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Au cours de mon doctorat, mes recherches ont porté sur I'étude des mécanismes de la réponse
immunitaire mis en jeu dans I'asthme allergique, et plus particulierement sur le réle de deux
cytokines associées a la fonctionnalité ou au développement des lymphocytes Th17. Parallelement a
ce projet, je me suis intéressée au role de I'interleukine-33 dans l'initiation de la réponse allergique

pulmonaire dans un modele expérimental d’asthme allergique chez la souris.

L'asthme allergique est une maladie multifactorielle résultant de la conjonction de facteurs
congénitaux (terrains atopiques, polymorphismes génétiques) et d’éléments liés a I’'environnement
(allergénes, polluants, infections...). La réaction inflammatoire asthmatique est caractérisée par une
étape d’initiation sous la dépendance des cellules dendritiques, suivie par une étape effectrice avec
la libération de multiples médiateurs par les cellules inflammatoires, et enfin par une phase de
réparation aboutissant au remodelage des voies aériennes. Au cours des dernieres années, le rble
des cytokines et chimiokines dans le trafic cellulaire local a fait I'objet de nombreuses études.
D’autres travaux ont mis en lumiere 'intervention de I'épithélium bronchique et de I'endothélium
qui participent a I'inflammation pulmonaire en sécrétant des molécules « d’alerte » ou en facilitant le

recrutement des médiateurs cellulaires.

Des études réalisées chez ’'Homme ou la souris ont mis en évidence un réle critique des lymphocytes
Th2 dans I'orchestration de I'inflammation pulmonaire allergique. Néanmoins, des travaux récents
ont montré l'implication des lymphocytes Th1l7 dans cette pathologie. Cette population se
caractérise par la production des cytokines IL-17A, IL-17F, et de I'lL-22 et intervient dans le maintien
de la barriére homéostasique épithéliale contre les attaques extérieures et dans diverses pathologies
inflammatoires chroniques. L'étude du role de I'lL-22 dans I'asthme allergique a constitué I'essentiel
de mon travail de thése. L'expression du récepteur IL-22R dans les tissus comme la peau, l'intestin ou
les voies respiratoires, suggere que I'lL-22 pourrait jouer un rdéle dans I'immunité mucosale. Plusieurs
études ont notamment révélé un réle protecteur de I'lL-22 lors d’infections bactériennes intestinales
ou pulmonaires. Les Th1l7 étant impliqués dans l'induction de la réponse allergique, il était
intéressant de savoir si I'lL-22 jouait un role dans cette pathologie.

Dans un modele murin d’inflammation allergique pulmonaire induite par I'ovalbumine, nous avons
mis en évidence une fonction différentielle de cette cytokine dans l'induction et la résolution de

I'asthme allergique.

Le développement des lymphocytes Th17 nécessite des facteurs particuliers, parmi lesquels se trouve
I'interleukine-1 beta (IL-1B) qui semble essentielle a la polarisation des Th17 chez I’'Homme. L'IL-1,

premiere cytokine identifiée dans les années 1970, joue un réle clé dans I'immunité innée.
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Dernierement, la mise en évidence de I'inflammasome dans la maturation et la sécrétion de I'lL-1B a
apporté de nouveaux éléments de compréhension des processus inflammatoires, et notamment le
concept d’inflammation “stérile”. En se basant sur ces nouvelles connaissances, nous nous sommes
intéressés aux roles de la voie IL-1B/IL-1R et a l'inflammasome NLRP3 dans un modeéle murin

d’inflammation pulmonaire allergique n’utilisant pas d’adjuvant.

Enfin, mon intérét s’est porté sur I'lL-33, une cytokine importante dans les pathologies Th2. Le réle
de cette cytokine est bien décrit dans la littérature, et on sait que I'lL-33 participe a I'exacerbation de
la réponse allergique en agissant sur les éosinophiles, les mastocytes, les basophiles et les
lymphocytes Th2. Plus récemment, une équipe a montré que I'lL-33 était libérée par les cellules
épithéliales pulmonaires dans les heures qui suivent I'exposition a un allergéne. Sachant que les
cellules dendritiques expriment le récepteur de I'lL-33, nous avons voulu savoir si la libération
précoce d’'IL-33 apres contact avec I'allergéne pouvait influencer I'immunité innée et notamment les

cellules dendritiques dans I'induction de la réponse allergique.

Ce manuscrit s’articule autour de I'étude de ces trois cytokines, I'lL-22, I'lL-1B et I'lL-33, dans un
modele d’asthme allergique murin. Une courte introduction aborde les points essentiels a la
compréhension de la physiopathologie de I'asthme et s’attache a décrire les principaux médiateurs

cellulaires et solubles impliqués dans la réponse inflammatoire allergique.

