric rmph node .

Le, spleen and mesenteric, axillary and cervical LMs (Figure 1a
and Supplementary Figure S14 online). Lower levels of
EXPTESSION Were found in thymus and several epithelial tissues,
including  gut, lungs, skin, and testis. This expression
pattern was in agreement with those reported in human
and mouse.”™" ™™ However, although we confirmed that
IL-22BP mRNA was strongly expressed in LN in mouse, it
was expressed at very low levels in spleen (Supplementary
Figure $1B), sugpesting species- or strain-specific variation in
the pattern of [L-22BP expression.

Three isoforms of IL-22BP exist in human®®"7 but only
isoform 2 efficiently binds and inhibits IL-22."*" The physio-
logical roles of the other isoforms remain undetermined.
Interestingly, only the human isoform 2 counterpart was
identified in mouse™ sugpesting that TL-22 repulation by
IL-22BPisan evolutionarily conserved process. Only one band,
corresponding to human isoform 2, was detected in rat tissues
{Figure 1b). The absence in the rat i22ra2 gene of 2 sequence
corres ponding to human r_mrlalamsuggﬂtnd that isoform 1 did
not exist in rat. In agreement with this observation, human
isoform 1 was shown to bethe result of 2 long terminal repeat
insertion in the ape 1Lr|.|:,a.};a:.lli Finally, rat counterpart of human
isoform 3 was not detected in these samples,

IL-22BP is highly expressoed in rat spleen by a subsot

of resident cDCs in the steady state

High expression of i22ra2 gene in SLO suggested a hemato-
poietic origin of [L-22BP ellular sources. To test this hypo-
thesis, different populations of hematopoietic cells were
isolated from rat spleen by cell sorting, including the three
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Figure 2 Interdeukin-22 binding protein (IL-22BF) is highly expressed
in the spleen by & subset of resident comventional dendritic cells (DCs).
(a) The different populstions of splenic hematopoistic cells were
isolated by cell sorting. IL-22BF gene expression was anslyzed by
quantitative reverse ranscriptase—PCR (RT-gPCR) and nommalized

relafive to HPRT [hypox@nthine -guanine phosphoribosyhransferass)
expression (n=4 for DCs; n=>5 for B cells; n= 13 for T cells, natural

killer (MK} cells, and monocytes). (b IL-22B P gens expression was
compared by RT-gPCR for DCs (= 3} in splesn, mesentarnic ymph nods
(MLN}, and thymus (m= Z). Ina and b, bars represent mean +5.em.
aof IL-22 BP genato HPAT expression as determinedby the 2~ *4“ mathod
of relative quantfication. (¢} Hemaiopoistic cells were isolated by call
sarting. IL-22 A1 gene expression wa s analyzed by RT-gPC R with several
tissues being used as positive controls (n=23 for cell samples; n= 2 for
tissue samples). Bars represent mean +5.e.m. ratio of IL-22R1 gene
to HPAT expression as determined by the 2~ 2% method of relative
quantification. “F=0.05. AU, arbitrary units; ND, not detected;

pOC, plasmacyioid dendritic cell.

subsets of DCs we have previously described (plasmacytoid
DCs, CD172a* (D47, and D172a~ CD4~ DCs)
Quantitative PCR (gPCR) analysis revealed high IL-22BP
expression by the CD1722" CD4" ¢DC subset (referred
thereafter as CD4 ' splenic DCs (spDCs)), whersas other
populations only showed low levels of expression (Figure 2a).
Moreover, CD4 spDCs presented a fivefold higher expression
of IL-22BP than whole spleen (Figure 2b), strongly sugpesting
that these cells are the major source of [L-22BP in spleen in the
steady state.,

IL-22BF protein expression was evaluated by immuno-
fluorescence staining of sored DCs. IL-22BP staining was
detected in virtually all CD4" spDCs, whereas fluorescence
observed in (D4~ spDCs was not different from that obtained
after staining with secondary antibody only (Figure 3).

Finally, we did not detect any expression of the IL-22RA1
transmembrane réceptor in the vanous spléenc hematopoietic
cell subsets, including CD4 " spDCs (Figure 2c).

Taken together, our data suggest a role for CD4* spDCs in
the regulation of [L-22 biological effects in the steady state via
IL-22BP secrdion.
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A subset of intestinal DCs expresses high levels of
IL-22BP In the steady state

We hypothesized that cDCs might also be a constitutive source
of IL-22BP in epithelial tissues, and particularly in the gut
where significant levds of [L-22BP expression were detected
(Figure 1). We first analyzed [L-22BP sxpression by migrating
intestinal rat ¢DC subsets. For this purpose, intestinal
lymph DCs (ilDCs) were obtained by lymph collection after
thoracic duct cannulation of mesenteric lympha denectomized
rats, ™ MHCII™ CD103 " lymph DC subsets were then sorted
into three subsets based on their differential expression of
CD172a and CD11b, as previously described **™ High levels of
IL-22BP mRNA expression were found in the CD172a"" iiDC
subset (referred thereafter as CD1722ME" ilDCs). This expres-
sion was about 50-fold higher than IL-22BP expression in
small intesting (5I) and colon (Figure 4a). High expression of
[L-22BF was also observed in CD172a® CIM ' DCs from
rat mesenteric LNs (MLNs; Figure 4b and Supplementary
Figure 52) and Peyer patches (data not shown). In addition,
in vitro DC depleton abolished TL-22BP expression in rat
MLN (Figure 4c).

Interestingly, detailed phenotypical, functional, and tran-
scriptomic analysis of CD172a"8% IDCs ve. CD172a + (D4
spDCs indicated that they have very strong similarities
(R Josien and § Milling, unpublished observations) and most
likely represent the same DC subset. This sugpests that high
[L-22BP expression is an intrinsic property of this subset of
cDCs. Of note, IL-22BP expression was fivefold higher in
CD172a"# §IDCs than in CD4* spDCs (Figure 4a). Thus,
even if [L-22BP expression is a characteristic of these cells,
facors present in the gut environment are abko likely to
promote higher levels of IL-22BP expression,

To determine whether such a functional specialization of
cDC subsets regarding [L-22BP expression also holds true in
mice, we first analyzed data from mouse cDMNA ITICT OArTays
obtained from the Immunological Genome Project {available
from the ImmGen website: www.immgen.org). High levels of
IL-22BF expression in steady state were observed in one small
intestinal lbmina propria (LP) DC subset, namely CD103 '
DCs. We confirmed IL-22BP expression by the LP CD103 '
CDL1b " subset by gPCR (Figure 4d), By contrast, only low
levels could be detected in CDI03Y CD8x ' LPDCs and
intestinal LP macrophages, In MLN, MHCIT™E" CD103 * DCs,
which are known to be migrating DCs.™ were sorted in CD1 b
and CDM1b - DCs; IL-22BP expression was much stronger in
D1k DCs as compared with CD11b — (Figure 42). Morsover,
[L-22BP expression was abo significantly diminished in the colon
of mice deficient for Fms-like tyrosine kinase 3 (Flt3L), which
are known to lack CD103 " DC (Figure 4f). Unexpectedly,
S from FI3L ' mice expressed similar levels of IL-22BP
mBNA as compared with wild-type mice.

Finally, no IL-22BP expression was found among the dif-
ferent populations of human peripheral blood cdls, including
polymorphonudear neutrophils, sosinophils, and basophils,
lymphocytes, monocytes, as wel as BDCAL ' and BDCAS !
¢DCs and plasmacytoid DCs (data not shown).
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CD4- spDC

Figure 3

Imerbeukin-22 binding protein [IL-22BF) stzining on sorted subsets of rat splenic comentional DCs. The two subsets of rat comentional

splesn DCs (spDCs)were isolated by cell sorting and let fo adhere on poly-L-Lysine pre-coated slides for 30min in the presence of Brefeldin A
andmaonensin. Slid es werethen stained with & goat anti-rat |IL-22BP pAb followedby adonkey anf-goat immunoglobulin G-Alexa fluor 568 . Controls were
parformed using the secondary antibody slone. Data are representative of two independent experiments. DAFI, 4 5 dismidino-2-phemydindole.

Taken together, our results highly support the hypothesis
that matural producton of IL-22BP results mainly from a
constitutive expression by asubset of cDCs both in SLO and in
epithdial tissues.

Rat CD4 " spDCs express a counterpart of the human short
Isoform of IL-22BP

PCR experiments revealed the presence of two transcripts in rat
CD4" spDCs (Figure 5), the longest and the most intense one
corresponding to the expected 678bp mRMNA, as further
confirmed by sequencing Translation of the nucleotide
sequence obtainal after sequencing gave a putative protein
of 229 AA (data not shown), showing 72% identity with the
human isoform 2 of IL-22BP, ie., the isoform inhibiting IL- 22
effects. Interestingly, sequencing of the PCR product corres-
ponding to the shorter band identified a shorter isoform of rat
IL-22BP. Like in human, the sequence of this isoform presented
a complets excision of exon 5. Alignment of the rat short
isoform with its human counterpart revealed 80% identity
(Supplementary Figure 53A). Translation of the sequence
gave a putative protein of 135 AA, showing 73% identity with
hurman isoform 3 (Supplementary Figure 538 ). Expression of
this shorter isoform probably results from an alternative
mBMA splicing and its physiological significance 15 unlnown.
Two important residues for IL-22 binding, Y65 and R117,
which are the rat counterparts of human Y67 and R119, are

104

conserved in this short isoform. These two residues have been
demonstrated to be independently aucial for IL-22 |1-'L[:uling..:1cl
sugpesting that the rat [L-22BP short isoform may also be able
to bind IL-22, although probably less efficiently.

IL-22BP |z expressed in human monocyte-derived DCs

To study in more detail the repulation of IL-22BP expression in
DCs, we analyzed its expression in monocyte-derived dendritic
cells (MDDCs). As shown in Figore 6ab. IL-22EF mRMNA
expression was strongly indoced during DC differentiation.
[L-22BP expression at the protein level was confirmed by
indired immunofluorescence stainings experiments (Figure 6c).
Moreover, no clear [L-22BP induction was detected when
monocytes were differentiated in other conditions than
granulocyte macrophages colomy-stimulating factor (GM-CSF)
and IL-4-supplemented media (Supplementary Figure 54).
Finally, we found that both IL-22BP isoforms 1 and 2 were
expressed by MDDCs (Figure 6d) as further confirmed by
sequencing (data not shown). Isoform 3 was not detected in

human MDDCs,
RA i= a potent inducer of IL-22BP expression by DCs

As IL-22BP expression was fivefold higherinrat intestinal DCs
than in splenic DCs (Figure 4a), we hypothesized that inducers
of [L-22BP expression could be present inthe gut éenvironment.
We thus analyzed IL-22BP expression by MDDCs cultured
with various molecules present in high amounts in the gut
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Figure 4 A subset of intestinal dendritic cells [DCs) expresses high levels of intersukin-22 binding protein (IL-2ZBF) in the sieady state.

(8} Constituthvely migrating intestinal lpmph DCs (iDCs) subsets wers obtained by lymph collection afier thoracc dud cannulstion of mesenteric
lymphadenectomized rat and cell sorting. IL-Z2BP gene expression was analyzed by quanfitstive reverse transcriptase—PCR [AT-gPCR) for the
three subsets of iDCs and compared with intestingl tissuwes and s CO4 ™ DO spleen counterpant (m=23 for IDCs; n=2 for isswes). (b} The thres
subpopulations of rat mesentenic lymph node (MLMp-DCs were isolated by cell sorfing and anahyzed for IL-22BP expression by AT-gPCH (n=3).
(e} TotlDCs weredepleied from total MLM celis by fluorescence- adtivated cell sorterdepletionof CD103 ™ cells. IL-22BP gene eopression wa s analyzed
by RT-gPCR (n= 3). (d) Mouss CDE™ and CD11b* CD103* DC subsets and macrophages were isolasted from intestinal lamina propria (LP)
by cell sorting. IL-22BPF gene expression was analyzed by RT-gPCR (n=3 for DCs and small intestine (S issue; n=2 for macrophages (MdD)).
(el Mouse MLN CDMG3 © DCs were separated into CO11b™ and CO11b~ by cell sorting and analyzed for IL-22BP expression by HT-gPCH (n=3).
(f} IL-22BP gene expression was analzed by AT-gPCR in S| and colon of wild-type (= 3) and FI3L '~ (Fmsdike tyosing kinase 3; n=3) mica.
Im @ (rat), e and f (mouse), bars represent mean + 5.e.m. ratio of IL-22BF gene o HPAT [hypoxanthine-guanine phosphoribogyitransfer zse)
expression as determined by the 2 44~ method of relative quantification. Ind (mouse), bars represent mean +3.6.m. ratio of IL-22BP gene to GAPDH
(ghyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) expression as determined by the 2~ method of relative quantification. *P<-0.05. AL, arbitr ary units;
cDC, conventionzl dendritic cell.

When added during the last 2 days of DC culture, trans-
forming growth factor-f (TGF-f), thymic stromal lympho-
poietin, IL-13, and IL-10 had no effect on IL-22BP mRNA
expression (Figure 7). By conftrast, a strong upregulation
(eightfold) of IL-22BP expression was induced by AMS80, an
agonist of RA receptor alpha (RARx) (Figure 7), suggesting
that RA can enhance IL-22BP expression in DCs,

The effects of the RARx apgonist AMSS0 were even stronger

Expected isoform (E78 bp)
Short isoform (508 bp)

Figure 5§ Rat CDd ™ dendritic cells (DCs) espress & counismpan

of the human shor isoform of interlewkin-22 binding protein (IL-22BP).
Spleen CD4™ conventional DCs were isolsted by cell sorting. IL-22BP
gene expression was anshlyzed by reverse transcriptase—PCR using
primers allowing amplification of whole 22ra2 mRANA. spDC, spleen
dendritic cell.
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when added on day 0 of MDDC differentiation. AM-DCs
[AMSB0 added on d0) exhibited a strong upregulation of
IL-22BF mBNA and protein expression (Figure 8a-c).
Interestingly, AM-DCs not only upregulated TL-22BP expres-
sion but also acquired a different phenotype characterized
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Figure& Interlewkin-22binding prote in{|L-22 BF) is expressed in human
monocyie-derived dendriic cells (MDDCs). Human monocyies from
peripheral blood of healthy donors were differentiated info DCs in
complete medium with granulocyie macrophages colony-stimulating
factor and IL-4 for & days. (a) On day &, IL-22BP gene expression
was analyzed by guantitative reverse transcriptase—PCR (RT-gPCR).
Each point represents the ratio of IL-22BF gene to HPRT (hypoxanthine-
guanine phosphoribosydftransferase) expression, 25 determined by the
2 %5 method of relative quantification, for an individual healthy donor
[m=14}. (b} Cells were collected st the indicated times during MDDC
differentiation and IL-22BPF gene expression anslyzed by RT-gPCR.
Each point represents the raio of IL-22BPF gene 10 HPRT expression as
determined by the 2~ **“ method of relative quantfication. Data are
representative of two independant experiments. (¢} Monocyies and
MDDCs wers letto adhere on poly-L-Lysine pre-coated slides for 30min in
the pre sence of Brefeldin A and monensin and then stained with 2 mouss
immunoglobulin G1 (lgG 1) anti-human IL-22BP as primarny anfibody
followed by goat ant-mouse IgG1-Alexa fluor 568. Controls were
performed using the secondary antibody alone . Dats are representative of
four independent experiments. (dj IL-22BP gene expression was

an alyzed by AT-PC R using primers allowing amplification of whol e il2 2ras
mANA. Data are representstive of tfhree independent experiments.

== P<0.001. DAPI, 4,5-dizmidinc-2-phemdindole.

by CD103 and CD1d expression, and loss of CD1a expression
(Figure 8d), confirming previously published results ¥
The same results were obtained when BA itself was added
in the culture (Figure 8¢ and data not shown)., Moreover,
experiments using sdective imhibitors of BA nuclear receptor
revealed that RA effeds on IL-22BP, CDI03, and CDI1d
expression induction by MDDCs mostly involved RARa
signaling (Figure 8¢ and data not shown).

RA is the active metabolite of dietary vitamin A, Vitamin A
is first oxidized into retinal by several eneymes, including
aleohol dehydrogemase, then retinal 15 oxidized into RA by
specific dehydrogenases, including retinal dehydrogenase 2
(RALDH2)3* GM-CSF and IL-4 induce the expression of
RALDH? in human MDDCs™ early during differentiation

(Supplementary Figure 55A,B), which endows them with the
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Figume T Retinoic acd is & potent inducer of intereukin-22 binding
protein (IL-228 F) expression by dendritic cells (DCs). Human monocytes
from peripheral blood of healthy donors were differentizted into DCs in
complete medium with granulocyte macrophage s colony-stimulating
factor and IL-4 for & days. When indicated, ligands were added at
day 4 of culture. On day &, IL-22BF gene expression was anahzed by
quantitative reverse transcriptase—PCR. Bars represent mean + s.8.m.
ratio of IL-22BP gene to HPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribos -
transferase) expression as determined by the 2~ %% method of
relative guantification from seven independent experiments

= P<0.01; *P<0.05 MDDC, monocyie-derived dendritic cell; PGE:,
prostaglandin E;; TGF, transforming growth factor; TSLP, thymic
stromal ymphopoie tin.

capacity to metabolize retinal into BA . [IL-22BP expression was
upregulated by addition of retinal during DC  differentia-
ton, This inducton was significantly diminished by a
RALDH2  reversibe mhibitor, digthylhminobenzaldehyde
(DEAR; Figure 8f). These ﬁndings implied that EPIIi.ﬁL'
metabolism of retinal by human MDDCs allows RA
production, which in tum induces IL-22BP expression,
probably in an autocrine fashion,

Interestingly, addition of PGE; (prostaglandin E,), which
wis recently described as a RALDH2 inhibitor, ™ abolished the
expression of [L-22BP in MDDCs (Figure 7). This suggests that
constitutive expression of [L-22BP by MDDCs could be due to
loow levels of RA production, from retinal present in the serum
added in the culture media. However, MDDCs differentiated
in serum-free media or in serum-s upplemented media with
the RARa antagonist also expressed IL-22BP (data not shown
and Supplemeéntary Figure 55C), indicating that IL-22BP
production is not totally dependent on DC's ability to
produce RA.

RALDH2 expression in MDDCs peaked after  20h
and progressivdy decreased until day 6 (Supplementary
Figure S5B), which could sugpgest that RA exerts its effects
on MDDCs at early stages of the differentiation. We therefore
examined the effect of delayed addition of the RARa inhibitor
on MDDC differentiation in the presence of RA. CDI03
ind uction was inhibited when the RA Ry inhibitor was added at
days 0, 1,2, and 3 of the culture but not later (Supplementary
Figure 550). The effects on (D 1d were even more pronounced
a5 inhibition was only observed when the inhibitor was ad ded at
the beginning of the aulture, This indicated that RA effects on
the AM-DC phenotype occur early during the differentiation.
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Figure & AMSE-Hinduced differentizfion of monocyte-derived dendritic cells (MDDCs) enhances interleukin-22 binding protein (IL-22EF)
expression. (a) MDDCs were differentizied in the absence or presence of AMSE0 added at day 0 or day 4 of culiure. IL-22BP gene expression
wias anahyzed by quantitative reverse fra necriptase —PC R (RT-gP CR). Bars represent mean +5.e.m. of fold change compared with GM-C5F (granulo oyie
macrophages colony-stimulating factorlL-4-derived MDODCs, of IL-22BP gene 1o HPFRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyliransierase)
expression as determined by the 2 ~*5% method of relative quantification (n= 4). (b} Cells were harvesied at the indicated times during MDDC
differentiation in the presence or the absence of AMSE0 added at day 0. IL-22BF gene expression was analyzed by AT-gPCR. Each point
represents mean + s.e.m. of fold change compared with GM-CS5 FIL-d-derved MDDCs, of IL-22BF gene to HPAT expression as determined by
the 2 ~4*2 method of relatie quantification (n=4). () MDDCs and AMSB0-diferentizied MDDCs were stained for IL-22BP as described in
Figure 6. (d} MODCs were differentizted in the absence or presence of AMSE0 added at day O [AM-DCs) or day 4 of culiure. Cell surace markers
were analyzed by fiow cylometry. Red histograms, isotype control stgining; blue histrograms, antibody staining. Data are representatve of at
least four independent experiments. (e} MDDCs were differenfiated in the sbsence or presence of refinoic acd (RA) and specific inhibitors of RA
nudesr recepions added at di. IL-22B P gene expression was anahzed by RT-gPCR. Bars represent mean +5.em. of fold change, compared
with GM-CSFAL-4-deried MDDCs, of IL-22BP gene to HPRT expression as determined by the 2~ 4 method of relatve quantfication (n=4).
(f) MDDCs were differentizted in the presence ornot of retinzl and'or disthyds minobenzaldehyde (DEAB), 2 selective inhibitor of RALDH2 . IL-22BP
gene expression was anshyzed by HT-gPCH. Bars represent mean + s.eom. of fold change, compared with GM-CSFAL-4-dered MODCs, of
IL-22BP gene 1o HPAT expression as determined by the 2 ~**™ method of relative quantification (n=3). (g) RALDH® gene expression was
anahzed by RT-gPCH in rat CD172" CD4™ splenic DCs (spDCs) and COM72™ intestingl lymph DCs (IDCs). Bars represent mesnt s.e.m.

of IL-22BP gene o HP AT expression as determined by the 2 ~*4" method of relative quantification (n=3). *F<005. DAPI, 4,&-diamidino-2-
phemdindole; raldhd, retinal dehydrogensse 2; RARa, retinoic acid receptor alpha; XA, retinoic X receptor.
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This likely reflects the effects of BA on blood pre-DCs entering
the gut mucosa, which enter a specific differentiation program
and consequently display unique functional properties, as
confirmed by previous studies. By contrast, IL-22 BP expression
was inhibited even when the BA Rainhibitor was added at day 5
of the culture (Supplementary Figure S5E), indicating that
RA-induced IL- 22BP expression required continuous signaling
through RAR

Altopether, these data 'L-d.a:nti.ﬁ-' RA as a potent inducer
of IL-22BP expression in DCs This sugpests that the
higher expression of IL-22BP by rat CD172a’ IDCs as
compared with CD4 ! spDCs is due to the ability of the former
cells to produce RA. In agreement with this, aidhla? gene
expression (encoding for RALDH2) was deteded in idDCs
and not in spleen ¢DCs (Figure 8g). Thus, the higher levels
of IL-2IBP expression of rat intestinal DCs compared with
their splenic counterpart are likely to be the consequence
of a permanent exposure to RA, explained notably by their
ahility to produce it

IL-22BP |s downregulated when DCs undergo maturation
[L-22BP expression appears to be a constitutive property
of a subset of ¢DCs at an immature state in SLO and
epithdial tissues. We then assessed whether IL-22BP expres-
sion was modulated vpon DC maturation. Spontaneous
maturation, which ocours when DOs are cultured  without
any stmulators, induced a rapid and dramatic downregu-
lation of IL-22BP expression in rat CDd ! spDCs and
MLN-DCs (Figure %a and Supplementary Figure 56). This
downregulation persisted for up to 48 h Stimulation by CpG
ODMN2006, a ligand for Toll-like receptor @ (TLRY), did not
affect this downregulation of IL-22BP expression (Figure 9a).
Similar results were obtained after simulation of DCs by
other TLR ligands (including ligands for TLRs 1-6, 7, and 8)
(data not shown).