La partie « Résultats » de ce manuscrit comprend trois chapitres correspondant aux trois projets
entrepris au cours de ma these. Ces projets ont donné lieu a la rédaction d’articles scientifiques,
présentés ci-dessous tel qu’ils ont été soumis aux différents journaux. Ces trois articles sont

brievement introduits, puis discutés individuellement.

Enfin, une discussion générale reviendra sur l'intérét de ce type d’étude et la pertinence des résultats

obtenus.
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GENERALITES SUR L'ASTHME ALLERGIQUE

1. Définition de I'asthme allergique

Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), «l'asthme est une maladie inflammatoire
chronique des voies respiratoires qui se manifeste par des épisodes récurrents de toux, de
sifflements et de dyspnée, traduisant un trouble ventilatoire obstructif, variable dans le temps et
réversible (au moins partiellement) spontanément ou sous l'‘effet d'un traitement
bronchodilatateur ». Chez les sujets prédisposés, cette inflammation provoque une hyperréactivité
bronchique (HRB) en réponse a divers stimuli entrainant un essoufflement, une toux, une sensation

d’oppression au niveau de la poitrine et la production de sécrétions bronchiques.

2. Historique

L'asthme n’est pas une maladie récente et de nombreuses théories ont été émises pour en expliquer
les causes et proposer des traitements.

La premiere description de I'asthme remonte a I'Egypte ancienne. En effet, il y a 3500 ans, le papyrus
d’Ebers décrivait déja les symptomes de la maladie et recommandait de respirer la fumée dégagée
par la combustion de certaines herbes en cas de crise. De facon surprenante, des traités de médecine
chinoise proposent depuis des siecles des remédes contre I'asthme a base de plantes riches en beta-
agonistes, permettant ainsi de réduire la broncho-constriction.

Le terme actuel d’asthme vient du verbe grec « azein » signifiant « respirer par la bouche » ou «
haleter », et fut utilisé au quatrieme siecle avant Jésus-Christ par le médecin Hyppocrate pour décrire
la maladie.

Jusqu’au vingtiéme siecle, les connaissances scientifiques de I'asthme et des allergies ont évoluées
lentement. Jusqu’au début du vingtieme siecle, I'asthme était considéré comme une maladie
psychosomatique. La reconnaissance des grains de pollens comme agent étiologique (Blackley,
1873), puis la découverte d’un facteur transférable a partir du sérum par Prausnitz et Kustner en
1921 et enfin I'identification de ce facteur comme étant une sous-classe d’immunoglobuline (les
immunoglobulines E ou IgE) par Ishigaha aux Etats-Unis en 1966, ont permis d’identifier I'asthme

comme une maladie d’origine inflammatoire.
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3. Epidémiologie et colt

Dans les pays industrialisés, la prévalence de I'asthme a doublé au cours des 30 derniéres années.
L’atopie (qui concerne environ la moitié des asthmatiques) a également vu sa prévalence doubler
dans la méme période. L’atopie correspond a une prédisposition a développer un certain nombre de
manifestations cliniques au contact d’allergenes inoffensifs.

Cette augmentation de la fréquence de I'affection est un phénomene mondial, dont les explications
peuvent étre diverses: la vie occidentale moderne serait source d’une diversification des
pneumallergénes connus (banalisation des animaux domestiques, logements mieux isolés et moins
ventilés donc plus humides, importation de nouvelles essences d’arbres...) (Wilson et al., 2006).
Environ 8% des moins de quinze ans et 4,5% des plus de quinze ans (soit environs 6% de la
population francaise) sont actuellement asthmatiques (Delmas and Fuhrman). C’est aussi la maladie
la plus fréquente en pédiatrie et la premiére cause d’absentéisme scolaire.

Le co(t annuel de I'asthme en France est estimé a 1,5 milliard d’euro. Les services publiques
cherchent a réduire ce colt par des programmes d’éducation des malades, qui au-dela de
I’'amélioration de la qualité de vie d’'un malade bien informé, visent a réduire les recours aux
urgences et aux hospitalisations. En effet, chaque année, on observe une augmentation des
hospitalisations pour insuffisance respiratoire aiglie associée a I'asthme, surtout chez les enfants de
moins de dix ans (Source InVS, 2007). Malgré I'amélioration de la prise en charge des patients, les
taux de mortalité par I'asthme restent stables. Entre 2000 et 2006, 1270 déces par asthme ont été

enregistrés en France dont 84 chez les enfants et les adultes de moins de 45 ans (Source InVS, 2007).