In human MDDCs and AM-DCs, lipopolysaccharide (LPS)
and LPS + IFN¥ (interferon-v)-induced maturation was asso-
ciated with a dramatic decrease of IL-22BP expression
(Figure 9b). Similar results were obtained with ligands of
TLR3 (polyinosinic-polycytidylic acid) or TLRS (flagellin)
(data not shown). Altogether, these data indicate that consti-
tutive expression of IL-22BP by DCs at an immature state is
lost upon DC maturation. This is concordant with previous
studies describing a downregulation of IL-22BP expression in
i.nﬂ,a.mmatur}' conditions, notably in mouse DSS (dextran
sodium sulfate)-induced colitis. *'® Interestingly, AMS80 could
partly restore IL-22BP expression by rat CD4 ' spDCs after
spontansous maturation (Figure 9¢), again supporting a
role for RA as a positive regulator of IL-22BP expression.
The incomplete restoration of IL-22BP expression in mature
DCs probably reflects that RARa signaling is not sufficient to
fully counteract the maturation-induceal downregulation of
[L-22BP. Similar ohservations of RA and maturation impacts
on [L-22BP expression could be made in mouse bone marrow-
derived DCs (Supplementary Figure 87), even if [L-22BP
expression levels were low in this model.
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Figure 9 |niereukin-Z2 binding protein (IL-22BP) is downregulzied
whien dendritic cells (DC 5) und ergo matura ion. (a) Ratspleen CO4 7 DCs
wane isolated by cell sorting and cultured for the indicated times in
complete medium, in the absence or presence of the Toll-like receptar @
(TLRS} ligand CpG (cytidine-phosphate-guancsine) O DWN2008 . IL-22BP
gene expression wa s analyzed by guantitative reverse transoriptase—PCH
(RT-gPCA; n=3}. (b} Lipopolysaccharide (LPS) or LPS + IFNy
(interferon-} was added st day & on human MDOCs. IL-22BF gens
expression was analyzed by AT-gPCR afier 24 h (n=2). (c) Rat spleen
CD4 * conventional DC s were isolated by cell sorting and cultured for 24 b
in the absence or presence of AMSED. |L-22BP gene expression was
anahyzed by RT-gPCR (n= 3). Data are presented 25 mean +a.e.m.
of ratios of IL- 22BP gene to HFRT (hypoxanthine-guanine

syl ansferase) expression as determined by he 2~ %47
method of relative quantfication (Rat, a and ¢; Human, b). AL, arbitrany
units; MDDC, monocyte-derived dendritic cell; spDC, splenic DC.

DISCUSSION
Simce its first description in 2000, the actions of IL-22 in
mediating the cross-talk between the immune and epithelial
systems were extensively described. By its ability to rein force
innate immunity of epithelial cells, notably by inducing
antimicrobial peptide production, IL-22 has been demon-
strated to be crucial in the resolution of Enterobaderiaceae gut
and lung infections. ™ Combined with the capacity of IL-22 to
promote issue repair in several inflammatory conditions.”
[L-22 properties seem necessary in the maintenance of tissue
homeostasis, However, eccessive actons of IL-22 may be
particularly deleterious for epithelial tssues, 12 sugpesting
that IL-22 nead s to be tightly regulated to prevent unwarranted
tissue damage and dysregulated epithelial cell proliferation,
This regulation may be partly achieved by IL-22BP, given its
specific inhibitory properties on [L-22 actions #1517

Our study strongly suggests that the natural production of
IL-22BP, observed in SLO and epithelial tissues, may be
principally achieved by a subset of ¢DCs. These data extend
the recent report by Huber al,™ which showed in mice that
IL-22BP-producing cells in colon were mainly MHCIT
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CD1le ' ¢DCs, IL-22BP production by rat spCD4 " ¢DCs was
observed at an immature state, whereas maturation induces a
dramatic downregulation of IL-22BP expression. Consistent
with previous studies,™'? these results sugpest that IL-22BP
production is prominent in the steady state, but not in
inflammatory conditions, which lead to DC maturation.
Wevertheless, TL-22BP upregulation has been observed in
several infectious models, particularly in acute polymicobial
peritonitis, and after orally administration of Toxoplasma
‘gq'.l|l'!.r.h':'.'*"‘i""T Interestingly, IL-22 was shown to be detrimental
during these processes and led to uncontrolled deleterious
inflammation. This suggests that control of IL-22 effects
requires a tight regulation of IL-22BP produdion by cDCs.
cDCs ma}'pmdm}djghlﬂdﬁ of IL-22BP at ph}'slulugical state,
when IL-22 actions are not desired, then, depending on the
stimuli, IL-22BP production could be further enhanced or
stoppal. In our study, we could not induce an upregulation of
IL-22BP expression by stimulating spCD4 F eDCs with several
TLR ligands, In addition, inflammasome actvation was
recently shown to have animportant role in the downregulation
of IL-22BP expression in mouse colon during inflammation **
Moreover, in vitro spontaneous maturaton of ¢DCs and
MDDCs also downregulated [L-22BP expression. Spontaneous
maturation of mouse BMDCs was shown to result from the
disruption of E-cadherin-mediated adhesion of DCs within
each other, inducing the activation of the f-catenin signaling
pilth'\ln».raj,-'."“R This process is characterized by a specific
transcriptional profile and supposed o favour the generation
of tolerogenic DCs in wive, However, during the early phase of
maturation, spontaneous and TLRs matured DCs exhibit a
similar expression prct"ﬂ.a:. Because TL-22BP is rapidly and
equally downrepulated in spontaneously and TLR-matured
DCs (Figure 9a), it is likely that the {222 gene belongs to
this common program of matured DCs. Consequently, it
remaing to determine which cells can produce [L-2BP under
inflammatory wnaditions,

The slgniﬂc,a.nn: uf&mhlgh levels of IL-22BP in SLO remains
elusive. Indeed, only low kevels of IL-22R1 expression are found
in SLO. Moreover, IL-22 is not likely to act on immune cells in
SLO as they do not express [L-22R1 at all* (Figure 2c). One
possible explanation could be that the constitutive expression of
IL-22BP by resident ¢DCs, which are highly represented in
SLO, reflects ontogeny-related  specializations  similar to
epithdial tissue dDCs Indeed, high IL-22BP expression in
rat CD4 ' spDCsand CD172a * iLDCs might reflect a specific
gene signature of this particular subset, similar to other genes
such as SIRPx or DCIRI for instance. DC subsets are classified
on the basis of distinet cell-surface markers and display a
specific gene signature explaining some functional specializa-
ti.uns.agz".lﬂ'nuﬁ'l [L-22R1 is not expressed by normal immu ne
cells, aberrant express lnnhytm.nsﬁ:rmndl}' rnpl'u:l-t}’tﬂhaﬁ been
described. * Actions of IL-22 on these cells contributed to the
pathogenesis of mantle cell leukemia and anaplastic large cell
lympl'nma_"u""] Therefore, l'ugh IL-22BP production in SLO
could be necessary to prevent IL-22 actions on tumor cells, thus
limiting the installation of these malignancies.
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Strikingly, IL-22BP expression was about fivefold higher
in the rat intestinal CD172a™# {IDCs compared with
their splenic counterparts, suggesting that the gut environ-
ment is likely to favour IL-22BP production by these cells,
We found that BA was a potent inducer of IL-22BP
expression in vitro in human MDDCs, Moreover, MDDCs
can oxidize retinal into RA, due to their expression of
RALDH2.* De novo production of RA auld further enhance
[L-22BP expression by these cells, probably in an autocrine
fashion.

Intersstingly, in mouse, a subset of intestingl DCs expressing
CD103 constitutively expresses RALDH2. This subset mainly
resides in the SI- LP and constitutively migrates toward d raining
LNs™ Mouse intestinal CD103 " DCs derive from a DC
precursor continuously seeding the SI-LP from the circula-
ton.* Differentiation of this precursor toward the CD103 :
DC subset is likely doe to environmental factors present in the
SI-LP.* including RA itself,

Our data suggest that, in mouse, the CD103 " CDILL
subsetof cDCs represent a constitutive source of [L-22BP in the
gut. Motably, although Huber et al™ reported much lower
expression of IL-22BP in SI ws colon, we found similar
expression in both segments. Our finding that [L-22BP
expression was strongly reduced in large intestine from
FIt3L ' mice suggests that Fit3L-dependent ¢DCs are indeed
a major source of IL-22BP in large intestine that is consistent
with data from Huber et al.*® The apparent normal expression
of IL-22BP mRMNA we found in SI from Fh3L-deficient mice
(Figure 4f) was more surprising and sugpests that [L-22BP
could be expressed by FItSL-independent DCs or by other cells
than DCs in 51, either mnstitutively or due to compensation
process. These hypotheses need to be tested i o,
Rat CD172a"#" {IDCs, which express very high levels of
IL-22BP, display similar properties to the mouse CD103 F Do
subset, including CDI103 expression, constitutive migration
from the intestinal mucosa towards the drining mesenteric
LMs, and consttutive «-_En-_f.s'uun of RALDH? (Figure 8g).
Therefore, the CD172oM" {IDC subset is likely to be the rat
counterpart of the mouse 103" CoUb " DCs Further
study will be required to identify IL-22BP protein-producing
cells in the LP as well as in SLO, as we did not succeeded in
staining tssue with commercially available mAbs. Infact, there
is no information in the current literature, including in the
recent paper from Huber et al,” about IL-22BP protein
EXPIESSION i Vv,

Maintenance of gut homeostasis is complex and implicates
the establishment of equilibrium between the host and the
commensal microbiota, while maintaining the ability to fight
against invading pathogens. The gut immune system has an
important role in this equilibriovm and needs to be tightly
regulated to avoid unbalanced reactions leading to inflamma-
tory bowel diseases. Intersstingly, the CD103" DC subset
seems to actively participate in maintenance of the gut
homeostasis due toits L e functional properties, conserved
between mice and humans* These properties include the
ability of imprinting gut-homing receptors on  naive
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lymphocytes, the induction of CD4 " naive T cells differentia-
tion into FOX-P3 " (forkhead box P3) regulatory T cells, and
the differentiation of immunoglobulin A-secreting B cells. All
these properties result from the ability of these cells to
efficiently produce RA from retinal **

Regulation of inflammatory cytokine production is also
crucial in the maintenance of gut homeostasis,. High [L-22
production by LTi cells was observed in the mouse fetus and
before weani ng“'s This high production of [L-22, concomitant
with IL-17, is thought to be necessary to promote a local pro-
inflammatory milieu at birth enabling the conmtainment of the
colonizing microbiota and the selection of appropriate flora®®
After birth, downmodulation of IL-22 production is observed
for both LTi and ILC22 cells, fnﬂuvﬁ:ng the integration of
negative signals from the commensal fora®® Interestingly,
intestinal DCs appear to be involved in this regulation by
responding to microbiota-induced IL-25 produced by epithelial
cells® TL-25-responding DCs could further moderate IL-22
production by ILCs, in a contact-dependent way., However,
whether these DCs corresponded to the CD103 " subset was
not analyzed in this study. Our results further supgpests that
CD103" DCs could also regulate IL-22 actions by constitu-
tively producing high levels of its natural soluble inhibitory
receptor, H:i.rlﬁ:ﬂ:i.l.‘lg the importanoe of DCs in intestinal
immune regulation**

Only two studies add ressed the role of IL-22BP in vive. In a
mouse model of acute DSS colitis, Sugimoto e al® demon-
strated that beneficial effects of IL-22 on epithelivm regenera-
tion were abolished in the presence of IL-22BP. This study was
the first to demonstrate effects of IL-22BP on IL-22 actons
described in vivo. However, IL-22BP was shown to be down-
regulated during the acute phase of colitis, when IL-22 is highly
produced. Thus, the model remained artificial as [L-22BP
overexpression was induced by a local gene-ddivery system.
Moreover, neither the cellular souree of native IL- 22BP nor its
protein expression in vive were addressed in this study.
A second study was published during the reviewing process of
our manuscript by Flavel and colleagues. In this paper, the
authors used a model of IL-22BP '~ mice. ™ They confirmed
the coordinated regulation of IL-22 and IL-22BP during D58
colitis and showed that IL-22BP is crucial in the control of
[L-22 proliferative effects on epithelial cells. This control was
particularly important to limit the tumorigenesis in a chronic
colitis-associated colon cancer model. Importantly, the authors
demonstrated that the increased tumorigenesisin IL-22BP 7
mice was directly linked to the lack of IL-22 control, kading to
prolonged deleterious actions of the cytokine. Thus, the authors
showed, for the firsttime, the need for a tight regulation exerted
by IL-22BP on IL-22 in vive. However, IL-22BP ' mice did
not show any phenoty pe in the steady state thus questioning the
S'LgnLﬁLa.nn: of constitutive IL-22BP expression in lymphui.d
tissues and intestine. Moreover, the authors also suggested in
their study that DCs represent the major source of [L-22BP in
monse colon, a rLrld.i.I.'IB we confirmed here and further
detailed by showing that only a subset of cDCs was expressing
IL-22BP.

110

These data indicate that a tight, timely, and local regulation
of [L-22 actions, likely by [L-22BP-expressing DOCs, is critical in
inflammatory conditions, NMonetheless, TL-22 also has a crucial
rolein the protection of the host from gut pathogens.™® During
infection, strong upregulation of [L-22 is observed . [L-23 seems
i be the main inducer of [L-22 prod uction, principally by ILCs,
which constitutively express IL kA Interestingly, mouse
CD103" CD11b™" SI-LP DCs were recently shown to mediate
rapid [L-22 production by ILC upon TLRS triggering, through
production of IL-23.% CD103 " CD11b ™" DCs also promote
the differentiation of T heper type 17 cells, which are known to
produce IL-22," after TLRS stimulation.* Interestingly, TLRS
expression is a unique feature of these ells and also appears to
be RA dependent ™ Combined with our data, this strongly
sugpests that the same subset is also the major source of
[L-22BP in the intestine in the steady state, therefore
reinfordng the central role of this DC subset in the control
of TL-22. Finally, this subset of mouse CDI03" DCs was
recently proposed to be the source of IL-23 in the thymus after
injury. Again, IL-23 induced TL-22 production by ILCs, This
[L-22 production was crucial for thymic recovery after injury
but not for thymic development ™ TL-22BP expression by these
cells was not explored but the low levels of IL-22BP expression
in the ﬂwmus compared with SLO and gut sugpest that the
supposed TL-22BP production by CD103 " thymic DCs would
probably be less important.

In conclusion, our study identified a subset of immature
cDCs as a constitutive source of IL-22BP in the steady state in
SLO and gut. Together with the recent report from Huber et al.,
these data strongly suggest that DC-produced IL-22BP has an
important role in controlling IL-22 effect on a:p'Lﬂ'n:lLal cells,
Moreover, our study suggests that the regulation of IL-22 by
[L-22BP in the gut could be enhanced by RA. An unsolved
crucial point concerns the constitutive secretion of IL-22BP by
D that has never been demonstrated so far, The lack of an
accurate and sensitive smough assay impeded our measurement
of IL-22BP levels in culture supernatants. A better under-
stand ing of IL-22BP protein production and regulation by DCs
and itsimportance in [L-22 regulation inthe gut is necessary to
establish the relationship between the observed beneficial and
deleterions effects of the cytokine, It will also be important to
confirm these data in human, This culd be of importance in
understanding the role played by IL-22 in inflammatory bowel
diseases, which still remains ambiguous tnday.ﬂ'g's]

METHODS

Animals. Sprague Dawley (SPD) rats were obtained from the Centre
d'Elevage Janvier (Le Genest-5t Ide, France) and were used when
G-10-weeks old. All animal experiments were performed under
spedific pathogen-free conditions in accordance with the European
Union Guidelines. All animal studies were conducted according
to the guidelines of the French Agriculture Minigry. The studies
were approved by the Veterinary Departmental Services committes
(Mo, EA4011).

Reagents. Cells were cultured in complete RFMI 1640 (Invitrogen,
Cadshad, CA). Recombinant human GM-CSF, IL-4, and 11-10 were

VOLLIME 7 WUMBER 1 | JANUAFY 2014 | wharasmat e commi

83



from CellGenix (Fribourg-en-Brisgan, Germany), recombinant
human TGF-f and 11-13 were from Peprotech (MWeuilby-zur-Seine,
France), recombinant 1FN-y was from R&D Systems Europe (Lille,
France). PGE,, RA, AMS580, retinal, DEAB, and LPS were from Sigma
Aldrich (5t Louis, MI). CpG ODNI006 was from Eurofing MWG
Operon (Ebersherg, Germany). Selective BA nudear receptor inhi-
bitors BMS 195314 (RA Ry inhibitor), UVI 3003 (retinoic X receptor
inhibitor), and CD 2665 (RARQSy inhibitor) were from Tocris
bioscience (Lille, France).

Cell sorting. Rat splenic cells. Rat conventional and plasmacytoid
DCs subsets were isolated as previoudy described ™% For
Iymphocytes and monocytes, cells were first separated by Ficoll- Pague
Plus (GE HealthCare Life Sdences, Uppsala, Sweden) gradient
centrifugation. For lymphocytes, cells were stained with T-cell
receptor-xfi (TCRxf)-biotin (done R7.3), CDM5R-phycoerythrin
[FE; cdone HISM), CIMSRA-FITC (fluorescein isothiocranate;
clone OX33), NKR-Pl-Alexaéd? (done 3-2-3) mAbs, and then
with streptavidin-PE-Cy7. Live TCRofit (T cells), TCRxfi-
CD45R Y CD4SRAT NEKR-PL~ (B cells), and TCRafi— CIMSR-
CDM5RA -~ NERPLY (NK cells) were Facs-sorted. For monocytes,
cells were stained with MHC 1I-PE (done OX8), CDN72x-biotin
(done OX41), CD103-Alexabd? (clone OX62), and CDI1lb/c-
Alexad 88 (clone OX42) mAbs, and then with streptavidin PE-Cy7.
Live CMH-II" CDLM03~ CD1722" CD1bjict (monooptes) were
Facs-sarted.

Rat ilDCs. Lymph was collected from male animals usng previousy
described methods ™ Briefly, mesenteric lymphadenectomy was
pertormed on 5-6-week-old animals. At least 5 weeks later,a cannub
[3Fr, Harvard Apparatus, Eent, UK) was inserted into the thoracic
duct at laparotomy. Lymph was collected for up to 48h on ice. Red
blood cells were bysed from lymph, and the single-cell suspendons were
enrched for DCs using magnetic beads specitic for CDN03 (Miltenyi
Biotec, Paris, France) according to the mamufacturers protocol.
Enriched celk were stained with antibodies for MHCII (OX-8, BD
Biosdences, Le Pont-de-Claix, France), CDN03 (OX-62, in house),
CD11b (0X-42, BD Bioscences), and CD172a ((0X-41, in house), and
the three L-DMC subsets were flow sorted using BD FACS Aria Cell
sorter. RNA was isolated from sorted cells using Criagen FMeasy
Mini Kit according to the manutacturer’s instructions. Complemen-
tary DNA (cDMA) was reverse-transcribed from RMNA using Super-
script First-Strand Synthesiz System for reverse transcriptase-PCR
(Imvitrogen).

Rat MIN ¢DE. ML were harvested from adult SPD rats, dilacerated
using 26 G needles and digested for 25min with Collagenase I, in the
presence of DMNAse 1. Cells were collected and low density cells were
prepared using a 14.5% MNyoodenz gradient. Cells were then stained
with anti-TCRxp (clone R7/3), anti-CD4SR (clone HIS24), anti-
CD103 (done OX62) and anti-CD4 (done W3 /25) and sorted on a
FACS Aria into TCRxf} — CD45R — CDN03 + CD4 + fintf — cDMCs,
Purity was routinely = 95%.

Mowe LP cells. 5k were flushed with HBESS (Hank's Balanced
Salt Solution) 2% fetal calt serum and the Peyer's patches excised.
The intestines were opened longitudinally and cut into 0.5-cm
segments, which were incubated twice in HESS with 2 mm EDTA at
37°C while shaking for 20 min. Supematants were discarded and the
tissue digested with 1 mgml ™" of collagenase VII (Sigma-Aldrich)
at 37 °C with shaking for 1 5min. Cells were pazsed through a 40-um
cell strainer and stained for flow ctometry. DCs (Live CD45™
MHCIH Y CD1lct F4/80~ €003 * CDLLE™Y ' ) and Macrophages
(Live CD457 MHCIY F4/807F CDI1b™) were sorted using a
FACSAda I (purity was routinely = 95%).
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Mouse MIN CDI03+ D05, MLN were digested using liberase
(04 Wunsch Unitsml ™" Roche, Meylan, France) and DNAse
(50pg ml ™ . Roche) for 45 min at <+ 37 °C. Single-cell suspenszions
were sained for flow optometry with MHCII TAE (clone M5/
114.152) antibody from ebioscience (San DMego, CA) and CD11b
(done ML70), B220 (done RA3-6B2), CD103 cone 2E7), CD11c
[clone M418) antibodies from Biolegend (London, UK).

Human cell preparation. Human blood was obtained from healthy
donors upon informed consent in accordance with our Institutional
Review Board. Peripheral blood monomdear cells were separated by
density gradient centritugation over Ficoll (PAA, Pasching, Austria).
CDM47 monocytes were isolated by positive selection (Milenyi
Biotec) and differentiated into DCs with 1,000 Uml ~ ' GM-CSF and
200U ml~ ° IL-4 for & days. When indicated, cells were treated with
AMS80 or RA (100nw), TL-10 (50ngml—"), IL-13 (10ngml—"),
TGEf (10ngml ™ "), PGE, (10ngml '), retinal (100 nu), DEAB
(150pm), LPS (lpgml~ "), IFN-y (S0ngml~'), BMS 195314
(Spmal ml "), UVI 3003 (5 pmoll~ "), or CD 2665 (5 pmall ~ ')

Flow cytometry analysis. Human MDDHCs were stained with HLA-
DR-APC (clone L243 (G46-6)), CD209-PE [clone DCN46), CD1d-PE
(done CD1d42) and CDI03-FITC (doneBer-ACTSE), all from
BD} Binsciences, or isotype-matched control antibodies. Cells were
analyzed on a BDY FACSCanto 11 flow oytometer [BD Biosciences).
[rata were analyzed usng Flow]o software (Treestar, Ashland, OR).

Real-time quantitative reverse transcriptase—PCR. Total BMNA was
izolated using Trizol reagent (Invitrogen) or Qiagen RMNeasy Mini Kit
according to the manufacturers’ instructions. Reverse transcription
was performed wsing Murine Moloney Leukemia Vims Reverse
Transcriptase (Invitrogen) or Superscript First-Strand  Synthesis
System tor revemse transcriptase-PCR (Invitrogen), following the
manufacturer’s instructions, For rat [L-22BP, IL-22RAL, ALDHLAZ,
mouse IL-22BF, and human ALDH1AZ gene expression, Power Sybr
Green 2 = reagent was used (Applied Biosystems, Foster City, CA)
Real-time PCR was performed using the Viia7 Real Time PCR system
[Applied Biosysterns). Primers (Eumfine MWG Operon, Ebersherg,
Germany) are summarized in Supplementary Table S1. For human
IL-22BF gene expression, TagMan Fast Advanced Master Mix
2 x reagent was used (Applied Biosystens) Primes and probes
were from Applied Biosystems. Real-time PCR was Ert'nrmed mﬁ
the StepOne Flus system (Applied Biosystems). For both human

rat, relative expression was normalized from HPRT (hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase) and calculated using the 2 ~**%
method. For mouse, relative expression was normalized from GA PDH
[gyeeraldehyde 3-phosphate dehydrogenase). Results were expressed
in arhitrary units

Whole IL-22BP cDNA amplification. In order to 'Ldznﬁfjr IL-2XBP
izoforms, whole cDMA amplification was performed in bath human
and rat samples. Primers used for rat and human IL-22BF are
summarized in Sepplementary Table 52. Amplification was
performed using HERCULASE 11 Fusion Enzyme (Agilent, Santa
Clara, CA).

Indirect immunofuorescence. Cell were let to adhere on paly-
L-Lysine pre-coated slides for 30 min (Sigma Aldrich). Fixation was
pertormed for 5min in — 20 °C pre-cold acetone. After rehydration, a
3 min step saturation was made with phosphate-buffered saline
bovine zerum albumin [%/seruml0%. Primary antibody (anti-
IL-22BF from RE&D Systems for human MDDCs or anti-rat IL-22BP
from Santa Cnz Biotechnology, Santa Cmz, CA for rat ¢DCs) was
incubated at room temperature for 2 h. Secondary antibodies were
then incubated for 1 h at room temperature,

Statistical analysis. [rata are represented as means + se.m. Statistical
analyss was performed with GraphPad Prism Software (GraphPad
Software, San Diego, CA). Means comparisons were performed using
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the

Mann-Whitney L7 test ar the Fruskal-Wallis test with Dunn’s

post test. P-values =005 were considered statistically significant.
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Supplementary Tables

Gene Forward Reverse
Rat HPRT CCTTGGTCAAGCAGTACAGCC TTCGCTGATGACACAAACATGA
Rat IL-22BP GGCAAAGGGATCTCTCTGTTCT TAGGAGAGGCAGTGTAGTTCGC
Rat IL-22R1 GTCCAGCAACTTTGAAAACATCTT CGGGTCTCCACAGTCAGGTT
Rat ALDH1A2 GGGGGTTCAAGATGTCTGGA GGAGAGTCAGGCTTGCTTCAC
Human ALDH1A2 GAGGAGTTTGTGAGAAGAAGCGT CTGTGGGCTCAATGAAAAACC
Mouse IL-22BP TCA GCAGCAAAGACAGAAGAAAC GTGTCTCCAGCCCAACTCTCA
Mouse GAPDH CTACAGCAACAGGGTGGTGG TATGGGGGTCTGGGATGG
Gene Forward Reverse
Rat IL-22BP ATGCCTAAGCACTGCTTTC CACACATCTCTCCTTGCTTC

Human IL-22BP

GGCTTCCTCATCAGTTTCTTCC

TTCCACACATCTCTCTTCACTTCTC
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Supplementary Results

Supplementary Figure S1

rat IL-22BP (A.U)
H
o

MLN CLN ALN

Supplementary Figure S1A: IL-22BP expression in rat lymph nodes. IL-22BP gene
expression was analyzed by RT-qPCR. Bars represent mean + SEM ratio of IL-22BP gene to

2-AACI

HPRT expression as determined by the method of relative quantification (n=3). MLN:

Mesenteric Lymph Nodes; CLN: Cervical Lymph Nodes; ALN: Axillary Lymph Nodes.
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Supplementary Figure S1B: IL-22BP expression in mouse SLOs. IL-22BP gene
expression was analyzed by RT-qPCR. Bars represent mean + SEM ratio of IL-22BP gene to

-AACt
2

HPRT expression as determined by the method of relative quantification (n=2). MLN:

Mesenteric Lymph Nodes; CLN: Cervical Lymph Nodes; ALN: Axillary Lymph Nodes.
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Supplementary Figure S2

1M1 11,

DAPI

TCRab + CD45R

" Fsc.A cD

Supplementary Figure S2: Cell sorting of rat MLN c¢DCs. MLN were harvested from adult
SPD rats, dilacerated using 26G needles and digested for 25 min with Collagenase D, in the
presence of DNAse 1. Cells were collected and low density cells were prepared using a 14,5%
Nycodenz gradient. Cells were then stained with anti-TCRaf3, anti-CD45R, anti-CD103 and
anti-CD4 and sorted on a FACS Aria with the gating strategies illustrated above. Purity was

routinely >95%. The figure is representative of 3 independent experiments.
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Supplementary Figure S3
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hIL22BP shert L CTGTTGGGGET Al

rIL22BP short - . R o G ..C2

TIdentity e R R ERRE R R R R

hIL22BP shert GGGAGEGTGRA GGGCGGCCTC GGCTGGGEAGC GGAGCATGAC GCCECGEETTC
rIL22BP short .. . .C [ +..C..G... A..C..C...
Tdentity wmE R kE RR R R R Rk R WW RRRERRWRWR % WA WWw RRRwREw WA W Rwhkh WWAW RRw Wk RWR kW W www

hIL22BP short ACTCCCTGGT
fIL22BP short .. ... B....
Tdentity wEEE R

CACAGAGCGG TTGRAATTGA AGCTCT
B C. ..G...G...
wR REEEE W ARRRREEE W AR RRE www

hIL22?BP short AGTGECTGA
fIL22BP short . ... ...

TGTGGART

AR KR KRR KR

Identity K E KK KA KA KK KR R RK

H NILHWQDGNS LTSNGSVYEV QVETYGQGQW EKDENDCHGIT ALFCDLTEET LDPYELYYCR VMMANE

Hatlongisobm  QVRLRCTELD HRNGTGENTS MENYYNLVYR VSIINNSLEE EQERYEGTOR AVEIQGLIPH CSYCUVE EMFDRRSER SKERCVQRIR
Ratchortisoform - NE.E-—-
Tdentity * e

Human MMPEHCFLGF LISFFLIGVA GTQSTHESLE PQRVQFQSRN FHNILQWQPG RALTGNSSVY FVQYRIYGQR QWENREDCWG TQELSCDLTS
Rat T L ..-ML..TAT E..PA.V... ..K....... vesedHooos NSLLELGLLL I...G ...D.N.... .TA.F....E
Tdentity L R LR A T g L L S L S L e s S ST I S T T

Human ETSDIQEPYY GRV. AGS YSEWSMTPREF TPWWERARGL -------
Rat LLUVPYLLL. Lo MMLW... ... TR.... ......T.S. RRNSESC
Tdentity WE K RRHR WK K REW RHKK RARK KRR RKW K ¥

Supplementary Figure S3: Spleen CD4Jr cDC were isolated. IL-22BP expression was
analyzed by RT-PCR. (A) PCR products were sequenced. Alignment of the rat short isoform
with its human counterpart revealed 80% identity (B) Alignment of the putative protein

encoded by the short isoform with the human [L-22BP short isoform shows 73% identities.
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Supplementary Figure S4
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Supplementary Figure S4: Human monocytes from peripheral blood of healthy donors were
differentiated into DCs in complete medium with the indicated ligands for 6 days. LPS was
added on day 6. Cells were collected at the indicated times during differentiation and IL-22BP
gene expression analyzed by RT-qPCR. Each point represents the ratio of IL-22BP gene to

Z-AACt

HPRT expression as determined by the method of relative quantification. Data are

representative of two independent experiments.
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Supplementary Figure S5

P =
2 g
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Supplementary Figure S5A: Human MDDC express RALDH2. Human monocytes from
peripheral blood of healthy donors were differentiated into DCs in complete medium with
GM-CSF and IL-4 for 6 days. RALDH2 gene expression was analyzed by RT-qPCR and
normalized relative to HPRT expression. Bars represent mean + SEM ratio of RALDH?2 gene

to HPRT expression as determined by the 272" method of relative quantification (n=3).
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Supplementary Figure S5B: Kinetic of RALDH2 expression during human MDDC
differentiation. Human monocytes from peripheral blood of healthy donors were
differentiated into DCs in complete medium with GM-CSF and IL-4 for 6. At indicated time
points cells were harvested and RALDH?2 gene expression was analyzed by RT-qPCR. Each
point represents the ratio of RALDH2 gene to HPRT expression as determined by the 244!

method of relative quantification. Data are representative of 2 independent experiments.
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Supplementary Figure S5C: RA signalling is not required for constitutive expression of
IL-22BP by MDDC. Human monocytes from peripheral blood of healthy donors were
differentiated into DCs in complete medium with GM-CSF and IL-4 for 6 days, in the
presence or not of RARa inhibitor BMS 195314. IL-22BP gene expression was analyzed by
RT-gPCR and normalized relative to HPRT expression. Bars represent mean = SEM ratio of

-AA
2 Ct

IL-22BP gene to HPRT expression as determined by the method of relative

quantification (n=4).
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Supplementary Figure SSD: Effects of RARa inhibitor on MDDC differentiation in the
presence of RA. Human monocytes from peripheral blood of healthy donors were
differentiated into DCs in complete medium with GM-CSF and IL-4 for 6 days. The RARa
inhibitor BMS 195314 was added in the culture well at the indicated day during
differentiation. Cell surface markers were analyzed by flow cytometry. Grey histograms,
isotype control staining; empty histrograms, antibody staining. Data are representative of 2

independent experiments.
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Supplementary Figure SSE: Effects of RARa inhibitor on IL-22BP expression by
MDDC. Human monocytes from peripheral blood of healthy donors were differentiated into
DCs in complete medium with GM-CSF and IL-4 for 6 days. When indicated, the RAR«
inhibitor BMS 195314 was added in the culture well. IL-22BP gene expression was analyzed
by RT-qPCR . Bars represent mean + SEM ratio of IL-22BP gene to HPRT expression as

-AA
2 Ct

determined by the method of relative quantification (n=2).
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Supplementary Figure S6
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Supplementary Figure S6: IL-22BP expression is lost when rat MLN-DCs undergo
spontaneous maturation. Total MLN-DCs were isolated and analyzed for IL-22BP gene
expression by RT-qPCR, before and after ON culture in complete culture medium. Bars
2-AACt

represent mean + SEM ratio of IL-22BP gene to HPRT expression as determined by the

method of relative quantification (n=2).

98



Supplementary Figure S7
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Supplementary Figure S7: IL-22BP expression is induced by RA and down-regulated by
LPS in mouse BMDC. BMDC were differentiated by GM-CSF from total bone marrow cells
cultured in complete medium for 8 days, in the presence or not of RA added at day 3. When
indicated, cells were harvested and cultured 24h in complete medium, with or without LPS.
BMDC were analyzed for IL-22BP gene expression by RT-qPCR. Bars represent mean +
SEM ratio of IL-22BP gene to HPRT expression as determined by the 2 method of

relative quantification (n=2).
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Résultat complémentaire de Particle 1

Dans D’article 1, I’analyse de ’expression d’IL-22BP par les ¢cDCs de la lamina propria
intestinale de rat n’avait pas été réalisée. Nous avons depuis trié les cDCs du colon de rat et
analysé leur niveau d’expression d’IL-22BP en regard du reste des cellules isolées. Les
cellules ont ainsi été séparées en cellules CMH-II" CD103", correspondant aux cDCs ; CMH-
II" CD103 ; CMH-II". Les cellules épithéliales, récupérées aprés incubation de la muqueuse
coliqgue a 37°C sous agitation rotatoire dans une solution d’EDTA, ont également été
analysées. Seules les ¢cDCs présentaient des niveaux d’expression significatifs d’IL-22BP,

confirmant les résultats obtenus dans les ganglions mésentériques et la rate (Figure 12).
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Figure 12: L’IL-22BP est fortement exprimée par les cDCs du colon de rat. (A) Les cellules de la
lamina propria colique ont été triées en cellules CMH-11" CD103" (cDCs), CMH-11" CD103" (non DC
MHCII") et CMH-1I" (MHCII"). (B) L’expression de I’'IL-22BP a été analysée par qPCR et normalisée
par rapport a ’HPRT. Les barres représentent la moyenne +/- s.e.m des ratios d’expression de 1’IL-
22BP par rapport a I"HPRT, déterminés par la méthode 244" (n=2).
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Article 2: “L’interleukine 22 binding protein endogéne inhibe les actions

protectrices de ’interleukine 22 au cours de la colite aigue ”

Résume

La maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH), les deux formes de
maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) définies cliniquement, sont des
pathologies inflammatoires du tractus digestif résultant de réponses immunitaires anormales a
I’encontre de la flore digestive commensale. Bien que plusieurs études aient reporté des
niveaux de production élevés d’IL-22 dans la muqueuse inflammatoire des patients atteints de
MC et de RCH, le rdle physiopathologique de la cytokine dans ces maladies reste encore mal
défini. De plus, puisque les actions de 1’IL-22 sont contrblées par son inhibiteur soluble,
dénommé IL-22BP, une compréhension plus juste du role de I’'IL-22 au cours des MICI
devrait aussi tenir compte de la régulation de I’IL-22BP. Dans ce travail, nous montrons que,
méme si, a I’image de ce que nous avions précédemment décrit chez le rongeur, une
expression forte de ’ARNm de I’IL-22BP est retrouvée dans les cDCs, les polynucléaires
¢osinophiles représentent en fait la source la plus abondante d’IL-22BP dans I’intestin
humain. Par ailleurs, la production d’IL-22BP par les éosinophiles est augmentée
specifiquement au cours de la MC colique en comparaison de la RCH. Ces données suggerent
donc que la régulation des actions de 1’IL-22 pourrait étre différente dans ces deux maladies.
En accord avec cette hypothése, I’induction de la production de PAMs, dont 1’expression est
dépendante de I’IL-22, est nettement plus faible dans la MC que dans la RCH. Finalement,
nous montrons a 1’aide de rats déficients pour I’TL-22BP que la production endogene de cette
derniére géne les actions protectrices de 1’IL-22 au cours du modele de colite induite par le
DSS. En conclusion, ce travail fournit de nouvelles perspectives sur le role de 1’axe 1L-22/IL-
22R en suggérant qu’il puisse étre différent dans la MC et la RCH, du fait de la régulation
différente de la production d’IL-22BP. L’inhibition des actions de I’'IL-22 par I’IL-22BP
produite par les éosinophiles au cours de la MC pourrait favoriser un défaut d’expression de
PAMs dans la muqueuse inflammatoire affaiblissant ainsi la barriére épithéliale, et permettant
les translocations bactériennes. De plus, ces résultats indiquent que I’IL-22BP pourrait
constituer une cible thérapeutique de maniére a moduler les actions de 1’IL-22 au cours de la

MC.
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Abstract

Background & aims: Interleukin 22-binding protein (IL-22BP, aka IL22RA2) is a soluble
and powerful inhibitor of 1L-22. Whether it plays a role in limiting IL-22 beneficial actions in
inflammatory bowel diseases is unclear. Methods: We investigated IL-22BP cellular sources
in human healthy gut using quantitative polymerase chain reaction (QPCR) on Facs-sorted
lamina propria cells and double immunofluorescence (IF) stainings on frozen colon sections.
We assessed IL-22BP regulation and cellular sources in Crohn’s disease (CD) and ulcerative
colitis (UC) using gPCR, immunohistochemistry and IF on paired samples from inflamed and
uninflamed colon mucosa. Antimicrobial peptides (AMPs) expression was assessed using
gPCR. To assess the role of IL-22BP during colitis, we generated IL-22BP-deficient rats and
compared them to wild-type during dextran sulfate sodium (DSS)-induced acute colitis.
Results: We showed that eosinophils represent the most abundant 1L-22BP-producing cells in
human healthy gut. IL-22BP protein production by eosinophils was greater in active colonic
CD than in UC suggesting a differential regulation of IL-22 actions in these diseases.
Accordingly, we observed a lower induction of 1L-22-inducible AMPs in CD as compared to
UC. Finally, IL-22BP deficient rats were protected against DSS-induced colitis and this
protection was associated with increased actions of IL-22 on the gut epithelium and less
bacterial translocations. Conclusion: This work provides new insights on the cellular sources
and the role of IL-22BP at blocking IL-22 in the gut during colitis and suggest that
impairment of IL-22 actions in CD by IL-22BP-producing eosinophils may contribute to the

defective AMPs induction and thus to epithelial barrier defect and bacterial translocations.
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Introduction

Etiology of inflammatory bowel diseases (IBDs) is still not fully understood but it is now
widely acknowledged that they result from inappropriate and/or deregulated immune
responses to the commensal gut microbiota, in genetically predisposed individuals and under
the influence of environmental lifestyle factors’. Both Crohn’s disease (CD) and ulcerative
colitis (UC) are characterized by intestinal inflammation and epithelial injury and are
mediated by shared and distinct inflammatory pathways involving cytokines®.

IL-22 is an I1L-10 cytokine family member? strongly expressed in both CD and UC*®. IL-22 is
induced by various environmental and endogenous signals?, such as IL-23. Importantly, the
identification of IL23R as a susceptibility gene by several genome-wide association studies
suggests an important role of this pathway in IBDs. In IBDs, IL-22 is mostly produced by
CD4* T lymphocytes’ and group 3 innate lymphoid cells (ILC3)%. 1L-22 binds to a
heterodimeric membrane receptor (IL-22R) whose expression is restricted to epithelial cells2,
making IL-22 an important mediator between immune and epithelial systems. Mouse models
showed a crucial role for IL-22 in the restoration of intestinal homeostasis during acute
inflammatory colitis®® 2, IL-22 protective actions include first, a reinforcement of epithelium
barrier function through inducing antimicrobial peptides (AMPs) expression in epithelial
cells'?, mucus production by goblet cellsé and restitution of epithelial tight junctions®; second,
an enhancement of epithelial wound healing through IL-22-induced survival and proliferation
of epithelial cells®. However, exacerbated or uncontrolled actions of IL-22 also sustain
pathological conditions, as illustrated in psoriasis and colorectal cancer®. IL-22 is thought to
be controlled by a soluble, specific and potent inhibitor called IL-22 binding protein (IL-
22BP)M1,

In a colorectal cancer model, IL-22BP was shown to prevent long-lasting proliferative actions

of IL-22 on malignant epithelial cells'®. In rodent gut, the source of IL-22BP appeared to be a
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subset of immature dendritic cells (cDCs), namely CD103" CD11b" DCs. In addition, we
showed that retinoic acid is a potent inducer of its expression in human DCs'’. However, the
cellular source of IL-22BP in human gut mucosa and its expression during IBDs have not
been assessed. Given the strength and specificity of the IL-22BP-mediated control on IL-22
actions, addressing these issues is important for understanding the relevance of elevated levels
of IL-22 observed in IBDs.

In this study, we show that eosinophils represent the most abundant producers of IL-22BP in
the normal human intestinal mucosa. Compared to UC, active CD was associated with higher
levels of 1L-22BP production by eosinophils and lower IL-22-inducible AMPs. Finally, using
IL-22BP-deficient rats, we provide first-time evidence that endogenous IL-22BP hinders the

protective actions of 1L-22 during experimental DSS-induced acute colitis.
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Material and methods

Patients

Paired colonic biopsies of involved and uninvolved mucosal areas were obtained from 14
active CD and 14 active UC patients undergoing endoscopy (Supplementary Table 1 for
clinical data). Healthy controls included colonic mucosal biopsy samples from 16 patients
screened for dysplasia or colorectal cancer. Biopsies were part of an existing biobank
approved by the French Ministry of Education and Research (agreement number DC-2011-
1399). For identification of 1L-22BP cellular sources, specimens were obtained from patients
undergoing resection for colorectal cancer. Normal ileal or colonic tissue samples were taken
10 cm downstream to the. The tissue fragments were processed according to the French
guidelines for research on human tissues. Informed patient consent was obtained according to
the French bioethics law. Ethical approval was obtained from the local ethics committee.
Animals

1122ra2” and 1122ra2*"* control littermates rats were generated on the Sprague-Dawley
background using zinc-finger nucleases (ZFN) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) at our local
Rats Transgenesis Platform facility IBISA-CNRS18. ZFN targeted sequences in the exon 3 of
1122ra2 gene (ACCCATACGAGCCATactatgGGAGGGTGATGATGGCCTG,; binding sites
are underlined). Pronuclear injections of in vitro-transcribed mRNA-encoding ZFN were
performed as previously described™®. Mutations in newborn founders (6 out of 28 founders)
were detected by PCR using the following primers: 5’-AGCACGCTGGAAACACTGG,
forward; 5’-ATAGCATCAAGCCAGAGAGCAT reverse. One of the founders that presented
a 36bp deletion of the following sequence:
ACTATGGAGGGTGATGATGGCCTGGGCTGGAAGCT and a C insertion instead, leading
to a frame-shift and a premature stop-codon by the 5th nucleotide in 5” after the deletion was

selected. It was mated with a wild-type partner and heterozygous mutated animals were
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obtained. Mating between them allowed generation of homozygous 1122ra2”" rats. Absence of
IL-22BP mRNA expression was confirmed by RT-PCR. All animal experiments were
performed in accordance with the European Union Guidelines. All animal studies were
conducted according to the guidelines of the French Agriculture Ministry. These studies were
approved by the Veterinary Departmental Services committee (# E.44011).