4. Etiopathologie et facteurs déclenchants

L'asthme est une maladie plurifactorielle. Les patients asthmatiques présentent généralement un
terrain de prédisposition ol interviennent des facteurs génétiques, auxquels se rajoutent des

facteurs environnementaux déclenchants ou aggravants.

4.1 Les origines génétiques de I'asthme

Les avancées récentes dans les technologies moléculaires permettant le génotypage de milliers de
polymorphismes génétiques ont permis d’importants progrés dans la caractérisation de nouveaux
génes de susceptibilité a I'asthme. A ce jour, 43 génes ont été identifiés en comparant le génome de

patients asthmatiques a celui d’individus sains (Vercelli, 2008).
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Les genes de susceptibilité a I'asthme peuvent étre classés en quatre groupes (Tableau 1) :

Groupe | : Génes associés a I'immunité innée et a I'immunorégulation

Groupe Il : Génes associés a la différenciation des Th2 et aux fonctions effectrices

Groupe Il : Génes associés a la biologie des cellules épithéliales et a I'immunité mucosale

Groupe IV : Génes associés aux fonctions pulmonaires et au remodelage bronchique

Geénes Locus Nom officiel Fonction biologique

Groupe |

CD14 5g31.1 CD14 molecule Immunité innée, reconnaissance microbienne

IL 10 1931 g32 Interleukin 10 Immunorégulation

TLR2 4q32 Toll like receptor like 2 Immunité innée, reconnaissance microbienne

TLR4 9g33.1 Toll like receptor 4 Immunité innée, reconnaissance microbienne

Groupe Il

IL4 5q31.1 Interleukin 4 Effecteur dans la différenciation des lymphocytes Th2
et dans I'induction des IgE

IL 13 5q31 Interleukin 13 Effecteur dans la différenciation des Th2, hyper
réactivité bronchique

STAT6 12q13 Signal transducer and activator of Signalisation de I'lL 4 et 13

transcription 6

FceRI 11913 Fc fragment of IgE high affinity | Effecteur de la réponse Th2

IL 4Ra 16p12.1 p12.2 Interleukin 4 receptor alpha chain Signalisation de I'lL 4 et 13

Groupe Il

CCL5 17q11.2 q12 Chemokine ligand 5 (RANTES) Chimioattractant pour les monocytes, les cellules T et
les éosinophiles

CCL11 17921.1g21.2 Chemokine ligand 11 (eotaxin 1) Chimioattractant des éosinophiles

CCL24 7q11.23 Chemokine ligand 11 (eotaxin 2) Chimioattractant des éosinophiles

ADAM33 20p13 ADAM metallopeptidase domain 33 Interaction cellule cellule et cellule tissu

FLG 1921.3 Filaggrin Intégrité de la barriére épithéliale

Groupe IV

ADRB2 531 g32 Adrenergic receptor beta 2 Relaxation du muscle lisse

TBXAR2 19pq13.3 Tromboxane A2 receptor Contraction du muscle lisse, inflammation

TNFa 6p21.3 Tumor necrosis factor Inflammation

TGFb1 19q13.1 Transforming growth factor, beta 1 Immunorégulation, prolifération cellulaire

LTA 6p21.3 Lymphotoxin alpha Inflammation

Tableau 1 : Génes de susceptibilité associés a I'asthme allergique ou a ses phénotypes dans au moins cing
études d'association indépendantes et basées sur I'approche par genes candidats. (D’apres Vercelli D, 2008).

4.2 Les facteurs hormonaux

Une influence hormonale est parfois retrouvée, comme chez certaines femmes qui présentent une

recrudescence prémenstruelle des crises asthmatiques. D’autre part, certains asthmes s’aggravent

ou débutent a la ménopause. A l'inverse, une amélioration des symptomes est observée chez les

femmes enceintes. Des études suggerent que la production accrue d’hormones, en particulier de la

progestérone et du cortisol pourrait exercer un effet protecteur (Balzano et al., 2001).

14



4.3 Facteurs environnementaux

Les allergénes sont des antigénes particuliers qui, méme en trés faibles quantités, sont susceptibles
de déclencher des réponses immunes, caractérisées par la production d'immunoglobulines de type E
(IgE). Les principaux pneumallergenes présents dans I'air ambiant sont les acariens de la poussiére
domestique, les pollens, les phaneres d’animaux (principalement le chat) et certaines moisissures.
Les allergénes présents dans les aliments peuvent également induire I'asthme, de méme que les
sulfites (présents dans le vin, dans certains médicaments ou dans certains aliments en tant que
conservateur). La farine de blé, les isocyanates contenus dans les teintures et peintures peuvent étre
a l'origine d’asthme professionnel.

Les infections virales (VRS chez le nourrisson, parainfluenza chez I'enfant ou la grippe chez I'adulte)
ou bactériennes (Chlamydia, mycoplasme, sinusite ou infections gingivodentaires...) sont des facteurs
déclenchants extrémement fréquents de I'exacerbation de I'asthme.

Les irritants de I'environnement, la pollution (hydrocarbures des gaz d’échappement) ont une action
directement mécanique sur la muqueuse bronchique, pouvant entrainer une inflammation et des
sécrétions bronchiques. Les asthmatiques sont beaucoup plus sensibles que les sujets sains a cette

pollution.

5. Pathophysiologie de I'asthme

L'asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes rendues sensibles (hyper
réactives) a des stimuli tels que les allergenes, les irritants chimiques, la fumée de tabac, I'air froid ou
I'exercice, et provoque des épisodes récidivants de toux, sifflements et difficultés respiratoires.
Lorsqu’elles sont exposées a ces stimuli, les voies aériennes peuvent se contracter, produire des

cedemes, se remplir de mucus et progressivement se remodeler.

La réaction inflammatoire allergique se développe en plusieurs étapes (Figure 1):

- L’étape d’initiation de la réponse allergique, sous la dépendance des cellules dendritiques

- L'étape effectrice caractérisée par la libération de nombreux médiateurs chimiques par les cellules
inflammatoires

- L’étape de remodelage bronchique qui apparait au stade de I'asthme chronique et rend compte des

altérations en partie irréversibles des bronches (Tillie-Leblond et al., 2004).
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Figure 1 : Représentation schématique de la cascade allergique. Au cours de la phase d'immunisation, les
antigenes inhalés sont capturés par les cellules présentatrices d’antigenes qui activent alors la prolifération des
cellules T et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Ceci entraine une production d’Igk spécifiques de
I'allergéne, lesquels se lient aux récepteurs a haute affinité pour les fragments Fc des IgE (FceRI) présents sur
les mastocytes et les basophiles. Suite a une nouvelle exposition a I'allergéne, les mastocytes et les basophiles
libérent les médiateurs chimiques contenus dans leurs granules (phase précoce), ce qui aboutit au recrutement
de nombreux médiateurs cellulaires dans les poumons (phase tardive) qui seront a I'origine du remodelage
bronchique (D’aprés Verstraelen S, 2008).

5.1 La phase d’immunisation

Lorsque l'allergene pénétre dans les voies aériennes, il interagit en premier lieu avec les cellules
dendritiques présentes au niveau de I'épithélium bronchique. Les cellules dendritiques forment un
réseau trés dense capable de capturer les antigénes inhalés, de les dégrader en peptides, puis de les
présenter aux lymphocytes T au niveau des ganglions lymphatiques drainants. En I'absence de
signaux pro-inflammatoires, I'inhalation d’antigenes inoffensifs aboutit a une tolérance du systeme
immunitaire caractérisée par la sécrétion d’IL-10 par les cellules dendritiques et I'induction de
lymphocytes T régulateurs (Treg) (Akbari et al., 2001; Kim et al., 2010; Lambrecht and Hammad,
2003). Lorsque I'antigéne est inhalé en présence de signaux pro-inflammatoires, tel I'exposition a de

faibles quantités de produits d’origines bactériennes ou lors d’infections pulmonaires virales, les
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cellules dendritiques perdent leur propriété immuno-tolérogéne et sont alors en mesure d’induire
une réponse effectrice de type 2 dirigée contre I'allergene (Eisenbarth et al., 2002; Hammad and
Lambrecht, 2008). Aprés expansion clonale, une partie des cellules T activées se retrouve dans la
circulation, les autres s’accumulent dans les ganglions lymphatiques et la rate pour constituer un
stock de cellules T mémoires. Lors d’un nouveau contact avec l'allergéne, ces cellules produiront
rapidement et en grande quantité, les cytokines pro-allergisantes IL-4 et IL-5 qui seront impliquées

dans la production d’IgE par les lymphocytes B.

5.2 La phase effectrice
5.2.1 La réaction d’asthme immédiate ou précoce

La réaction d’asthme immédiate se manifeste par une diminution des débits expiratoires et
I'apparition des symptdmes asthmatiques comme la dyspnée, la sensation d’oppression thoracique
et la toux. Ces symptomes apparaissent dés la premiere heure aprés I'exposition a 'allergéne et
s’estompent habituellement en moins d’'une heure. Cette réaction immédiate est principalement due
a la contraction des muscles lisses bronchiques et a 'cedéme de la muqueuse en réponse a des
médiateurs chimiques d’origine essentiellement mastocytaire.