DSS-induced colitis

8-10 weeks old 1122ra2*™* or 1122ra2”" male rats were given 5.5% dextran sodium sulfate
(DSS) (molecular weight: 40,000 g/mol) (TdB consultancy, Uppsala, Sweden) ad libitum in
the drinking water for 7 days. DSS was then switched to regular water until sacrifice. Body
mass was monitored every day and a loss of 20% from initial weight was a criteria of
sacrifice. Clinical scoring™ was also performed every day. At time of sacrifice, colon lengths
were measured and samples were taken for histopathological and RT-gqPCR analyses. Colonic
sections were stained with hematoxylin and eosin or Alcian blue. Histopathological scoring™
was performed in a blinded fashion by a trained pathologist.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism® Software (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Means comparisons of unpaired samples were performed using the Mann
& Whitney U-test or the Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-test. The Wilcoxon signed-rank
test was used for paired samples. P-values <0.05 were considered statistically significant.

For additional methods see Supplementary Methods.
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Results

Eosinophils are the major producers of IL-22BP in normal human gut

IL-22BP mRNA is constitutively expressed in human gut™ but its cellular sources have never
been clearly defined. We therefore assessed IL-22BP mRNA expression in healthy colonic
mucosa cells obtained from patients undergoing colectomy for colon cancer. Colon cells were
separated into epithelial cells (EpCAM®) and lamina propria (LP) leukocytes which were then
FACS-sorted (Figure 1A). Monocyte-derived dendritic cells (MoDC) were used as a positive
control for IL-22BP mRNA expression’®'” Very low, if any, IL-22BP expression was
detected in epithelial cells, lymphocytes, CD11c'*™ cells and neutrophils (Figure 1B). In
contrast, high levels were found in the cDC+macrophage fraction. We previously showed in
rodent that IL-22BP expression was restricted to the CD103* CD11b* subset of cDCs'’ and
these findings were recently extended to human gut mononuclear phagocytes by another
group®. Unexpectedly, eosinophils also expressed significant levels of IL-22BP mRNA
(Figure 1B). High purity of sorted cells ruled out possible contaminations by cDCs
(Supplementary Figure 1A). This was further corroborated by a more detailed phenotypic
analysis of eosinophils (Supplementary Figure 1B). Of note, no SIGLEC-8 expression was
detected in cDCs and macrophages (data not shown). MGG staining of sorted cells also
confirmed the typical morphology of eosinophils with bright purplish-red granules and bi-
lobed nuclei® (Figure 1C). Both cDCs and eosinophils preferentially expressed isoform 2 of
IL-22BP mRNA (Figure 1D), that is the only one binding to- and inhibiting IL-22. Of note,
some expression of the long isoform 1 was also detected in both populations.

We then characterized I1L-22BP protein expression in human gut. We showed for the first time
that IL-22BP protein is constitutively expressed in the ileal and colonic mucosa (Figure 2A).
Specificity of the staining was confirmed by isotype control mAb and pre-incubation of the

anti-1L-22BP mAb with recombinant IL-22BP protein (Supplementary Figure 2), as well as
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by western blot (data not shown). In both the ileum and the colon, IL-22BP* cells are
scattered throughout the LP (Figure 2A). IL-22BP staining located in the cytoplasm which is
also concordant with the secreted nature of this protein. Most of IL-22BP™ cells displayed a
bi-lobed nucleus, a distinctive feature of eosinophils (Figure 2B). The large majority of IL-
22BP" cells were indeed CD13" CD11c” CD117 HLA-DR™ (Supplementary Figure 3A-D)
and expressed the major basic protein (MBP) which is specifically localized in secondary
granules of eosinophils® (Figure 2C). These results were confirmed with a second anti-IL-
22BP mAb (Supplementary Figure 4 and data not shown). Additional stainings showed that
IL-22BP" cells were also CD45" CD11b* CD16™ CD14" CD3  CD4 CDS8 Tryptase  and
NKp46™ (data no shown). Some rare 1L-22BP* HLA-DR" DC-SIGN" (CD209) cells likely
corresponding to cDCs were also detected (Supplementary Figure 3E and data not shown).
Taken together, these results indicate that eosinophils, that represent between 10 to 30% of
gut LP leucocytes (Figure 1A)?! and therefore strongly outnumber cDCs, likely constitute the

major source of IL-22BP in both human gut mucosa at steady state.

Strong IL-22BP production by eosinophils in CD as compared to UC

Although IL-22 expression is known to be strongly induced in the inflamed colonic mucosa of
both CD and UC patients®?, its role in human IBDs is still not well understood. Moreover,
expression of IL-22BP, which specifically binds to- and potently inhibits IL-22, has not been
assessed. We thus analyzed by RT-gPCR the expression of the IL-22/IL-22R/IL-22BP axis in
paired biopsies of colonic CD and UC patients (see supplementary Table 1 for clinical data)
taken from sites with endoscopically inflamed and uninflamed mucosa. We first confirmed a
strong expression of 1L-22 in the inflamed mucosa of both IBDs whereas almost no detection
was observed in the uninvolved mucosa or in controls (Figure 3A). Similar levels of IL-22R1

were detected in all samples. Although IL-22BP is known to be downregulated during acute
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phase of DSS-induced colitis in mouse®*®, an upregulation of 1L-22BP mRNA was detected
in the inflamed mucosa of both CD and UC patients as compared to controls (Figure 3C),
with no significant difference between CD and UC. IHC analyses from the same inflamed
areas than those analyzed by RT-gPCR showed a similar increase in numbers of IL-22BP"
cells in both CD and UC as compared to controls (Supplementary Figure 5). However,
staining scores revealed a stronger expression of 1L-22BP protein in CD as compared to UC
patients. In fact, the staining intensity was similar in CD and in controls but weakened in UC
(Figure 3D & 3E).

Phenotypic analysis revealed that the large majority of IL-22BP" cells in CD were also MBP*
(Figure 4A) and therefore eosinophils. Again, only rare IL-22BP™ HLA-DR™ cells were
detected (Figure 4B) suggesting that cDCs do not represent an important source of IL-22BP
in CD. In UC, although characterization of IL-22BP" cells was made difficult by the low
levels of IL-22BP expression, our data also suggested that eosinophils were the major source
of IL-22BP (data not shown).

Therefore, despite a similar expression of IL-22BP mRNA in inflamed mucosa of CD and UC

patients, eosinophils in CD express higher levels of IL-22BP protein than in UC.

Antimicrobial peptides production is defective in Crohn’s disease

We hypothesized that IL-22BP production may hinder 1L-22 actions and consequently lead to
less pronounced effects in CD as compared to UC (Figure 3D&E). We thus analyzed in our
patients the expression of known IL-22-inducible AMPs: lipocalin-2 (LCN2)%, human beta-
defensin 2 (hBD2)*% and human beta-defensin 3 (hBD3)* (and our unpublished data). Very
low to no expression of the genes encoding these peptides was detected in controls as well as
in the uninvolved mucosa of both IBDs. In contrast, a strong induction was observed in

inflamed mucosa of UC whereas it was moderate and significantly lower in CD (Figure 5A-
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C). These results suggest that during active disease, the 1L-22-dependent AMPS expression,
resulting from close interactions between the gut mucosal immune system and the microbiota,
could be impaired in CD because of concomitant strong levels of IL-22BP production by

eosinophils (Figure 4A).

IL-22BP-deficient rats are protected during acute DSS colitis

To explore into more details the impact of 1L-22 control by IL-22BP during acute colitis, we
generated |L-22BP-deficient (1122ra2™) rats. In line with a previous report in mice'®, 1122ra2"
" rats were healthy and reproduced normally. Phenotypic analyses did not reveal
modifications of major immune cells in the spleen and the gut at steady state (Supplementary
Figure 6A). Histological analysis of the different gut segments was normal and colon length

+/+

was similar to 1122ra2™" littermate control animals (Supplementary Figure 6B&C and data
not shown). The absence of detectable IL-22BP expression was confirmed in colon and MLN
(Supplementary Figure 6D&E). Because protective actions of IL-22 have been well
characterized in experimental DSS-induced acute colitis®®*2, we studied 1122ra2™ rats in this

+/+

model (Supplementary Figure 7A-E). Kinetics analyses in 1122ra2™" rats confirmed the

inverse pattern of 1L-22 and IL-22BP expressions described in murine acute DSS colitis®*®
(Figure 6A&B) but surprisingly, and in contrast to previous mouse studies, strong expression
of IL-22BP was still present at time of IL-22 induction. This suggested that IL-22BP could
hinder the IL-22 protective actions during acute colonic inflammation, particularly during the
early phases of colitis.

Consistent with this hypothesis, 1122ra2”" rats presented a strongly attenuated form of colitis

+/+

as compared to 1122ra2*"* controls. Indeed, whereas 1122ra2*"* animals started to lose weight
at day 5, 1122ra2” only presented a small reduction of weight gain rates (Figure 6C). In

addition, disease activity index (DAI) were similar in both groups during the first 3 days of
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+/+

colitis, but started to be significantly more severe in 1122ra2™" at day 4, coinciding with the
peak of 1L-22 expression (Figure 6A&C). DAI in both groups peaked at day 7 but 1122ra2™
rats rapidly recovered and were almost completely cured at day 10 (Figure 6C). Accordingly,
histopathological analyses revealed severe signs of colitis in 1122ra2*’* rats at day 10, with
important inflammatory infiltrates, large epithelial ulcerations, crypt dysplasia and loss of
goblet cells, whereas only mild to no signs were present in 1122ra2” animals (Figure 6D&E).
Finally, colons were significantly longer in the 1122ra2™" group (Figure 6F). Altogether these
results indicate that, despite a similar induction in both groups during the first 3 days, 1122ra2”
" rats rapidly control the colitis and present an accelerated recovery phase as compared to
1122ra2*"* animals. Slowing down of disease progression in 1122ra2” rats coincided with

+/+

strong IL-22 induction at day 4 (Figure 6A), whereas for 1122ra2™" it started at day 8,
coinciding with the removal of DSS and the down-regulation of 1L-22BP expression (Figure
6B). This suggested that the lack of inhibitory control by IL-22BP during early phases of the
colitis allowed more rapidly efficient protective actions of IL-22, leading to attenuated colitis

and faster recovery in IL-22BP deficient rats.

IL-22BP deficiency is associated with a more efficient colonic epithelial barrier function
during acute colitis

IL-22 protective actions during acute colitis include increased production of mucus and
restoration of goblet cells®, enhanced AMPs production*? and epithelial cells proliferation®®.
We hypothesized that protection against colitis in 1122ra2” rats should be associated with an
enhancement of these effects in the colon. mMRNA levels of the two IL-22-inducible AMPs
LCN2 and beta-defensin 2 (BD2) were indeed significantly higher in 1122ra2™ vs. 1122ra2*’*
rats during acute colitis (Figure 7A&B). More MUC2 expression (Figure 7C) and complete

restoration of goblet cells and mucus production were also selectively observed in 1122ra2”
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animals (Figure 7D). Finally, epithelial cells proliferation was increased in IL-22BP-deficient
rats (Figure 7E). These properties of IL-22 are important in preventing constitutive bacterial
translocations from ileum Peyer’s Patches?*. Similarly, bacterial containment may also be part
of the beneficial role of IL-22 during acute colitis. Concordantly, we found significantly less
bacterial growth in the liver of l122ra2™ rats during DSS-induced colitis (Figure 7F),
accounting for less bacterial translocations. Taken together, these results indicate that the
blockade of 1L-22 by IL-22BP is effective during acute colitis and impairs the protective

actions of the cytokine on the colonic epithelial barrier.
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Discussion

Although several studies have reported elevated levels of IL-22 in the inflammatory mucosa
of both active CD and UC patients®®?, its significance in IBDs remains quite elusive.
Moreover, a complete interpretation of the role of IL-22 in IBDs should also take I1L-22BP
regulation into account. Here we have identified eosinophils as a major source of 1L-22BP in
human intestine mucosa both at steady state and in CD, and provided evidence that IL-22BP
hinders IL-22 beneficial actions on intestinal epithelial cells during acute colitis.

The finding that eosinophils, which account for 10-30% of total gut LP leucocytes?* (Figure
1A) and consequently largely outnumber cDCs, represent the most abundant source of IL-
22BP in human gut mucosa was unexpected as we and others did not previously identified
them as IL-22BP-producers in rodents'®’, although analysis of FIt3" and FIt3I”" mice
suggested that other sources of IL-22BP than cDCs could exist'’. Interspecies differences
between rodent and human eosinophils can nevertheless not be ruled out and have already
been described®. Because human blood eosinophils do not express IL-22BP mRNA", its
expression is likely induced by specific factors in the gut environment that remain to be
identified. We previously showed that retinoic acid is a potent inducer of IL-22BP expression
in cDCs*’. Moreover, retinoic acid probably conditions gut esoinophils®®. However, retinoic
acid did not induced 1L-22BP mRNA in blood eosinophils in vitro (data no shown). Beyond
their role in anti-helminthes defenses, eosinophils are thought to exert important homeostatic
functions in the gut™’. Interestingly, accumulating evidences indicate they participate in the
regulation of intestinal barrier function by interacting with different components of the
mucosal immune system?. A recent report showed that constitutive production of TGF-B by
eosinophils was critical for IgA class switching and retinoic acid production by CD103"
cDCs?’. Our study indicates that eosinophils may also regulate the 1L-22-mediated dialogue

between mucosal immune effectors and epithelial cells through I1L-22BP production.
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Our data suggest that IL-22 actions may be differentially regulated in CD as compared to UC
owing to 1L-22BP production by eosinophils. Indeed, despite a similar induction of IL-22BP
MRNA in inflamed mucosa of both CD and UC, likely reflecting the increased numbers of
eosinophils (Supplementary Figure 5) in both diseases as previously shown®, staining
intensity of IL-22BP was much higher in CD (Figure 3D&E). This suggested post-
transcriptional regulation of IL-22BP expression in UC. Interestingly, among the microRNAs

29-31
C

(miRNAS) selectively up-regulated in active U , in silico analyses predicted that miR-24

could bind to the 3’UTR  of IL-22BP mMRNA (http://www.umm.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk® and Supplementary Table 3), potentially accounting for

impairment in IL-22BP translation during active phases of UC. The same analyses did not
predict interactions between miRNAs selectively up-regulated in active CD* and IL-22BP
mMRNA. Additional studies are thus required to clarify the importance of miRNAs in the
control of 1L-22BP translation in IBDs.

Independently of the underlying mechanism, the defect in IL-22-inducible -defensins and
lipocalin-2 production in colonic CD but not in UC (Figure 5), that we and others observed*?,
support the hypothesis that IL-22BP hinders IL-22 actions in CD. It has been shown that a
lower DEFB4 gene copy number in the B-defensin locus predisposed to colonic CD through a
diminished ability to produce sufficient amounts of human B-defensin-2%*. These results were
however challenged by another study which suggested that increased copy numbers of the
DEFB4 gene were predisposing to CD*. Moreover, such associations are not observed for the
human B-defensin-3 and 4 which are located on the same locus than human B-defensin-2%,
Finally, we also showed that induction of lipocalin-2, another IL-22-inducible AMP whose
encoding gene is located on a different chromosome, was also defective (Figure 5). Taken

together, these data indicate that the AMPs relative deficiency observed in colonic CD cannot
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simply rely on particular gene abnormalities but may also result from a more general defect in
specific inducer signals like 1L-22.

Most of the knowledge on IL-22 actions during acute colitis comes from mouse studies. With
the exception of 2 studies in very specific models which showed a potential role for IL-22 in

driving acute colitis**®

, @ body of evidence indicates that IL-22 is exerting important
protective actions to promote colonic epithelial barrier reinforcement and regeneration, and
thus to suppress colitis. First, DSS and transfer models of colitis are always associated with
more severe intestinal inflammation and tissue damage in IL-22-deficient mice®'°. Second,
blocking IL-22 with neutralizing antibodies in immunocompetent mice delays the recovery
phase in the DSS model®. Third, administering exogenous IL-226 or enhancing its
endogenous production'™*? dramatically dampens the severity of colitis, even in the TNBS
model in which IL-22 is not supposed to be induced™. In the DSS model, mouse studies
mostly suggested that IL-22 was important for the recovery phase of the colitis because of the
observed delay following anti-1L-22 blockade and lack of difference during early phase®.
Protective actions were thus linked to IL-22-dependent epithelium regeneration through the
induction of numerous wound healing associated genes and the restoration of goblet cells®*.

Concordant with these studies, we found an accelerated regeneration phase in 1122ra2™ rats,
leading to an almost complete recovery at day 10 (Figure 6C). This meant that despite its
down-regulation, IL-22BP still hindered IL-22 regenerative actions. It is also possible that, as
our data suggest in human, post-transcriptional mechanisms regulate IL-22BP protein
expression in rodent. In addition, we observed early significant clinical differences between
1122ra2” and 1122ra2*"* rats (Figure 6C) associated with higher AMPs production and
epithelial proliferation at day 6 of the colitis. Together with the fact that blocking IL-22 had

no impact in mice before day 8-10° despite significant IL-22 induction as early as day 4°*,

this suggests that endogenous IL-22BP may also impair early protective actions of IL-22. In
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agreement with this, low to no weight loss was reported when excess of I1L-22 levels was
induced by administering recombinant IL-22 from day O, probably because of an overcoming
of IL-22BP inhibitory actions®®. The IL-22-dependent induction of AMPs in epithelial cells is
important for early host defenses during infectious colitis as it allows bacterial containment
apart from the epithelium®. We found here that lack of IL-22BP correlated with enhanced
epithelial-specific AMPs expression during acute colitis and less bacterial translocation likely
contributing to reduced systemic effects. Finally, our results contrast with a previous study
using 1L-22BP-deficient mice that did not evidence a role for IL-22BP during acute colitis™®.
In their study, Huber et al., concluded that an inverse pattern of regulation was responsible for
the lack of IL-22BP effects on IL-22. Here, we show that in a different species, a control of
IL-22 by IL-22BP actually occurs during acute colitis. These interspecies differences are
further suggested by the fact that Huber et al. did not detect significant constitutive IL-22BP
expression in the small intestine in mouse whereas this is the case in rats'” and in human™*.

To conclude, this work provides new insights on the role of the IL-22/IL-22R pathway in
colonic CD and UC, suggesting possible different actions owing to IL-22BP regulation.
Impairment of 1L-22 actions in colonic CD by IL-22BP-producing eosinophils may contribute
to the defective AMPs induction and thus to the epithelial barrier defect. Furthermore, it
suggests that IL-22 actions could be modulated through targeting I1L-22BP. CD is a chronic
destructive disease and progressive digestive damage accumulates over acute flares®.
Enhancing I1L-22 actions through targeting 1L-22BP during flares might be helpful to sustain
epithelial barrier function and regeneration, thus minimizing tissue injury and slowing-down
disease progression. Targeting the natural IL-22 inhibitor would probably constitute a safer
approach than IL-22 administration, as previously suggested'!, because it would limit

unwanted long-lasting effects of IL-22, that may lead to malignant epithelial cell
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proliferation'®, or systemic dissemination and adverse effects such as psoriasis-like skin

lesions, as already observed in mouse®.

119



Legends to figures:
Figure 1: Analysis of IL-22BP mRNA in isolated human normal colonic mucosa cells

(A) Gating and sorting strategies used to isolate colonic lamina propria cell populations. (B)
IL-22BP gene expression was analyzed by RT-qPCR. Bars represent the mean = SEM ratio of
IL-22BP gene to HPRT expression (n=3). (C) MGG staining of sorted eosinophils (D)
Analysis IL-22BP mRNA isoforms by RT-PCR. Data are representative of two independent

experiments. Ep cells: epithelial cells; DCs: dendritic cells; M®: macrophages.

Figure 2: Immunofluorescence analysis of IL-22BP in normal human gut

(A) Sections of normal human ileum (left) and colon (right) were stained with anti-IL-22BP
mADb (red) and DAPI (blue). Original magnification x 200. Data are representative of at least
four independent experiments on different donors. (B) Higher magnification of I1L-22BP*
cells in the ileum (upper) and colon (lower). (C) Double-immunofluorescence stainings of
human ileum (upper) and colon (lower) with anti-MBP mAb (green), anti-IL-22BP mAb (red)
and DAPI (blue). Original magnification x 200. Data are representative of at least three

independent experiments on different donors. MBP: major basic protein.

Figure 3: Stronger production of IL-22BP in CD as compared to UC

IL-22 (A), IL-22R1 (B) and IL-22BP (C) gene expressions were analyzed by RT-gqPCR in
colon biopsies from controls (n=16) and paired biopsies of inflamed (Inf) and uninflamed
(He) areas of CD (n=14) and UC (n=14) patients. (D) IL-22BP immunohistochemistry of
sections from the same inflamed areas of CD (n=10) and UC (n=11) patients, and from
controls (n=5). Representative 1L-22BP" cells are designated by black arrows. (E) Signal

intensity of IL-22BP stainings was scored on a scale from 0 to 3 in a blinded fashion. Each
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symbol represents a single patient. *** p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05; n.s: non-significant.

MBP: major basic protein.

Figure 4: IL-22BP is produced by eosinophils in CD

Sections of colonic inflamed areas of CD patients were stained with anti-IL-22BP mAb (red),
anti-MBP mAb (green) and DAPI (A) or anti-IL-22BP mAb (red), anti-HLA-DR mAb
(green) and DAPI. White arrow designates a HLA-DR® mononucleated myeloid cell
displaying low levels of IL-22BP expression (B). Data are representative of 4 independent

experiments on different donors.

Figure 5: Antimicrobial peptides production is defective in Crohn’s disease

Lipocalin-2 (A), human beta-defensin-2 (B) and human beta-defensin-3 (C) gene expressions
were analyzed by RT-gPCR in colon biopsies taken from controls (n=16) as well as from
paired biopsies of inflamed (Inf) and uninflamed (He) areas of CD (n=14) and UC (n=14)

patients. ** p<0.01; * p<0.05.

Figure 6: IL-22BP-deficient rats are protected during acute DSS colitis

(A&B) Colitis was induced by 5.5% DSS ad libitum in the drinking water and rats were
sacrificed at indicated time points for IL-22 (A) and IL-22BP (B) gene expression analysis by
RT-qPCR. Bars represent the mean + SEM ratio of IL-22 or IL-22BP genes to HPRT
expression. Pooled data from two independent experiments (day 0, n=8; days 4, 8, 12 and 20,
n=6). (C) Weight and clinical score were assessed every day during colitis. Each symbol
represents mean of % weight change or clinical score + SEM. Pooled data from 6 independent
experiments (1122ra2*"*, n=29; 1122ra2”", n=23). (D-F) Histology score was assessed at day 10

+/+

in a blinded fashion by a trained pathologist (D). Representative HES staining of 1122ra2
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(left) and 1122ra2™ (right) rats colon at day 10 (E). Colon length measured at day 10 (F). For
E-G, data are representative of at least two independent experiments. Each symbol

corresponds to one rat. ** p<0.01; *** p<0.001.

Figure 7: 1L-22BP deficiency is associated with a more efficient barrier function of the
colon of during acute colitis

(A-C) 1122ra2™"* and 1122ra2” were given 5.5% DSS ad libitum in the drinking water for 6
days and sacrificed. Lipocalin-2 (A), rat beta-defensin-2 (B) and Muc2 (C) gene expressions
were analyzed by RT-gPCR. Bars represent mean £ SEM of indicated gene expression..
Pooled data from 2 independent experiments (l122ra2*™* n=9; 1122ra2” n=10). (D)
Representative Alcian blue staining of 1122ra2*"* (left) and 1122ra2” (right) rats colon at day
10 of colitis. Quantification of goblet cells at day 10. Bars represent mean + SEM of goblet
cells per field from two different fields at a magnification of x100. Pooled data from 2
independent experiments (1122ra2*"* n=8; 1122ra2” n=8). (E&F) I122ra2""* and Il122ra2™
were treated as in A-C. Representative Ki-67 staining of 1122ra2*"* (left) and 1122ra2”" (right)
rats colon at day 6 (E). Bars represent mean + SEM of colony forming units (CFU) present in
homogenates from the liver at day 6 (F). Pooled data from two independent experiments

(1122ra2*"* n=9; 1122ra2"" n=9). *** p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05; n.s: non-significant.
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Supplementary methods

Measurement of CFU in liver

Livers were sterilely removed at sacrifice and mechanically homogenized in sterile PBS. CFU
were determined via serial dilutions on LB agar. Colonies were counted after 2 days of culture
at 37°C.

Human colonic lamina propria cells isolation

The mucosa was carefully stripped from the underlying compartment as previously
described. Epithelial cells were separated by 30min incubation in a Ca®* and Mg free
solution of EDTA 30mM under slow rotation (100 rpm). Epithelial cells were then filtered
through 100-um pore size cell strainers and transferred into TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad,
CA) for RT-gPCR analysis. The mucosa was washed in PBS, cut into 5mm pieces and
digested 1 h in 10 mL of collagenase D at 2 mg/mL (Roche Diagnostics, Meylan, France) and
DNAse | at 100 pg/mL (Sigma-Aldrich), under 300 rpm rotation and vortexing every 10 min.
Cell suspension was then filtered twice through 100-pum and a 40-um pore size cell strainers
successively (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France) and processed for FACS analysis
and/or cell sorting.

Flow cytometry analysis

Colon cells were stained as for cell sorting and phenotyping of eosinophils was performed by
switching HLA-DR-FITC for one of the following antibodies: CD14 (clone M5E2/FITC),
CD16 (clone 3G8/FITC), CD25 (clone M-A251/FITC), CD23 (clone M-L233/FITC), CD123
(clone 7G3/FITC) all from BD Biosciences; CD117 (clone 104D2D1/PC5.5) and CD11b
(clone Bearl/FITC) both from Beckman Coulter (Villepinte, France). Cells were analyzed on
a BD FACSCanto Il flow cytometer (BD Biosciences). Data were analyzed using FlowJo
software (Treestar, Ashland, OR).

Cell sorting of colonic lamina propria cells
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Human CLP cells were stained with antibodies specific for CD45 (clone HI30/Vv500), CD3
(clone SK7/PECy7), CD19 (clone SJ25C1 /PECy7), CD11c (clone S-HCL-3 /APC), HLA-
DR (clone G46-6/FITC) (BD Biosciences) and SIGLEC-8 (clone 7C9/PE) (BioLegend, San
Diego, CA). Dead cells were excluded by gating on 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-
negative cells. Cell sorting was performed on a BD FACS Aria Cell sorter (BD Biosciences)
using the gating strategies defined in the results section.

Real-time quantitative RT-PCR

Total RNA was isolated using TRIzol® reagent (Invitrogen) according to manufacturers'
instructions. Reverse transcription was performed using Murine Moloney Leukemia Virus
Reverse Transcriptase (Invitrogen) following manufacturer’s instructions. Gene expression
was assessed with the TagMan® Fast Advanced Master Mix 2x reagent (Applied
Biosystems). Primers and probes were purchased from Applied Biosystems (See
supplementary Table 2 for complete list). Real-time PCR was performed using the StepOne
Plus system (Applied Biosystems). For both human and rat, relative expression was
normalized to HPRT and calculated using the 2" method. Results were expressed in
arbitrary units (A.U).

Whole IL-22BP cDNA amplification

In order to identify IL-22BP isoforms, whole cDNA amplification was performed (forward,
5’-GGCTTCCTCATCAGTTTCTTCC; reverse S’TTCCACACATCTCTCTTCACTTCTC
for human IL-22BP). Amplification was performed using HERCULASE Il Fusion Enzyme
(Agilent, Santa Clara, CA).

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed on Sum formalin-fixed, paraffin-embedded sections
using an indirect immunoperoxidase method. For rat colonic samples sections, were stained

with a rabbit anti-Ki-67 pAb (Merck-Millipore, Darmstadt, Germany). For human colonic
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biopsies, sections were stained with a mouse IgG1 monoclonal anti-1L-22BP antibody (clone
214518; R&D Systems Europe, Lille, France). The immunological reaction was visualized
with the Envision detection system (Dako, Les Ulis, France) and 3,3-diaminobenzidine
tetrahydrochloride as a chromogen. Slides were counterstained with Mayer's Hematoxylin
solution. Signal intensity was scored on a scale from 0 to 3 in a blinded fashion by a trained
pathologist.

Immunofluorescent stainings

Formalin-fixed frozen sections were saturated 30 min with a solution of
PBS/BSA1%/Serum10%. For single staining, mouse monoclonal IgGlanti-IL-22BP (clone
214518, R&D or clone AH22BP9.1, home-made) labelled with the Alexa Fluor® 568
Antibody Labeling Kit following manufacturer’s instruction (Invitrogen) was incubated 2
hours at RT. After washing, DAPI was incubated 15 min. Slides were mounted with
ProLong® Gold antifade (Invitrogen). For double immunostainings, a second purified
antibody was mixed with the anti-1L-22BP antibody except for mouse antibodies of the same
isotype which were incubated before the anti-1L-22BP mAb and revealed before a second step
of saturation with mouse serum 10%. Purified antibody was revealed with adapted secondary
antibodies labelled with Alexa488. Images were obtained with A1 R Si Confocal microscope

(Nikon).
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Supplementary Table 1: Clinical data

CD (n=14) UC (n=14) Controls (n=16)
Age (years)” 317+98 426+111 458 +13.3
Sex (M/F) 5/9 10/4 719
Disease duration before biopsy (years)” 9.0£7.0 7649 NA
Involvement
Ileum + colon 9 -
NA
Colon 5 13
Rectum - 1
Ongoing medications
Corticosteroids 1 2
5-aminosalicylic acid (5-ASA) 4 10 NA
Immunosuppressants 6 3
Anti-TNFa 7 6
“mean + s.d
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Supplementary Table 2:

List of primers and probes used in the study

Target Gene Species Reference Furnisher
IL-22BP IL22RA2 Human Hs00364814_m1 | Applied Biosystems
IL-22 IL22 Human Hs01574154 _m1 | Applied Biosystems
IL-22R1 IL22RA1 Human Hs00222035_m1 | Applied Biosystems
LCN2 LCN2 Human Hs01008571_m1 | Applied Biosystems
hBD2 DEFB4A Human Hs00175474_m1 | Applied Biosystems
DEFB4B
hBD3 DEF103A Human Hs00218678_m1 | Applied Biosystems
DEF103B
IL-18 1L18 Human Hs01038788_m1 | Applied Biosystems
HPRT HPRT1 Human Hs99999909 m1 | Applied Biosystems
IL-22BP 1122ra2 Rat Rn01766097_m1 | Applied Biosystems
IL-22 1122 Rat Rn01760432_m1 | Applied Biosystems
LCN2 Lcn2 Rat Rn00590612_m1 | Applied Biosystems
BD2 Defb2 Rat Rn02532184 gl | Applied Biosystems
MUC2 Muc2 Rat Rn01498196 gl | Applied Biosystems
HPRT Hprtl Rat Rn01527840_m1 | Applied Biosystems

139




Supplementary Table 3. Comparative view of positively predicted miRNA sites on 3'

UTR

region

by 4

prediction  programs  (from

http://www.umm.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk)

‘SUM

Gene Name MicroRNA ‘StemLoop ID ‘DIANAmT ‘miRanda ‘miRWaIk ‘Targetscan
IL22RA2 hsa-miR-453 hsa-mir-453 - _ - _
IL22RA2 hsa-miR-769-3p hsa-mir-769 |
IL22RA2 hsa-miR-548b-5p hsa-mir-548b
IL22RA2 hsa-miR-24 hsa-mir-24-1 -_-_
IL22RA2 hsa-miR-219-2-3p | hsa-mir-219-2 -_-_ 4
IL22RA2 hsa-miR-617 hsa-mir-617 -_-_
IL22RA2 hsa-miR-181d hsa-mir-181d -_-_
IL22RA2 | hsa-miR-920 hsa-mir-920 -_-_ 4
IL22RA2 | hsa-miR-340 hsa-mir-340 - _ - _
IL22RA2 hsa-miR-548d-3p hsa-mir-548d-2 - _ - _
IL22RA2 | hsa-miR-205 hsa-mir-205 - _ - _ 4
IL22RA2 hsa-miR-510 hsa-mir-510
IL22RA2 | hsa-miR-24 hsa-mir-24-2
IL22RA2 hsa-miR-186 hsa-mir-186
IL22RA2 hsa-miR-588 hsa-mir-588
IL22RA2 hsa-miR-622 hsa-mir-622
IL22RA2 hsa-miR-498 hsa-mir-498
IL22RA2 hsa-miR-936 hsa-mir-936
IL22RA2 hsa-miR-330-3p hsa-mir-330
IL22RA2 | hsa-miR-449b hsa-mir-449b -_- _
IL22RA2 hsa-miR-212 hsa-mir-212 - _ - _
IL22RA2 hsa-miR-132 hsa-mir-132 - _ - _ 4
IL22RA? | hsa-miR-376a hsa-mir-376a-2 - _ - _
IL22RA? | hsa-miR-410 hsa-mir-410 -_-_
IL22RA2 hsa-miR-300 hsa-mir-300 -_-_ 4
IL22RA2 hsa-miR-190 hsa-mir-190 -_-_
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http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000080
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003631
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003139
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0005712
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003197
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000081
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003636
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003142
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0005758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003673
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0002465
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0005525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000486

IL22RA2 hsa-miR-548a-3p hsa-mir-548a-2 -_-_
IL22RA2 hsa-miR-34c-5p hsa-mir-34c -_-_ 4
IL22RA2 | hsa-miR-625 hsa-mir-625 - _ - _
IL22RA? | hsa-miR-525-3p | hsa-mir-525 - _ - _
IL22RA2 | hsa-miR-940 hsa-mir-940 - _ - _ 4
IL22RA? | hsa-miR-337-3p | hsa-mir-337 - _ - _
IL22RA2 hsa-miR-411 hsa-mir-411 -_- _
IL22RA2 hsa-miR-181a hsa-mir-181a-1 -_-_
IL22RA2 hsa-miR-137 hsa-mir-137 -_- _
IL22RA2 hsa-miR-557 hsa-mir-557 - _ - _
IL22RA2 | hsa-miR-376b hsa-mir-376b -_-_
IL22RA2 hsa-miR-892a hsa-mir-892a - _ - _ 4
IL22RA2 hsa-miR-194 hsa-mir-194-1 -_-_
IL22RA? | hsa-miR-590-3p | hsa-mir-590 - _ - _
IL22RA2 hsa-miR-34a hsa-mir-34a - _ - _ 4
IL22RA2 hsa-miR-524-3p hsa-mir-524 - _ - _
IL22RA2 | hsa-miR-942 hsa-mir-942 - _ - _
IL22RA2 | hsa-miR-659 hsa-mir-659 -_-_
IL22RA2 hsa-miR-218 hsa-mir-218-1 - _ - _ 4
IL22RA2 | hsa-miR-559 hsa-mir-559 - _ - _
IL22RA2 hsa-miR-484 hsa-mir-484 -_-_
IL22RA? | hsa-miR-450b-5p | hsa-mir-450b - _ - _ 4
IL22RA2 | hsa-miR-206 hsa-mir-206 -_-_
IL22RA2 | hsa-miR-636 hsa-mir-636 -_-_
IL22RA2 hsa-miR-181a hsa-mir-181a-2 -_-_ 4
IL22RA2 hsa-miR-944 hsa-mir-944 - _ - _ 4
IL22RA? | hsa-miR-338-5p | hsa-mir-338 - _ - _
IL22RA? | hsa-miR-542-3p | hsa-mir-542 - _ - _
IL22RA2 | hsa-miR-218 hsa-mir-218-2 -_- _
IL22RA2 hsa-miR-142-5p hsa-mir-142
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0005762
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003563
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0002466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0005528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000488
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0005767
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003683
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000294
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003565
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0002468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0005531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0005769
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003686
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000295
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000458

IL22RA2 hsa-miR-562 hsa-mir-562 - _ - _
IL22RA2 hsa-miR-450b-3p hsa-mir-450b - _ - _ 4
IL22RA2 | hsa-miR-593 hsa-mir-593 - _ - _
IL22RA2 hsa-miR-641 hsa-mir-641 - _ - _
IL22RA2 hsa-miR-181b hsa-mir-181b-1 -_-_ 4
IL22RA2 | hsa-miR-668 hsa-mir-668 - _ - _
IL22RA2 hsa-miR-224 hsa-mir-224 - _ - _
IL22RA2 hsa-miR-143 hsa-mir-143 - _ - _
IL22RA2 hsa-miR-1 hsa-mir-1-1 -_- _
IL22RA2 hsa-miR-548a-5p hsa-mir-548a-3 -_-_
IL22RA2 hsa-miR-181c hsa-mir-181c -_-_
IL22RA2 | hsa-miR-516a-3p | hsa-mir-516a-1 -_-_ 4
IL22RA2 | hsa-miR-196b hsa-mir-196b -_-_
IL22RA2 | hsa-miR-493 hsa-mir-493 - _ - _
IL22RA2 | hsa-miR-889 hsa-mir-889 - _ - _ 4
IL22RA2 hsa-miR-155 hsa-mir-155 -_- _
IL22RA2 hsa-miR-548a-3p hsa-mir-548a-3 - _ - _
IL22RA2 | hsa-miR-649 hsa-mir-649 -_-_
IL22RA2 | hsa-miR-516a-3p | hsa-mir-516a-2 -_- _—
IL22RA2 | hsa-miR-423-5p | hsa-mir-423 -_- _
IL22RA2 hsa-miR-1 hsa-mir-1-2 -_-_
IL22RA2 hsa-miR-153 hsa-mir-153-1 -_-_ 4
IL22RA2 | hsa-miR-580 hsa-mir-580 -_-_
IL22RA2 | hsa-miR-494 hsa-mir-494 -_-_
IL22RA2 | hsa-miR-181b hsa-mir-181b-2 -_-_—
IL22RA2 hsa-miR-607 hsa-mir-607 - _ - _ a4
IL22RA? | hsa-miR-369-3p | hsa-mir-369 - _ - _
IL22RA? | hsa-miR-548d-5p | hsa-mir-548d-1 - _ - _
IL22RA2 | hsa-miR-196a hsa-mir-196a-2 -_-_
IL22RA2 hsa-miR-153
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003605
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000459
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003612
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0000271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0001150
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0003132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=116379&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVDocSum
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_entry.pl?acc=MI0005540
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Supplementary Table 2: List of primers and probes used in the study

Target Gene Species Reference Furnisher
IL-22BP IL22RA2 Human Hs00364814 _m1 | Applied Biosystems
IL-22 IL22 Human Hs01574154 m1 | Applied Biosystems
IL-22R1 IL22RA1 Human Hs00222035_m1 | Applied Biosystems
LCN2 LCN2 Human Hs01008571_m1 | Applied Biosystems
hBD2 DEFB4A Human Hs00175474_m1 | Applied Biosystems
DEFB4B
hBD3 DEF103A Human Hs00218678 _m1 | Applied Biosystems
DEF103B
IL-18 IL18 Human Hs01038788_m1 | Applied Biosystems
HPRT HPRT1 Human Hs99999909 m1 | Applied Biosystems
IL-22BP 122ra2 Rat Rn01766097_m1 | Applied Biosystems
IL-22 1122 Rat Rn01760432_m1 | Applied Biosystems
LCN2 Lcn2 Rat Rn00590612_m1 | Applied Biosystems
BD2 Defb2 Rat Rn02532184 g1l | Applied Biosystems
MUC2 Muc2 Rat Rn01498196 gl | Applied Biosystems
HPRT Hprtl Rat Rn01527840 _m1 | Applied Biosystems
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Supplementary results

Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1: Purity and phenotype of human colon eosinophils

(A) Human colon eosinophils were sorted using the indicated gating strategies. Purity
was assessed on sorted eosinophils by using the same gating strategies and was
routinely > 90%. (B) Phenotypic analysis of human colon eosinophils and neutrophils.

Data are representative of at least 3 independent experiments.
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Supplementary Figure 2

Anti-IL-22BP

IL-22BP/Fc Isotype

Supplementary Figure 2: Assessment of antilL-22BP mAb specificity

e

Formalin-fixed frozen sections of human normal colon were stained with Alexa Fluor®

568-labelled mouse anti-IL-22BP mAb with or without prior incubation with
recombinant IL-22BP (2 left panels). Mouse IgG1 isotype antibodies labelled with
Alexa Fluor® 568 were incubated on colon sections in a similar way to anti-IL-22BP

(right panels).
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3: Phenotypic analysis of IL-22BP+ cells

(A-E) Formalin-fixed frozen sections of human normal colon were double stained with

anti-IL-22BP monoclonal antibody and the indicated antibody.
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Supplementary Figure 4
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Supplementary Figure 4: Immunofluorescence analysis of IL-22BP in normal
human gut

(A) Formalin-fixed frozen sections of normal human ileum (left) and colon (right) were
stained with an Alexa Fluor® 568-conjugated anti-IL-22BP mAb (clone AH22BP9.1)
(red) and DAPI (blue). Original magnification x 200. Data are representative of at
least two independent experiments on different donors. (B) Higher magnification of
IL-22BP+ cells in the ileum (lefty and colon (right). (C&D) Double-
immunofluorescence stainings of human ileum (C) and colon (D) with anti-MBP mAb
(green), anti-1IL-22BP mAb (red) and DAPI (blue). Data are representative of at least
two independent experiments on different donors. MBP: major basic protein.
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Supplementary Figure 5
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Supplementary Figure 5: High number of I1L-22BP positive cells in CD and UC as
compared to controls

IL-22BP immunohistochemistry was performed on available formalin-fixed paraffin-
embedded sections from inflamed areas of CD (n=10) and UC (n=11) patients, and from
controls (n=5). IL-22BP" cells were scored in a blinded fashion from 10 HPF. Each symbol

represents a single patient. * p<0.05; n.s: non-significant. HPF: High power field.
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Supplementary Figure 6
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Supplementary Figure 6: Phenotype of IL-22BP-deficient rats

(A-D) % of lymphocytes and DCs were analyzed in spleen and MLN of 1122ra2*"* and
I22ra2” rats by flow cytometry. (E) Colon length of 8-10 weeks old 1122ra2*"* and
I22ra2™ rats were measured at steady state. (F) Representative HES staining of
colon at steady state. (G) IL-22BP mRNA expression was assessed by RT-qPCR at
steady state in MLN and colon of I122ra2*"* and 1122ra2™ rats. (H) IL-22BP gene
expression was analyzed by RT-gPCR. Each symbol corresponds to one rat and
represents IL-22BP gene expression relative to HPRT expression as determined by

the 222 method of relative quantification.
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Supplementary Figure 7
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Supplementary Figure 7: DSS-induced colitis in SPD rats

SPD rats were given regular water or 5.5% DSS ad libitum in the drinking water for 7
days. DSS was then switched to regular water for 5 more days. Weight and clinical
score were assessed every day. Each symbol represents mean of % weight change
(A) or clinical score (B) + SEM. (C) Colon length were measured at sacrifice. (D)
Representative HES staining of colon at sacrifice. (E) Histology score measured in a
blinded fashion in colon at sacrifice. Data are representative of 2 independent

experiments.
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Résultats additionnels : Roéle de I’IL-22BP dans le modele de lésions

psoriasiformes induites par I’Aldara®

L’application quotidienne d’Aldara® (imiquimod) sur la peau ou loreille induit des
changements phénotypiques tres proches de ceux observes au cours du psoriasis et dépend des
actions de I’IL-17 et de I’IL-22 induites par I’'IL-23 (Van Belle et al., 2011; van der Fits et al.,
2009; Pantelyushin et al., 2012). Chez le rat SPD, I’application d’Aldara® sur I’oreille se
caractérise également par une induction d’IL-22 dés le 3°™ jour de traitement et semble
maximale au jour 5 (Figure 13A). Aucune variation notable de 1’expression de I’IL-22R n’est
en revanche notée (Figure 13B). De plus, I’expression de I’IL-22BP est maintenue tout au
long du traitement, tendant méme a augmenter légerement (Figure 13C). Ces résultats
suggérent donc que I’IL-22BP pourrait atténuer les actions pathologiques de 1’IL-22 dans ce
modele. En accord avec cette hypothése, le traitement des rats déficients pour 1’IL-22BP
conduit a I’installation de lésions cutanées plus severes que celles notées pour les rats
1122ra2*"*, s’accompagnant d’un épaississement de 1’oreille plus important (Figure 13D&E).
Le retentissement systémique semble lui aussi étre plus marqué chez les rats 1122ra2”" qui, en

+/+

fin de traitement, et contrairement aux animaux 1122ra2™", présentent un poids inférieur a
celui de départ (Figure 13F). Finalement, I’analyse histologique des oreilles aprés 5 jours de
traitement révéle un infiltrat inflammatoire du derme plus important chez les rats 1122ra2”,
s’accompagnant d’une dysplasie et d’une desquamation fortes (Figure 13G). L’absence de
contrdle des actions de 1’IL-22 par I’IL-22BP se traduit par une augmentation de I’expression
des PAMs lipocaline-2 et B-défensine-2 dont I’expression par les kératinocytes peut étre
induite par I’IL-22 (Liang et al., 2006; Sa et al., 2007; Wolk et al., 2006) (Figure 14A&B).
Au contraire, l'involucrine, qui est impliquée dans la différentiation terminale des
kératinocytes et dont I’expression est inhibée par 1’IL-22 (Boniface et al., 2005) présente une
expression moins forte chez les animaux 1122ra2”" (Figure 14C). Ces résultats indiquent donc
que I’absence d’IL-22BP conduit a une majoration des actions de 1’IL-22, dont il résulte une
atteinte cutanée plus sévere. L’exacerbation des actions de 1I’IL-22 semble de plus favoriser un
emballement global des réponses inflammatoires dans 1’oreille, illustré par 1’augmentation
importante de ’expression de TNFa, IL-1B, IFNy, IL-17A, IL-6 et de I'TL-22 elle-méme
(Figure 14 E-I).

Au total, ces resultats indiquent que malgré son réle pathologique important au cours
du psoriasis, I’IL-22 reste tout de méme en partie controlée par 1’IL-22BP produite dans la
peau. Une augmentation du controle de I’'IL-22 par 1’administration d’IL-22BP exogene
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pourrait donc representer une opportunité therapeutique intéressante, particulierement en
association avec les biothérapies ciblant 1’IL-17 déja disponibles et remarquablement
efficaces (Hueber et al., 2010; Leonardi et al., 2012; Papp et al., 2012, 2013).
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Figure 13: L’absence d’IL-22BP majore la sévérité des lésions psoriasiformes induites par 1’Aldara®. De
1’Aldara® a été appliqué quotidiennement sur I’oreille droite des rats pendant 5 jours. (A-C) L’expression de
I’TIL-22 (A), ’'IL-22R1 (B) et I'IL-22BP (C) ont été analysées aux temps indiqués par gPCR et normalisées par
rapport & ’HPRT. Les barres représentent la moyenne +/- s.e.m des ratios d’expression des genes concernés
par rapport 2 ’HPRT, déterminés par la méthode 27", (D) Photographies représentatives de I’oreille droite de
rats 1122ra2"* et 1122ra2” avant la 1% application d’Aladara® et au 5°™ jour. (E) L’épaisseur de oreille droite
a été mesurée quotidiennement a I’aide d’un pied a coulisse numérique (moyenne +/- s.e.m). (F) % de variation
de masse & J5 en comparaison au poids a JO (moyenne +/- s.e.m). (G) Colorations HES représentatives de
coupe d’oreille avant et aprés 5 jours de traitement par Aldara®. n=3-9 rats par groupes.
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Figure 14: L’absence d’IL-22BP se traduit par une exacerbation de I’inflammation de I’oreille au cours
de Papplication d’Aldara®. (A-1) Les expressions des génes mentionnés ont été analysées aux temps indiqués
par qPCR et normalisées par rapport a ’HPRT. Les barres représentent la moyenne +/- s.e.m des ratios
d’expression des génes concernés par rapport a PHPRT, déterminés par la méthode 2. n=3-9 rats par
groupes.
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Discussion et perspectives

Par ce travail nous avons pu montrer que les sources principales d’IL-22BP semblent
majoritairement représentées pas les cDCs et les polynucléaires éosinophiles, particulierement
dans le systeme immunitaire muqueux intestinal, la production par les éosinophiles n’ayant
cependant pour l’instant été caractérisée que chez I’homme (articles 1&2). Nous avons
également identifié que I’acide rétinoique est un inducteur puissant de I’expression d’IL-22BP
par les cDCs, contribuant probablement ainsi aux trés hauts niveaux retrouvés pour ces
cellules dans I’intestin. A I’inverse la maturation des cDCs s’accompagne d’un arrét de leur
expression de cet inhibiteur soluble (article 1). Par ailleurs, nous avons démontré, grace a la
génération de rats déficients pour 1’IL-22BP, que ce dernier exerce des propriétés inhibitrices
importantes sur les actions de I’'IL-22 au cours de modeles de colite inflammatoire et de
psoriasis (article 2 ; Figures 13&14). Finalement, nous avons suggéré qu’une régulation
différente de la production d’IL-22BP dans la MC et la RCH soit a 1’origine d’actions
différentes de 1’IL-22 au cours de ces deux maladies, et proposé 1’IL-22BP en tant que cible
thérapeutique intéressante au cours des phases aigues de la MC (article 2).

La caractérisation des sources cellulaires d’IL-22BP in vivo était une question importante
puisqu’aucune étude ne ’avait encore directement abordée. Compte-tenu des rbles majeurs
exercés par I’IL-22 dans I’intestin, et de I’expression forte d’IL-22BP a ce niveau (article 1)
(Dumoutier et al., 2001; Xu et al., 2001), nous nous sommes particulierement attachés a
identifier les sources d’IL-22BP dans le systéme immunitaire muqueux intestinal. L’analyse
de populations de cellules triées par cytométrie en flux indique trés clairement que les cDCs
expriment fortement et constitutivement I’ARNm d’IL-22BP dans les OLS et la muqueuse
digestive chez le rat, la souris et I’lhomme (articles 1&2 ; Figure 12). Nos résultats chez le rat
et la souris indiquent également qu’au niveau du systétme immunitaire muqueux intestinal,
I’expression d’IL-22BP par les cDCs apparait majoritairement restreinte a la population
CD103" CD11b*. L’expression d’IL-22BP par ces cellules a par ailleurs été confirmée
récemment par un autre groupe dans les ganglions mésentériques de souris (Laaksonen et al.,
2014), et étendue a la muqueuse digestive humaine, sur des prélevements de jéjunum obtenus
apres chirurgie bariatrique (Watchmaker et al., 2014). 1l semble ainsi que la production d’IL-
22BP par les cDCs CD103" CD11b" dans I’intestin soit conservée entre les espéces,
témoignant donc probablement d’une spécialisation fonctionnelle de ces cellules dans le

controle des actions de 1’'IL-22. L’expression d’IL-22BP par les ¢cDCs n’est pas restreinte a
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I’intestin puisque de hauts niveaux peuvent étre détectés dans les cDCs spléniques chez le rat
(article 1). Ces derniers ne sont cependant pas retrouvés chez la souris, qui contrairement au
rat, présente uniquement de faibles niveaux d’expression d’IL-22BP dans la rate (article 1)
(Laaksonen et al., 2014), et n’ont pas été analysés chez I’homme. En revanche, une
production d’IL-22BP par les cDCs des ganglions inguinaux de souris a été suggerée
(Laaksonen et al.,, 2014). Finalement, une expression d’IL-22BP par les cellules de
Langerhans semble aussi exister dans 1’épiderme humain, mais nécessite toutefois d’étre plus
clairement établie (Hutter et al., 2012). Il apparait donc, au vu de ces résultats, que les cDCs
pourraient représenter une source d’IL-22BP ubiquitaire, permettant une expression
constitutive dans les OLS et les différents tissus épithéliaux cibles de I’TL-22.

L’analyse de I’expression d’IL-22BP par les cellules du colon humain a également fait
ressortir des niveaux significatifs dans les polynucléaires éosinophiles (article 2). Ces
résultats étaient assez inattendus puisqu’aucune expression n’avait été détectée dans les
cellules CMH-II" du colon de rat (Figure 12). Dans leur étude, Huber et al. ont également
suggéré que la production d’IL-22BP soit restreinte aux cellules dendritiques dans le colon de
souris, puisque 1’expression d’ARNmM était uniquement détectée dans les cellules TCRaf
CD11c* (Huber et al., 2012). Cependant, I’expression concomitante du CMH-II par ces
cellules n’a pas été clairement explicitée, laissant la possibilité que les éosinophiles,
exprimant aussi le CD11c, soient également présents dans la fraction IL-22BP*. L’analyse des
souris FIt3" et FIt3r” nous a de plus laissé supposer que d’autres cellules que les cDCs
puissent exprimer I’'IL-22BP (article 1). Ces données nous ont donc conduits a évaluer
directement I’expression d’IL-22BP dans les cellules fortement granuleuses et CD11b" du
colon de rat, correspondant majoritairement aux €osinophiles, mais aucun signal n’a pu étre
détecté. Nous n’avons par ailleurs pas encore analysé I’expression d’IL-22BP spécifiqguement
dans les éosinophiles du colon de souris.

La question de savoir si les éosinophiles de rongeurs produisent également 1’TL-22BP est
importante puisque I’analyse au niveau protéique, par des expériences de doubles
immunomarquages en IFl, a révélé que la source la plus abondante d’IL-22BP dans le colon
humain est représentée par les éosinophiles (article 2). Une réponse négative a cette question
refléterait donc des différences inter-espéces majeures, et par la méme probablement des
fonctions physiologiques différentes de 1’IL-22BP. Il est en effet possible que I’IL-22BP soit
préformee dans les granules des éosinophiles de maniere a pouvoir étre relarguée rapidement
et en abondance au cours de situations aigues associées a des hauts niveaux de production

d’IL-22, nécessitant donc des actions régulatrices renforcées. La nature préformee de I’IL-
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22BP dans les granules des éosinophiles pourrait alors expliquer leurs plus faibles niveaux
d’expression d’ARNmM en comparaison de ceux détecteés dans les cDCs. Il serait également
envisageable que I’expression du gene soit éteinte dans les €osinophiles coliques de rat, en
dépit d’une quantité importante présente dans les granules. De telles différences entre les
niveaux d’expressions génique et protéique ont déja été décrits pour la protéine MBP des
éosinophiles du colon (Nakajima et al., 2001). Il faut néanmoins garder en mémoire que des
différences inter-especes existent entre les éosinophiles humains et de rongeurs, et il ne peut
donc pas étre exclu que la production d’IL-22BP en fasse partie (Lee et al., 2012). Au
contraire, la production constante par les ¢cDCs immatures pourrait permettre d’établir un
niveau basal d’IL-22BP, propre a réguler de faibles quantités d’IL-22 notamment produites
par les ILCs du groupe 3 dans I’iléon. La distribution et la fréquence des cDCs dans les tissus
périphériques laissent également penser que leur sécrétion d’IL-22BP pourrait étre beaucoup
plus localisée, restreinte a certaines cellules a travers la mise en place de contacts cellulaires
étroits. De telles interactions semblent pouvoir exister, notamment grace a ’expression de la
LTasB, et de son récepteur, par les LTi et les cDCs intestinales respectivement (Upadhyay et
al., 2012).

Les éosinophiles sont naturellement présents en grandes quantités dans 1’intestin (Chu et
al., 2014), ce qui explique pourquoi ils représentent la source majeure d’IL-22BP & ce niveau.
La rapidité du renouvellement de 1’épithélium intestinal pourrait justifier la présence de
quantités plus importantes d’IL-22BP dans ce tissu, du fait des propriétés que peut exercer
I’TIL-22 sur les cellules souches intestinales. Pour autant, il est possible que les éosinophiles
viennent également augmenter les quantités d’TL-22BP dans les tissus qu’ils infiltrent. Il peut
par exemple étre remarqué que I’envahissement important du foie par les éosinophiles au
cours d’une modéle murin de bilharziose (Nascimento et al., 2014), s’accompagne d’une
induction de I’expression d’IL-22BP dans ce tissu, qui n’en exprime pas constitutivement
(Wilson et al., 2010). De méme, I’analyse de puces a ADN de patients atteints de dermatite
atopique, dont la peau lésionnelle est caractérisée par des infiltrats importants d’éosinophiles,
semble également en faveur d’une augmentation de I’expression d’IL-22BP (Figure 15)

(numéro d’accession geoprofiles : GDS2382 (Plager et al., 2007)).
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Figure 15: Expression d’IL-22BP et d’IL-22 dans la peau de patients atteints de
dermatite atopique. Les niveaux d’expression d’IL-22BP (A) et d’IL-22 (B) sont
représentés dans la peau de volontaires sains ainsi que dans les peaux saine et lésionnelle
de patients atteints de dermatites atopique.

Un obstacle majeur a la caractérisation compléte des sources d’IL-22BP chez le
rongeur réside toujours dans 1’absence d’anticorps permettant 1’obtention de marquages
convaincants des cellules 1L-22BP”, par quelque technique que ce soit. Une étude récente a
proposé, par une expérience de double immunomarquage en IFI dans le colon de souris Ragl
" que I’IL-22BP soit produite par des cellules NKp46® (Janakiram et al., 2014). Pour autant,
le protocole utilisé pour le double margquage, associé aux aspects rigoureusement identiques
des marquages du NKp46 et de I’'IL-22BP, laissent dubitatif sur la qualité de ces résultats.
Affaiblissant un peu plus la crédibilité de cette étude, I’alignement sur le génome de souris, de
la séquence de I’amorce orientée dans le sens 5°-3” utilisée pour I’analyse de 1’expression
d’IL-22BP par PCR, dans lymphocytes NK spléniques, ne retrouve par le gene 1122ra2 mais
Crebl. Pour répondre a la question de la production d’IL-22BP par les éosinophiles de rats,
tout en s’affranchissant du manque d’outils fiables nécessaires a sa détection, nous allons par
conséquent générer prochainement des animaux pour lesquels I’expression de la GFP (green
fluorescent protein) sera sous le contrdle du promoteur du géne 1122ra2 (1122ra2*/®m). Ces
animaux devraient permettre ainsi d’identifier précisément par cytométrie en flux, I’ensemble
des cellules exprimant ou ayant exprimé, méme transitoirement, 1’IL-22BP. Si ces derniers
devaient confirmer la production d’IL-22BP par les éosinophiles, les fonctions de la
production respective de I’inhibiteur soluble par les €osinophiles et les ¢cDCs pourraient de
plus étre analysées par la génération de KO conditionnels, grace a 1’utilisation des CRISPR
(clustered regularly interspaced short palindromic repeats), dont la manipulation est
maitrisée dans notre unité.

Les animaux 1122ra2”/®™ permettront également de détecter I’IL-22BP soluble,

notamment dans les liquides biologiques, par I’ajout d’un peptide c-Myc a I’extrémité C-
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terminale de la protéine. L’IL-22BP étant une protéine sécrétée, il est en effet possible qu’elle
soit présente a ce niveau. Jusqu’alors, 2 études ont présenté des dosages d’IL-22BP soluble
dans le sérum de souris et les urines humaines respectivement. Dans la premiére, une
détection d’IL-22BP sérique a été observée dans les phases précoces suivant 1’ischémie-
reperfusion rénale. Les auteurs ont suggéré que cette augmentation d’IL-22BP sérique puisse
entraver les effets protecteurs de 1’IL-22 sur les cellules tubulaires (Xu et al., 2014a). Dans la
seconde, les auteurs ont proposé qu’une augmentation de I’'IL-22BP urinaire, mais pas
sérique, soit associée a une maladie rénale active chez les patients atteints de lupus
systémique (Yang et al., 2014). Dans notre expérience, la specificité des kits ELISA utilisés
dans ces études ne nous avait pas paru suffisante pour témoigner d’une détection réelle d’IL-
22BP. Le couplage au peptide c-Myc permettra donc de détecter 1’IL-22BP de fagon certaine
chez nos rats 1122ra2*"¢"",

Une autre question importante concernait la démonstration de I’existence du contréle
des actions de I’IL-22 par I’'IL-22BP in vivo. Cette derniere a pu étre mise en évidence grace a
la génération d’animaux déficients pour le géne 1122ra2. Nous avons ainsi montré que I’IL-
22BP entrave les effets protecteurs de I’IL-22 sur I’épithélium intestinal au cours du modele
de colite aigue induite par le DSS (article 2), mais atténue en revanche ses actions déléteres
dans le modéle de lésions psoriasiformes induites par 1’ Aldara® (Figures 13&14). De fagon
surprenante, nos résultats dans le modéle de colite induite par le DSS n’ont pas été retrouveés
dans une autre étude chez la souris (Huber et al., 2012). En effet, Huber et al., ont suggéré que
la sous-expression importante de I’ARNm d’IL-22BP, observée de fagon tres précoce dans
leur modele, empécherait cette derniére d’interagir avec 1’IL-22 induite au cours de la colite,
expliquant ainsi ’absence de différences notables entre les souris 1122ra2*’* et 1122ra2”". Les
auteurs ont tout de méme observé une prolifération épithéliale plus importante chez les
animaux déficients pour I’IL-22BP au 14°™ jour. Les explications de ces différences avec nos
résultats peuvent étre multiples, comprenant notamment 1’espéce, les doses, les lots et la
masse molaire du DSS administré, ainsi que les conditions d’élevage des animaux qui peuvent
influencer la composition du microbiote intestinal et donc la sensibilité des rongeurs a la
colite (Elinav et al., 2011). Il est également possible que la cinétique d’expression de 1’'IL-
22BP soit différente selon le fond génétique de I’espéce utilisée. Contrairement a ce que nous
observons chez le rat, une forte sous-expression semble en effet s’observer rapidement chez
les souris C57BL/6 (Huber et al., 2012; Sugimoto et al., 2008), qui ont été utilisées pour
générer les animaux 1122ra2”". A I’inverse, une autre étude semble indiquer que cette sous-
géme

expression est moins importante au jour de DSS, lorsqu’il est administré a des souris
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BALB/c (Wolk et al., 2007). Il serait de plus utile de savoir si de I’'IL-22BP préformée est
présente dans les granules des polynucléaires éosinophiles. L’analyse de D’effet de
I’administration d’un anticorps neutralisant I’'TL-22BP au cours de ce modéle pourrait alors
s’avérer intéressante. A défaut d’avoir observé un role de 1’IL-22BP dans les colites induites
par le DSS, Huber et al., démontrent néanmoins un effet inhibiteur important de I’IL-22BP sur
les actions de I’lL-22 dans le modele AOM/DSS, qui favorise le développement de
carcinomes coliques (Huber et al., 2012). Les auteurs montrent en effet que le nombre et la
taille des tumeurs sont nettement majorés chez les souris 1122ra2™. Ils proposent donc que
I’absence de contrdle de I’IL-22 par I’IL-22BP engendre une prolongation de ses effets dans
le temps, favorisant alors une prolifération accrue des cellules épithéliales malignes, et par la-
méme le développement tumoral. Finalement, un travail récent suggére que 1’absence d’IL-
22BP atténue la sévérit¢ de la maladie au cours d’un modele d’encéphalite expérimentale
auto-immune (EAE) (Laaksonen et al., 2014). Toutefois, les arguments fournis par les auteurs
démontrant que 1’absence d’IL-22BP favoriserait des actions protectrices de 1’IL-22 dans ce
modele sont assez limités, d’autant plus que I’importance de I’IL-22 au cours de I’EAE n’est
pas clairement établie (Kreymborg et al., 2007).

Indépendamment du modéle étudié, ces différentes études, prises dans leur ensemble,
indiquent clairement que les actions de 1’IL-22 sont tributaires du contrble qui peut en étre
effectué par I’IL-22BP in vivo. Par conséquent, I’interprétation des hauts niveaux de
production de la cytokine dans les tissus Iésionnels des différentes pathologies dans laquelle
elle a pu étre décrite, doit, a I’'image de ce qui est déja admis pour 1’'IL-18 (Dinarello et al.,
2013), impérativement tenir compte de la présence concomitante ou non de son inhibiteur
soluble. Ainsi qu’il I’a été suggéré dans l’article 2, une régulation différentielle de la
production d’IL-22BP pourrait par exemple promouvoir des actions différentes de 1’IL-22
dans la MC et la RCH, malgré des niveaux de productions similaires de la cytokine. De
méme, 1’absence de role évident retrouvé pour 1’IL-22 dans les modéles animaux de PR, en
dépit des études in vitro proposant qu’elle puisse y exercer des actions pathologiques
importantes, pourrait s’expliquer par la présence de hauts niveaux d’IL-22BP dans les
articulations inflammatoires, ainsi qu’il I’a déja été observé dans le modéle lira”
(Marijnissen et al., 2011). Une telle hypothese pourrait d’ailleurs expliquer I’échec d’un essai
clinique évaluant I’efficacité de 1’administration d’un anticorps neutralisant 1’'IL-22 dans la
PR, suggére par 1’absence de résultats publiés bien que 1’essai soit terminé depuis plusieurs

années (https://clinicaltrials.gov; identifiant: NCT00883896). Pour finir, compte-tenu du fait

que I’TL-22 semble exercer des actions pathologiques importantes dans les entheses, au cours
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d’un modéle murin de spondylarthropathie (Sherlock et al., 2012), 1’analyse de 1’axe IL-
22/1L-22R/IL-22BP dans les articulations inflammatoires des patients atteints de
spondylarthrite ankylosante pourrait s’avérer particulierement intéressante afin d’en évaluer la
pertinence physiopathologique.

Au-dela de la caractérisation du réle physiopathologique que I’IL-22BP pourrait jouer a
travers ses propriétés inhibitrices sur les actions de I'TL-22, les différentes études sur les
animaux 1122ra2” sont importantes puisqu’elles entrouvrent la voie d’une modulation
possible des actions de I’IL-22 a des fins thérapeutiques, par le blocage de son inhibiteur
soluble. Il a déja été discuté plus haut qu’une majoration des effets de 1’IL-22 au cours des
poussées inflammatoires de la MC pourrait s’avérer utile afin de ralentir la progression de
’atteinte épithéliale. Une administration d’IL-22 recombinante & cet effet ne semble pas
recommandée puisqu’elle pourrait s’accompagner d’effets indésirables systémiques et de type
psoriasis, particulierement chez les sujets prédisposés génétiquement. L’administration de
ligands d’AHR par voie orale a également été proposée (Monteleone et al., 2011), mais il est
cependant difficile d’anticiper le retentissement global d’un tel traitement, 1’expression de
nombreux genes, autres que celui codant pour I’IL-22, pouvant également étre influencée. En
revanche, puisque 1’IL-22BP est fortement exprimée dans la muqueuse inflammatoire de la
MC, sa neutralisation permettrait d’augmenter les effets de 1’[L-22 de fagon transitoire,
dépendante de la demi-vie du produit administré, et permettant ainsi de prévenir des actions
prolongées qui pourraient s’avérer dangereuses. En outre, I’IL-22BP étant spécifique de I’IL-
22, et I’expression de cette derniére ne semblant pas étre retrouvée constitutivement dans
d’autres tissus que 1’intestin, peu d’effets indésirables liés a la neutralisation de 1’'IL-22BP
semblent pouvoir étre attendus. Finalement, les expériences de cristallisation, ayant permis de
définir avec précision les sites d’interactions importants entre 1’IL-22BP et I’'L-22 (de Moura
et al., 2009), en conjonction avec I’avénement des techniques de chimie combinatoire et de
criblage a haut débit, rendent envisageable le développement d’antagonistes non peptidiques
de I’IL-22BP, et par 1a méme faiblement immunogénes, dont ’utilisation répétée serait ainsi
possible. L’efficacité d’un tel antagoniste pourrait probablement s’évaluer dans un modéle
préclinique de colite induite par le DSS chez le rat, compte-tenu de nos résultats obtenus avec
les animaux 1122ra2”". A Iinverse, le développement d’une forme permettant I’administration
topique d’IL-22BP recombinante pourrait constituer un traitement d’appoint utile pour les
formes de psoriasis localisees, ou en association avec les biothérapies ayant démontré une

efficacité importante, telles que les anti-TNFa ou les anti-IL-17A.
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Un dernier aspect probablement important mais encore non étudi¢ de I’'IL-22BP
concerne son r6le physiologique dans le maintien de I’homéostasie intestinale. Malgré
I’absence de phénotype évident des animaux 11227 et 1122ra2”, plusieurs études récentes
tendent en effet a indiquer que, par ses actions sur les cellules épithéliales, 1’IL-22 exerce des
réles importants dans le faconnement et le contrdle de la flore (Goto et al., 2014; Qiu et al.,
2011; Sonnenberg et al., 2012; Zenewicz et al., 2013). Une majoration des effets de 1’IL-22
due a I’absence d’IL-22BP pourrait donc influencer la composition de la flore commensale,
notamment en entravant la colonisation par les SFB (Qiu et al., 2011; Upadhyay et al., 2012).
La présence des SFB étant indispensable a la génération des lymphocytes Th1l7 dans
I’intestin, il se pourrait alors que la fréquence de ces derniers soit réduite spécifiquement a ce
niveau chez les des animaux 1122ra2”". De plus, le développement des lymphocytes Th17 est
lui-méme important dans le faconnement du systéme immunitaire muqueux intestinal, ainsi
qu’il a pu I’étre récemment illustré par leur réle dans la génération des IgA thymo-
dépendantes (Hirota et al., 2013). Il est évident que si ces considérations devaient s’avérer
exactes, I’interprétation de la susceptibilité diminuée des rat 1122ra2” dans le modéle de colite
induite par le DSS devrait en tenir compte. Une diminution de la production d’IL-17 par les
Th17 dans D’intestin ne conférerait pas de protection accrue a ces colites puisqu’il a au
contraire été montré que 1’IL-17A était protectrice dans ce modeéle (Yang et al., 2008). En
revanche, une modification de la composition de la flore intestinale des rats déficients pour
I’IL-22BP, favorisant la colonisation par des bactéries protectrices pourrait étre possible. Il a
dailleurs déja été montré que celle des souris 11227 favorisait le développement de colites
plus séveres (Zenewicz et al., 2013). Pour autant, les conclusions portées dans I’article 2
resteraient toujours valables puisque 1’induction d’une colite par le DSS n’est pas strictement
dépendante de la flore (Solomon et al., 2010). Par ailleurs, le réle majeur des actions de 1’IL-
22 dans ce modele est clairement démontré par les expériences utilisant des anticorps la
neutralisant, ainsi que par celles utilisant de 1’TL-22 recombinante ou augmentant la synthése
de la cytokine par I’administration de ligands d’AHR ou d’acide rétinoique (Cox et al., 2011;
Mielke et al., 2013b; Monteleone et al., 2011; Neufert et al., 2010; Sugimoto et al., 2008), et
nos résultats indiquent que les actions de 1’IL-22 sont majorées au cours de la colite aigue
chez les rats 1122ra2™”. Finalement, le maintien de la production d’IL-22BP dans la muqueuse
inflammatoire des patients atteints de MC, en fait toujours une cible de choix afin de renforcer
les actions de I’IL-22 au cours des poussées de la maladie.

Pour conclure, il est permis de supposer que 1’absence d’IL-22BP puisse avoir des

conséquences beaucoup plus larges qu’une simple majoration locale des actions de 1’TL-22. Il
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est en effet maintenant clairement admis que la composition de la flore commensale,
largement influencée par les différents acteurs du systéme immunitaire muqueux intestinal,
fait partie intégrante des mécanismes déterminant la susceptibilité de 1’hote au développement
de maladies inflammatoires intestinales telles que les MICI, mais aussi extra-digestives
comme la sclérose en plaque, le syndrome métabolique ou encore les pathologies allergiques
(Figure 16). Par conséquent, par son contrdle des actions de 1’IL-22 dans I’intestin, I’'IL-22BP
pourrait participer de fagon active a 1’établissement de cet équilibre fondamental entre la flore
commensale et 1’hote, et donc intervenir dans la prévention ou le développement d’un certain
nombre de maladies dont la physiopathologie repose sur des dérégulations non maitrisees du

systeme immunitaire.
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Figure 16 : Influence de la flore commensale sur le développement de pathologies
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Annexes

Annexe 1: Roéles émergents de I’IL-17 et des lymphocytes Th17 dans la
physiopathologie du lupus systémique
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1. Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a prototypical systemic
autolmmune disease in which tolerance against ublguitous
self-antigens & lost. Clinical symptoms are heterogeneous and
range from mild skin rashes to more severe multi-organ
manifes ations, primarily involving the kidney, the brain and
blood [1]. Most of the patients are women of childbearing age
and prevalence varies from 20 to 70 per 100,000 [Z]. It is
curently assumed that emvironmental factors in genetically
susceptible individuals promote a loss of tolerance against
nuclear antigens with subsequent activation of innate and
adaptive immune responses [3]. A hallmark of SLE is the
production of pathogenic antinuclear auto-antibodies that
leads to the formation of immune complexes which, deposit in
vascular beds of diseased organs. The resulting activation of
the complement cascade and the consequent recruitment of
inflammatory cells then siestmin the irstallation of local
inflammation and tissue damage. Thi is accompanied by the
release of large amounts of self-antpens that support the
establehment of chronic autoimmune respomnses n a self-
sustained manner [1,3].

Chronic immune activation in SLE leads to the production
of large amounts of inflammatory cytokines and contributes
actively to local inflammation and tissue damage. This is
well illistrated by the characteristic type | IFN signature
observed in blood cells of many SLE patients [4]. Under-
standing inflammatory pathways involved in SLE is of
primary importance for the development of new targeted
biotherapies, which are sorely lacking in the therapeutic
armamentarium of SLE [5]. Belimumab, a monoclonal anti-
body nhibiting the B cell survival cytokine BAFF (B cell-
activating factor), has been the only biotherapy approved
for SLE in the past 50 years, and only modest and time-
limited effects were found in large clinical phase 3 trials
[6.7]. Promising results have been obtained in phase | studies
evaluating the blockade of IFMx [8] and IL-6 [9] but the
identification of new relevant targets is obviously required.

Among them, IL-17 is currently the focus of increasing
attention. Indeed, from the past 10 years, numerows lines of
evidence have siggested it could play a major role in the
pathogenesis of SLE. In this review, we discuss findings from
both human and animal studies implicating important roles
for IL-17 2 a mediator of inflammation and in the loss of
toler ance in SLE.

2. General features of IL-17

2.1, IL-17/IL-17R families, signaling and biological
properties

IL-17 was first isolated from a murine cytotoic T lympho-
cyte hybridoma cDMA library 20 years ago [10]. Database

screening further allowed the identification of five addi-
tional homologous cytokines. IL-17 was thie designated [L-174
to indicate that it was the founding member of a new family of
six cytokines (IL-17A to IL-17F) [11]. IL-17F shares the highest
homology with IL-174 as they dieplay 50% identity at the
protein level. IL-174 and IL-17F can form both homodimers and
heterodimers. Only deregulated actiors of IL-17A and IL-17F
have been linked to autoimmune pathologies, whereas IL-17E
{also called IL-25) mediates type 2 immunity. The functions of
IL-17B, IL-17C and IL-17D are still under characteriztion [12].
The IL-17 receptors also constitute a distinct family of cytokine
receptors which include five subunits: IL-17RA to IL-17RE [12].
Both homodimers and heterodimers of IL-174 and IL-17F
necessarily bind to a functional IL-17 receptor that s a
heterodimeric membrane complex composed of the IL-17RA
and |L-17RC subunits. IL-17RA expression is ublquitous with the
highest levek found on hematopoietic cells. However IL-17
responses mastly ooour in epithelial cells, endothelial cell and
fibroblasts, although macrophages and dendritic cells (DCs)
are ako resporsive [12]. This is explained by the restricted
expression of the IL-17RC subuntt to non-hematopoietic cells.

Binding of IL-17 to the heterodimeric IL-17RASIL-17RC
complex initlates intracellular signaling pathways mostly
through the recruitment of the U-box-like E3 ubiquitin lig ase
Act1 (CIKS or Traf3ip2 ), via homaot ypic interactions between
corserved SEFIR domains. Actl is an adaptor molecule,
which binds to dowrstream signaling molecules TRAFS
[THF receptor-associated factor 6) and TAK1 (TGFR-associ-
ated kinase 1), Act1 ublguitinates TRAF6, which in turn
ubiquitinates TAKi. This ultimately leads to activation
of the canonical WF-xB pathway [13]. IL-17 alone only
presents modest signaling activity, but it has the capacity
to synergize with other eytokines like THFx, IL-1p, IL-22, or
IFM-+ to stabilize the mRNA of pro-inflammatory cytokines
and chemokines [14,15)]. This occurs via an Act 1-dependent
but TRAF&-independent manner, notably involving (KK
and the formation of the Acti-TRAF-2-TRAFS complex
[16,17]. The IL-17-induced Act1 signaling complex also
activates MAPKs (mitogen-activated protein kinases) and
induces C/EBP (CCAAT /S enhancer-binding proteins ).

IL-17R signaling induces the expression of several pro-
inflammatory mediators by its cellular targets. Thus, IL-17
can induce the production of the neutrophil-attracting
chemokines CCLT, CHCLS and CXCLE (aka IL-B). Also, IL-17
induces the secretion of the pro-inflammatory cytokines
IL-&, which further enhances Th17 differentiation, as well as
THF-a and IL-1p, which can synergize with IL-17. In addition,
IL-17 promotes nitric oxide (MO} and prostaglandin E2 {PGE2)
synthesis through induction of NO synthase and cyclo-
ayeenase, respectively. Finally, IL-17 leads to the production
of growth factors (G-CSF and GM-CSF), tissue-remodeling
factors and various antimicrobial peptides |p-defensins, $100
proteirs, lipocalin 2) [15]. All these properties have been
linked to the physiological importance of IL-17-producing cells
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in fighting agairst extracellular pathogers at barrier surfaces
in animal models [18]. This is further illustrated by the
induced sersitivity of IL-17 deficlencies to chronk mucocuta-
neois candidiasis and Staphyvlococcls aurews infedtions in
hurnan [19-23].

2.2, IL-17 cellular sources

IL-17 secretion has been ascribed to T cells since its early
descriptions [10,24]. Increasing interest for the cytokine
started from the identification of a new CD4™ T helper
lymphocyte lineage specialized to produce IL-17 but not Thi
or Th2 cytokines, the so-called Th17 cells [25.26]. Retinoic
acid receptor-related Orphan Receptor +t (RORvt) was
characterized as the master regulator gene for the develop-
ment of Thi7 cells [27]. Th17 differentiation has been shown
to be dependent on TGF-py and IL-6 in mouse and human
[28-31], while IL-23 is necessary for functional maturation
[3Z]. In human, IL-1p 15 also important in inducing Th17 [31].
Understanding the role of IL-23 in inducing pro-inflammatory
properties of Th17 cells has been of critical importance as it
has resolved the pathological properties of this cytokine in
several experimental autoimmune conditions, like experi-
mental autoimmune encephalomyelitis (EAE) [33,34] and
collagen-induced arthritis (ClA) [35]. Indeed, disease induc-
tion has been attributed to IL-17-producing CO4™ T cells
rather than Thi cells in these models.

Pathogenicity s not a common feature to all IL-17-
producing T cells, which may actually represent a heteroge-
neous group. In fact, differentiation of Th17 cells in the
presence of TGFRy and IL-6 but without exposure to IL-23
induces non-pathogenic cells, which express high levels
of IL-10 in addition to IL-17 [36]. The presence of such
suppressive Th7 cells was recently detected in vivo after
anti-C03 treatment in mouse small intestine [37], as well as
in human in vitro studies [38]. By contrast, Th17 cells furt her
exposed to IL-23 also produce GM-CSF, which is indispens-
able for pathogenicity in EAE [39,40]. Interestingly, a recent
report showed that IL-23 induced the expression of another
tsoform of TGFR, TGFRs, in differentiated Thi7 cells, throush
a T-bet -dependent way. In contrast to TGFpR,, TGFp, elicited
pro-inflammatory properties of Thi17 cells in a feedback
loop [41]. In addition, fate-mapping studies showed an 1L-23-
dependent transtion of Thi7 cells toward a Thi7-Thi
phenotype producing IFMy during EAE [42]. Finally, Thi7
cells were also reported to produce |L-22, which can synergize
with IL-17 to induce tissue lesions [43-45]. Again, IL-22
production was highly dependent on IL-23 stimulation.

Taken together these studies highlight the functional
fledbility of Thi7 cells which can differentiate into “classi-
cal,” more regulatory, and " altemative,™ more inflammatory,
Thi7 cells depending on the relative amounts of TGFR,
and IL-23 in the milleu [46]. The requirement of IL-23 for
inflammatory properties of Thi7 cels s of physiological
relevance as this cytokine is secreted by dendritic cells (DCs)
and tissue macrophases in response to pattern recosnition
receptors (PRRs) activation. This allows them to efficiently
fight against extracelular pathogens, mostly in barrier tissues,
while avolding their potentially dangerous inflammatory
properties when unnecessary [18]. Such flexdbility was alo
recently highlighted in human Th17 cells [38]. In this study,

the authors further showed an important role for IL-1p, which
is also produced at high levels by activated DCs, in modulating
Thi? functions. Therefore, this functional flexibility of Thi7
cell as well a5 the inflammatory environment should be taken
into account when studying these cells in the context of
hurnan immune-mediated inflammatory diseases (IMIDs).

Finally, in addition to Th17 cells, IL-17 is also produced by
a broad variety of innate immune cells including members of
group 3 innate lymphotd cells (ILCs), 6T cells, NK cells, iINKT
cells, mast cells and neutrophils [47-49]. Most of these cells
constitutively express the IL-23R and are located in barrier
tissues. This allows them to respond rapidly during infection
and thus to initiate a first wave of IL-17 cytokines secretion
before Thi17 cells take over.

Mot only Thi17 cells but also these other types of
IL-17-producing cells are likely to be involved in chronic
tissue inflammation. As discussed above, Thi7 cells are the
key pathosenic cells in mouse models of EAE [33,34] and ClA
[35]. However, in mice that overexpress IL-23 and develop
an ankylosing spondylitis phenotype the IL-23 resporsive,
disease-inducing cells are not canomnical Th17 cells but CD4
CDE™ ROR~yt-positive T cells located at the enthuses [50]. In
human ankylosing spondylitis, IL-17 appears to be mainly
expressed by innate immune cells {including neutrophils,
MPO-positive cells and mast cells) and gamma delta T cells
rather than Thl7 cells [51-53].

3. IL-17 and SLE

3.1. IL-17 production in human SLE

To date, no direct link between the IL-23/IL-17 axis and SLE
has been found from senetc studies [54-56], althoush copy
number amplifications have been seen for IL-17F, IL-21 and
IL-22 genes [57]. However, during the last 5 years, numerous
reports have stdied IL-17 levels in SLE patients. Most of
the studies measuring IL-17 in the serum have indicated
elevated levels as compared to healthy controls (HC) [58-64].
One study have also reported elevated levels of IL-17F in sera
of both SLE and demid lupus erythematosus (DLE) patients
[62]. Finally, no differences have been found between SLE
patients & compared to HC in one study [65], but the cohorts
studied in this paper were rather small (9 SLE vs. 12 HC) as
compared to the others. Although three studies [58.60,64)
have suggested a weak correlation between IL-17 serum levwels
and disease activity |assessed by calculating the SLE Dispase
Activity Index (SLEDAI) score), this has not been confirmed in
larger studies [59,61-63]. Moreover , the relationship between
IL-17 levels and anti-double-stranded decxyribonuclek acid
{anti-dsDNA), complement 3 (C3), C-reactive protein (CRP),
erythrocyte sedimentatoin rate (ESR) or glucocorticoids wse
has not been establehed [59,61-63]. No difference has been
seen when comparing IL-17 levek in inactve and active
SLE (based on SLEDAI =6 as a out-off), sugsesting that IL-17
is corstitutively and guite stably produced in SLE patients
independent of disease activty [59.61,63). Finally, no prefer-
ential asociation between IL-17 serum level and skin or
kidney imvolvemnent has been found [61-63]. Nevertheless,
one report has shown a sienificant increase of IL-17 levels in
the serum of central nervous system (CHSFinvolved patients
as compared to other SLE patients [63].
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Overall, these studies reflect that the inflammatory
status of SLE patients is characterized by high production
of IL-17. However, the lack of sienificant correlation with
the SLEDAl indicates that IL-17 serum levels are not likely to
represent a weful biomarker with respect to the evaluat ion
of disease activity. The finding that IL-17 levels could be
higher in SLE patients with CHS involvement is interesting
given the difficulties in diagnosing this particularly severe
condition. Further studies exploring this hypothesis are thus
required. Finally, interpretation of systemic levels in serum
is difficult as they are not necessarily indicative of levels or
function in tEsue. However, importantly, IL-17 has also been
detected in injured kidneys and skin of SLE patients
[62,66—68].

3.2. IL-17 cellular sources in human 5LE

Given the elevated levels of IL-17 in the serum, several
reports have also analyzed |L-17-producing cells in human
peripheral blood of SLE patients [64,66,67,69-71]. Some
[64,66 ,69] studies have reported an increased frequency of
D4 IL-17-producing T cells among in vitro stimulated
peripheral blood mononuclear cells (PMBC) of SLE patients.
Concordant with this, a study has shown an enrichment of
CCR&™ CCR4™ CD4" T cells [69]. This population contains
wirtually all memaory Thl7 cells [72] and correlated positively
with IL-17-producing CD4™ T cells in SLE patients [69].
However, as discussed above, Thi7 cells are flexible and not
necessarily pathogenic. It would be this relevant to analyze
other cytokines (GMACSF, IFM~, IL-10...) co-expresed by these
cels in SLE. For example, studies have reported variations
of the Thi7-related cytokine IL-Z2, in SLE [59.64.73.74].
Howiever, even if IL-22 can be produced by Th17 in both mowse
and human [31.43], its variations in SLE are related to a
population of CD4* Th22 cells which produces IL-22 but
nefther IL-17 nor PNy [75,76]. This population has been
mostly described in human and present skin-homing proper-
ties due to expression of CCR10. Interestingly, it has been
recently suegested that Th¥? was specifically increased in
cutaneous SLE but decreased in lupas nephritis as compared to
HC [64]. Additional studies on IL-22, including its soluble
inhibitor, IL-22 binding protein (IL-22BP) [77.78], would be
helpful to understand its role in SLE skin.

Several studies have described an increased frequency of
Thi7 celk in peripheral blood of SLE patients based on higher
IL-17 expression by CO3™ COB™ T cells [67 ,.71]. Howewver, CD3”
TCReap™ CD4~ CDE™ double-negative (DN} T cells, which are
known to be expanded in SLE [79], represent an important
source of IL-17 in those patients as wel [66]. Comsequently,
analysis of CD3” CDE™ T cells cannot discriminate beteeen
Thi7 cels and DN T cells. Moreover, DN T cells are thought to
arise from CDB* T cells through COB down-modulation upon
TCR stimulation [80]. Molecular explanations for the expan-
sion of DN T cells in SLE patients have been recently proposed
by G.C. Tsokos and colleagues. They have demonstrated that
increased levels of the transcription factor cAMP-resporsive
element modulator « (CREMa) in SLE patients [81,82] impede
(DB expression in activated CDE* T lymphocywies, throush
repression of COB genes and epleenetic modifications [83,84].

Consequently, in agreement with the higher levels of
IL-17 found in serum, these studies indicate that frequencies

of |L-17-producing T cells {both Th17 and DN) are increased
in peripheral blood of SLE patients. Importantly, seweral
reports have shown that these cells are also found
infiltrating injured skin and kidneys, sugeesting they could
contribute to local IL-17 production as well [62 66,68 85].
Extersion of these analyses to other target tissues in
SLE would be interesting and particularly relevant in
cerebrospinal fluid given the ability of Thi? to breach the
blood—brain barrier [84], their crucial role in CHS autoim-
munity [33,34] and their higher levels in patients with
neuralupus [63).

Finally, a study has suggested neutrophils as a major
source of IL-17, accounting for about 50% of IL-17" cells in
skin lesiors of SLE patients [E87]. In this study, the authors
have proposed that nedtrophils release IL-17 while under-
going METosis (MET for neutrophil extracellular traps), a
particular form of cell death characterized by the active
release of nuclear chromatin fibers, physiologically used to
immobilize and kill ext racellular pathogens. It would be thus
relevant to examine the contribution of other innate cells
like ILCs in the production of IL-17 in SLE. For example,
group 3 natural cytotaxicity receptors (NCR)TILCs in tissues
respond rapidly to IL-23 stimulation by producing IL-17 [48]
and thus represent interesting candidates & IL-23 & found in
injured tissues during SLE.

3.3. IL-17 induction in human SLE

Several studies have reported an elevation of IL-6 and IL-23
in both serum and tissues of patients [58,66,68 69 BE],
suggesting that the inflammatory environment is prone to
induce IL-17producing cells in SLE. However, the cellular
mechanisms leading to high levels of IL-17 production remain
unknowr.

A hallmark of SLE s a defective clearance of apoptotic
cells that results in secondary necrosts and release of large
amounts of nuclear double-stranded DNA and RiboNucleo-
Proteins (RMP). These nuclear antigens are targeted by
auto-antibodies resulting in the formation of nucleic-
acid-containing immune complexes (NA-IC), which trigser
plasmacytoid dendritic cells (pDC) activation through Toll-
like receptor 7 (TLR7) and TLRS, the TLRs for single-stranded
RMA (ssRMA) and dsDHA respectively [89]. Activated pDC
then migrate to peripheral lymphoid tissues and sites of
inflammation where they release large quantities of [FMax
[90], resporsible for a characteristic |FMx-signature in blood
cells of many SLE patients [4]. Data suggest that pDC also
play a central role in promoting IL-17 secretion in SLE. First,
in vitro studies have shown that, in addition to FHa,
TLR? -stimulated pDC release IL-13, IL-6 and IL-23, making
them potent inducers of Thi7 cell differentiation and
amplification [91]. However, whether pDC stimulated with
NA-IC from SLE patients can drive Th17 cell differentiation
has not been explored yet. Second, two studies have shown
that TLRS stimulation in pDC, by DNA-LL3F and DHA-HMGE1
complexes released by neutrophils undersgoing NETosis,
promaotes the secretion of inflammatory cytokines including
IL-6 [92,93]. Unfortunately, IL-1p and IL-23 production has
not been analyzed. Third, IFNa production by pDC has been
shown to promote inflammatory DC (infDC) differentiation
from monocytes in SLE patients [90]. Interestingly, a recent
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paper has suggested that human monocyte-derived BDCAT™
CD14* CD16™ infDC in inflammatory fluids and secondary
lymphoid orgars (SLO) are potent inducers of Thi7 cells
throwsh production of IL-1p, IL-6 and IL-23 upon TLR1/2 or
CD20L stimulation [94]. Interestingly, these cells highly
express the transcription factor interferon regulatory factor
4 (IRF4) which has recently been shown important for
conferring Thi7 polartzation capacity to mouse and human
comventional DC [95,96]. Furthermore, infDC express high
levels of TLRT and TLRB, sugsestive of ssRNA responsiveness.
Moreover, whether infDC described in this study are the
same a5 those observed during SLE remains to be confirmed.
Finally, as|L-2 3 trigeers IL-17 secretion by 6 T cells, group 3
ILCs and neutrophils [47,48,97], it is lkely that IL-17
production by innate cells is driven by IL-23-secreting pDC
and infDC in inflamed tissues of SLE patients.

In addition to pDC, monocytes may also be important
producers of IL-17-inducing cytokines. First, a study has
shown that hyperact ivation of TANK-binding kinase 1 (TBK-1)
in SLE patients favors the phosphorylation of the transcrip-
tion factor IRF3. Phosphorylated-IRF3 then binds to the
IL-23p19 promoter and induces IL-23 production. This is
exacerbated after TLR3I stimulation, the TLR for dsRHA,
which increases TBK-1 activation, suggesting a role for this
receptor in SLE pathophysiology [98]. Second, anti-dsDHA/S
DHA immune complexes have been shown to trigger TLRY in
monocytes thus inducing NF-«B activation and pro-IL-1p
synthesis a8 well as NLRPE inflammasome formation and
secretion of active IL-1p [99]. Culture of naive CD4°
T lymphocytes with supernatants from anti-dsDMASDHA-
stimulated monocytes induces Thi7 polarization. Finally,
&-sulfo Lachac (slan) DC, a subset of CD16™ monocytes [100],
has been shown to be enriched in the skin of SLE patients
[101]. These cells also strongly express TLRT and TLRE,
respond to SLE serum as well a5 ssRNA and were previously
shown to be potent inducers of Th17¥ cells [102]. Thus, the
stimulation by circulating NA-IC of TLRT and TLRY in pDC,
TLR3 and TLRY in monocytes, TLRT and TLRB in infDC and
slanDC, might be responsible for creating an inflammatory
mitlieu enriched in IL-6, IL-23 and IL-13, which promotes
IL-17 production by T lymphocytes and innate cells (Fig. 1).

in addition, a number of alterationsin T cell signaling and
activation have been described in SLE patients that appear
to skew their production of cytokines toward IL-17. First,
studies have reported that elevated CREMa expression in T
cells s responsible for the diminished production of IL-2
[103], a cytokine that impairs Th17 development [28,104],
& well as for enhanced IL-17A production [105,108].
Enhanced CREMa levels in SLE are due to altered signaling
and faster calcium flux. Indeed, replacement of the CO3E
chain with the FcRv chain in the TCR complex in SLE
results in the use of the adaptor molecule SYK instead of
I4P-TO, and to the activation of CAME4 which in turn
promotes CREMa [107]. Second, enhanced expression of the
costimulatory molecules signaling lymphocyte activation
molecule 3 and & (SLAM3 and SLAMS] has been described on
SLE T cells and promotes Thi7 differentiation 2 well as
expansion of IL-17-producing memaory T cells [108]. Finally, a
study has reported elevated activation of Rho-associated
protein kinase (ROCK) in PBMCs of some SLE patients, and
confirms that this enzyme is assoclated with Thi7 cell
differentiation in human [109].

3.4, Pathological features of IL-17 in SLE

Knowledse on IL-17 pathological properties in SLE mostly
comes from studies in mouse models (Table 1 and Fig. 1) in
which, as in human, IL-17 induction is a common feature.
Thus, high levels of IL-17 have been observed in the
MRL-Fas®"™® and CS57BLS6-Fas® ™" models, in which a
mutation in the Fas gene (C095) impairs lymphocyte apoptosis
and leads to spontaneocs development of lupus-like patholo-
gy, with antinuclear antibodies (ANA), anti-dsDNA antibodies
and renal disease [67,110,111]. In MRL-Fas®™ %" mice, IL-17-
produdng DN T aells are expanded in spleen and lymph nodes
and infiltrate the tubulointerstitial area in kidneys [110]. Also,
demnal infiltration of IL-17 cells has been found in these mice
[112]. IL-A T production by DN T cells & dependent on IL-23 and
transferring IL-23-stimulated DM T cells from MRL-Fasierier
mice into RAG-1""" mice, which lack adaptive immunity, and
i& sufficient to induce nephritis. Further supporting the
importance of the IL-23/IL-17 ads in lupus nephritis, IL-23R
deletion in C5TBLY 6-Fas™ ™ mice has resulted in less sevene
disease accompanied by a sienificant decease of IL-17-
produdng DN T cels [111]. interestingly, |L-23R-deficlent
mice produce les antl-dsDNA antibodies and show less
immune compledes and C3 deposition in renal glomeruli. The
finding that abrogation of IL-23 signaling is accompanied by
significant reduction in auto-antibody production and renal
deposition & intriguing as it suggests that IL-17 could provide
help to auta-reactive B cells. In agreement with this, a role for
IL-17 in germinal centers (GC) formation has been demon-
strated in the EXDZ mowse, a strain that spontaneously
develops a lupus-like disease with ercsive arthritis, glomeru-
lonephritis, auto-antibodies and immune complexes circula-
tion [113]. In this model, elevated levels of IL-17 have been
detected in the serum a5 well as in the spleen of mice. In
the spleen, IL-17 & produced by CD4™ T lymphocytes in
close contact to IL-17R" B cels. IL-17 does not enhance B
cell proliferation but rather sustains GC formation through
inhibiting ClCL12 and CICLA3 -dependent chemotactic migra-
tion of GC B cells [113]. Ako, injection of an IL-17 coding
adenoviral vector has resulted in high levels of circulating IL-17
& well as GC formation in the spleen of C57BL/6 mice [113].
Mareover, continuows IL-17 signaling is necessary to maintain
the integrity of GC structures as neutraltzation of IL-17 has
reversed their formation in sck BXD2 mice. IL-17 actions are
dependent on IL-17R sienaling becawse BXDZ M17F " mice
have lower GC, auto-antbodies and renal disease [113].

The ability of IL-17 in inducing auto-ant ibody-rmediated
immune diseases has been further exemplified in RoST'
(Trim2 1~'~) mice [114]. Following slight tissue injury due to
ear tagging, Ro52 deficient mice present an increase in IRF3
and IRFS activation resulting from a loss of RoS2-mediated
ubigquitination. This leads to subsequent pro-inflammatory
cytokines production, including mostly IL-17 but not IFky or
IL-4. Mice then develop systemic autoimmunity with ARA
and anti-dsDNA antibodies production, skin disease and
nephropathy characterized by immune complex deposition
in kidneys. Pathologic features are abrogated in RoS52 and
IL-23 double-deficient animals, highlighting the role of the
IL-23/IL-17 ads in this model.

Finally, the role of IL-17 cytokines in SLE has been
recent ly addressed more directly in Feer2b™'™ mice. The lack
of this inhibtory receptor is responsible for the loss of B cell
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Figure 1  Proposed mechanisms for IL-17 induction and pathological features during 5LE. NA-IC act on neutrophils to induce NET
farmation whidh, in conjunction with HA-IC, stimulate TLRF and 9 in pDCs to produce IFHa. IFHa promotes the differentiation of
monocytes into inflL which are in turn activated by MA-IC through TLRT and E. Both activated pDC and infDC produce the
inflammatory cytokines IL-6, IL-1§ and IL-23 in 5L0 and induce the differentiation of naive CD4" T cells into Th17 as well as the
production of IL-17 by DN T lymphocytes. IL-17-producing Th17 and DH T cells then infilbrate target tissoes like skin and kdneys. In
addition, MA-IC simulate TLR3 and 9 in manocytes and TLRT and B in slanDC and infDC. Activated pDC, monocytes, slanDC and infDC
produce huge amounts of IL-6, IL-1p and IL-23 and induce IL-17 production by tissue group 3 ILCs, mast cells and 6 T cells. IL-17 in
target tiesues acts on epithelial cells and induces the secretion of the pro-inflammatory chemokines CXCL1, CO2 and CHCLS that
further recruit circulating monocytes and neutrophils. By acting directly on neutraphils, IL-17 also supports HET formation. In 500,
IL-17 sustains GC formation through inhibiting CXCR4 and CXCR5 signaling in B cells. Thie favors the generation of
auto-antibodies- producing long-lived plasma cells. Auto-antibodies bind to nuclear antigens and form additional NA-IC, creating a
vidous cirde. NA-C deposition and inflammatory cells cause tissue injury in target tissues. MA-IC: nucleic-acid -containing immune
complexes; NET: neutrophils extracellular traps; TLRs: Toll-like receptors; pDCs: plasmacytoid dendritic cells; infDCs: inflammatory
dendritic cells; 5L0: secondary lymphoid organs; DN T lymphocytes: double-negative T lymphocytes; slanDC: 6 -sulfo LacMAc dendritic
cells; ILCs: innate lymphoid cells; GC: germinal centers.

tolerance leading to auto-antibodies formation and fatal
lupus-like glomerulonephritis [115]. FoyRllb-deficient mice
also present an increase in [L-17 and IL-17-producing CD4”
and DM T lymphocytes in lymph nodes, and to a lesser extent
in spleen. Inthis study, the authors have evaluated the role
of IL-17 cytokines through analysis of Fogr2b—— mice also
deficient in Acti {(encoded by Traf3ip2), the crucial adaptor
molecule downstream the IL-17RASIL-17RC complex. Like in
the BXDZ strain, IL-17 is important for spontaneous GC
development in Feer2b'™ mice, as their formation fs
significantly reduced Feer2b '™ Traf3ip2~"" animals. How-
ever, no changes in ANA, anti-dsDMA and anti-snRNP titers or

isotypes have been observed, suegesting that IL-17 is
required for GC formation but not for auto-antibody
production, a finding already described in C57BLSG injected
with the IL-17 encoding adenovine [113]. Surprisingly,
specific deletion of IL-174 in Fegr2b™ mice has no impact
on spontaneous GC formation, suggesting compensation by
IL-17F, although it has not been formally demonstrated.
Importantly, IL-174 deletion significantly reduces inflamma-
tory monocytes and neutrophils infilt ration and this severity
of glomerulonephritis. IL-174A induces the expression of the
monocyte and neutrophil-attracting chemokines COICLA,
CECLS and CCL2, probably in synergy with THFx, and favors
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Table 1

Pathophysiological findings on IL-17 in SLE abtained from mouse models.

Mouse models for SLE

Main findings an IL-17 roles in SLE pathophysiology

References

MRLFag™ "

» Expansion of IL-17 producing DM T cells in spleen and lymph nodes

[110,112]

« Infiltration of tubulointerstitial area in kidneys by IL-17° DN T cells
«» Dermal infiltration by IL-17" cells
+ Nephritis induction after transfer of IL-23-stimulated DN T cells in

RAG1 ' redpients
C57BL/ 6-Fas'™ e
dEease

» Deletion of IL-23R deareases IL-17" DN T cells and leads to less sevene

[111]

» Deletion of IL-23R leads to less anti-dsDMA antibodies formation and less
immune complexes and C3 deposition in renal glomeruli

BXD2

« Elevated IL-17 levels in serum and spleen

[113]

« IL-17" CD4™ T cells sustain GC formation in the spleen
+ Blockade of IL-17 reverse GC formation in sick mice
« Lower levels of GC, auto-antibodies and renal disease in BXD2 IL-i7R*

mice
C57BL/6 injected with an IL-17 » OC formation
coding adenoviral vector

Rosz '~

[113]

+ Ho auto-antibodies induction
+» High leveals of IL-17 productionwith AMA, anti-dsDHA production, skin and

[114]

renal diseases with immune complexes deposition after slight tissue injury
« Abrogation of IL-17 production and pathological features in Ro52™ "

L2237 mice
Fegrab '™

+ Increased IL-17-producing DM and CD4+ T cells in Lymph nodes and spleen

[115]

» Reduction of GC formation but not of aute-antibodies titers in mice
deficient for IL-17R signaling (Fear2b™'~ Traf3ip2 ')

» High levels of IL-17A and IL-17C expression in kidneys

» Induction of monocytes and neutraphils recuiting chemokines by IL-17A

in kidneys

= NET formation favored by IL-17A
« Reduction of glomerulonephritis in Fegr2b ' IL-17a™" mice

DN T cells: double-negative T cells; anti-dsDiN4: anti-double-stranded deaoyribonudsic acd; GC: germinal centers; AMA: antinudear antibodies;

MET: neutrophils extraceluar traps.

NET formation [115]. Also, the authors have sugsested that
recruttment of DN T cells mostly depends on IL-17C produced
by epithelial cells, as only IL-174 and IL-17C are highly
expressed in kidneys and recruitment of these cells s not
impaired in Fegr2b™ ~ N 17a~" mice.

Taken together, these studies highlight the role of the
IL-Z3/IL-17 axis in mediating pathological autoimmunity in
murine models of SLE. IL-17 comsitently supports GC
formation, even if conflicting results have been obtained
for its role in auto-antibodies induction. Interestingly, IL-17-
dependent GC formation is not unigue to SLE & ectopic
lymphoid follicle formation in EAE and |gA-producing GC in
Peyer's patches have alsobeen shown to critically depend on
IL-47 [116,117]. In addition, pro-inflammatory propertes of
IL-17 are also crucial in lupus nephritis. However, whether
IL-17 also supports pathological inflammation in other
target organs of SLE like skin and CHS warrants further
investigations.

4, Therapeutic targeting of IL-17 in human
immune-mediated inflammatory diseases

IL-17 has not yet been therapeutically targeted in hurman SLE
but data from recent clinical trials in other IMIDs can
partially inform us about the efficacy and safety of targeting
this cytokine in human disease.

IL-17 can be indirectly targeted by ustekinumab, a
monoclonal antibody directed against the common p40
subumit of IL-23 and IL-12 and thus expected to inhibit both
Th17 and Th1 resporses. In lne with the role of IL-23 and
downstream cytokines such as IL-17 and IL-22 in experimen-
tal psoriasis in animal models [118,119], wtekinumab has
been successfully tested in phase || and 111 trials in psoriasis
[120,121] and more recently psoriatic arthritis [122,123] and
is registered for these indications. An open-label pilot study
has also suggested clinical efficacy in the related disease,
ankylosing spondylitis [124]. In contrast, p40 blockade by
ustekinumalb in Crohn's disease has yielded mixed results
with only the ant#THF refractory subgroup showing im-
provement [125,126]. The overall safety profile looks
favorable, althoush long-term data are only available for
psoriasis. In the context of the potential benefits of this drug
for SLE, it is interesting to note that three case reports
indicate significant improvement of cutaneous lupus upon
ustekinumalb treatment [127-129].

Drugs directly targeting IL-17 include secukinumab and
xekinumab, both monoclonal antibodies directed towards
IL-17A, and brodalumab, a monoclonal antibody towards
IL-17RA. ALl three drugs have major clinical efficacy in
psoriasis [130-133]. Secukinumab has also demonstrated
proof-of -concept (PoC) clinical efficacy in ankylosing spon-
dylitis, psoriatic arthritis and multiple sclerosis [134-136].
In contrast, anti-IL-17A treatment has only shown modest
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clinical efficacy in rheumatold arthritis [137.138] and no
efficacy in Crohn's disease [139]. Although these PoC trials
with the different IL-17 blockers have not revealed unex-
pected safety signals, the exposure (both in terms of number
of patients and time of treatment) is probably not yet
suffictent to reach solid conclusions. There are currently no
publically available data on the wse of these IL-17 blockers in
SLE or related diseases such as cutaneous lupus or Sjogrens
syndrome.

5. Conclusions

Accumulating lines of evidence suggest a role for IL-17 in the
pathophysiology of SLE. The constant production of NA-IC,
responsible for a chronic stimulation of several PRRs like
TLR7, B and 9, creates an environment characterized by the
release of inflammatory cytokines, which, combined with a
number of cell-intrinsic alterations, promotes the produc-
thon of IL-17 by T lymphocytes. In addition, those inflamma-
tory cytokines, and particularly IL-23, are likely to induce
IL-17 secretion by a number of innate cells including
neutrophils, group 3 ILCs and mast cells in tissues. Neverthe-
less, the exact contribution, as well as the tssue spec fficities,
of these cells deserves further exploration in SLE. Moreover,
as discussed above, IL-17 properties are largely dependent on
the environment in which the cytokine & produced [136].
Thus, althoush numerous studies have described high levels of
IL-17 in serum, skin and kidneys of SLE patients, future studies
should examine in greater detail the tissue context and
assoclated cytokines of IL-17 secretion. Interestingly, the
importance of the IL-23/IL-17 axk also seems to hold true in
the SLE-related disease Sjogren’s syndrome (S5) [140].
Indeed, high levels of IL-17 were found in serum and saliary
glands of 55 patients, and mouse models suggested a key
function in sialadenitis generation [141,142]. Very important-
ly, animal studies directly addresing IL-17/IL-17R axis in
lupus-like models suggested a crudal role of this pathway in
sugt aining auto-reactive GC formation and organ damage. The
most comvincing results were obtained in kidneys as abrogat-
ing IL-17R sknaling prevented the dewelopment of lupus
nephritis in two mowse models [113,115]. This is of particular
importance given the severity of lupus nephritis in human.
Thus, both human descriptive and mouse pre-clinical studies
have provided solid proofs for a role of IL-17 in SLE. It i now
critical to clear by demonstrate in mouse models the efficlency
of selective IL-17 /IL-17R pathway inhibitors, including mono-
clonal anti-IL-17 and anti-IL-17R antibodies already available.
In parallel, it is critical to start planning PoC studies in human
SLE &% several compounds targeting IL-17 have demornstrated
marked clinical efficacy in other human IMIDs and did not
show unexpected short-term safety concerns. Although these
efficacy and safety data cannot be extmpolated to SLE,
the encouraging case reports of wstekinumab treatment in
cutaneous lupus [127-129] support the initiation of PoC trials
inSLE.
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Résumé

L’interleukine 22 (IL-22) est une cytokine
majoritairement sécrétée par des populations de
lymphocytes T et innés. Bien qu’uniquement produite
par le systeme immunitaire, elle agit
presqu’exclusivement sur les cellules épithéliales par
intermédiaire d’un récepteur membranaire dénommé
IL-22R, principalement au niveau des tissus formant les
barriéres de 'organisme comme l'intestin, les poumons
ou la peau. Par ses actions, elle permet de renforcer
efficacement les propriétés de barriére et la
régénération des épithéliums, exercant ainsi des
fonctions majeures dans le maintien de ’homéostasie
de ses tissus cibles. Pour autant, de nombreux travaux
ont également indiqué que des effets de I'lL-22 majorés
ou prolongés pouvaient s’avérer déléteres. Un réle de
I'lL-22 est ainsi clairement admis dans la
physiopathologie du psoriasis et fortement suggéré
dans le cancer colorectal. Ceci implique donc que les
propriétés de I'lL-22 soient finement régulées et justifie
I'existence d’un inhibiteur soluble, I'lL-22 binding protein
(IL-22BP). Tres peu de choses sont encore connues sur
I'lL-22BP. Ce travail présente donc pour objectifs
principaux de mieux en caractériser les sources
cellulaires et la régulation, ainsi que de comprendre le
réle physiopathologique que son controle des actions de
I'lL-22 pourrait exercer dans les maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin et le psoriasis.
Une meilleure compréhension de I'impact de la
régulation de I'lL-22BP sur I'axe IL-22/IL-22R est en
effet importante afin de mieux définir la place de I'lL-22
dans la physiopathologie de ces maladies, et donc
I'intérét ou non d’en moduler les actions a des fins
thérapeutiques.
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Abstract

IL-22 is a cytokine mostly produced by T and innate
lymphocytes. Despite a restricted production to the
immune system, IL-22 almost exclusively acts on
epithelial cells at barrier surfaces, through binding to its
membrane receptor, namely IL-22R. IL-22 actions allow
reinforcing the barrier function and regeneration of its
target tissues like gut, lungs and skin, and are thus
important in maintaining tissue homeostasis. However,
several studies also indicate that exacerbated or
prolonged actions of IL-22 may become deleterious, as
illustrated in psoriasis or colorectal cancer. A strict
control of IL-22 actions is consequently required and
justifies the existence of IL-22 binding protein (IL-22BP),
its soluble inhibitor. Almost nothing is currently known
on IL-22BP. This work thus aimed at characterizing the
cellular sources and regulation of IL-22BP, as well as
understanding its pathophysiological role in controlling
IL-22 effects during inflammatory bowel diseases and
psoriasis. A better understanding of the IL-22BP-
mediated control of IL-22/IL-22R axis is indeed required
in order to better define the pathophysiological
relevance of IL-22 production in these diseases, and
thus the benefits that would be expected or not from its
therapeutic modulation.
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