En effet, les IgE libérés dans la circulation par les lymphocytes B, se lient aux récepteurs FceRl a la
surface des mastocytes et des basophiles entrainant, en présence d’allergene, la dégranulation de
médiateurs pré-formés (histamine, peroxydases, facteurs chimiotactiques et protéases neutres) et
néo-formés (superoxide, cytokines, facteurs d’activation plaquettaires, leucotrienes et
prostaglandines). Les médiateurs pré-formés sont responsables du bronchospasme, de Ia
vasodilatation, de la perméabilisation vasculaire et de I'augmentation de la sécrétion glandulaire. Les
médiateurs néo-formés participent aux mémes mécanismes que les médiateurs pré-formés, mais ont

aussi une activité pro-inflammatoire préparant le microenvironnement a la réaction tardive.

5.2.2 la réaction d’asthme tardive

Chez certains sujets, une deuxiéme réaction asthmatique peut-étre observée 3 a 8 heures apres
I'inhalation de I'allergéne (Verstraelen et al., 2008).

Les médiateurs dérivés des mastocytes augmentent la perméabilité vasculaire et I'expression des
molécules d’adhésion telles que VCAM-1 ou ICAM-1, ce qui a pour conséquence le recrutement de
cellules inflammatoires dans les voies aériennes, principalement des éosinophiles, mais également
des neutrophiles, des lymphocytes, des macrophages et des basophiles (Bousquet et al., 2000). La
présence répétée de ces médiateurs est a I'origine de l'inflammation chronique et aboutit a des

modifications structurales des voies aériennes.
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5.3 La phase de remodelage bronchique

La persistance de I'inflammation pulmonaire entraine des modifications structurales au niveau
des poumons réduisant progressivement, et de facon irréversible les fonctions respiratoires des
patients. Sur le plan histopathologique, le remodelage bronchique se caractérise par une
desquamation de I'épithélium accompagnée d’'une augmentation de I'espace situé entre les cellules
épithéliales basales, une hypertrophie et une hyperplasie du muscle lisse, une hypertrophie des
cellules glandulaires, associée a une hypersécrétion de mucus et a une fragmentation des fibres
d’élastine du tissu conjonctif. Un épaississement de la membrane basale, accompagné d’une fibrose
sous-épithéliale, caractérisée par une augmentation du dépot des protéines de la matrice
extracellulaire, un déséquilibre entre I’expression des métalloprotéinases qui dégradent ces
protéines et leurs inhibiteurs endogénes (les TIMP), et une accumulation de fibroblastes et de
myofibroblastes activés sont aussi caractéristiques de cette pathologie. Cette fibrose s’accompagne
d’une inflammation chronique de la muqueuse bronchique qui se manifeste notamment par une
accumulation d’éosinophiles et par des lésions épithéliales persistantes (Bousquet et al., 2000;

Jeffery, 2001). (Figure 2)
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Figure 2: La réaction inflammatoire pulmonaire dans I’asthme allergique. L’asthme est une pathologie
complexe faisant intervenir de nombreux types cellulaires et médiateurs de I'inflammation. Au cours de la
phase aiglie de la maladie, les mastocytes sont responsables de I’'hyper réactivité bronchique et du
recrutement des cellules inflammatoires dans les poumons (a). Les éosinophiles, macrophages et lymphocytes
Th2 recrutés produisent alors de nouveaux médiateurs créant une inflammation locale (b) qui aboutit dans
certains cas a des modifications structurales et fonctionnelles des voies aériennes (c). Ce remodelage
bronchique entraine une obstruction et une insuffisance respiratoire irréversible. (D’apres Busse W, 2002)
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6. Traitement de I'asthme allergique

L'asthme, du fait de sa fréquence, de l'intensité des symptomes, des maladies associées, de la
mortalité et du poids économique généré, représente un véritable probleme de santé publique en
France comme dans de nombreux pays. A défaut de pouvoir le guérir totalement, I'objectif des

traitements est le controle de I'asthme, afin de prévenir les complications liées a la pathologie.

Deux grandes catégories de médicaments sont recommandées : les médicaments de traitement de
fond ou de prévention, et les médicaments de traitement de crise. Le choix de la médication dépend

de la sévérité de la maladie et de la fréquence des crises.

Classiquement, le traitement de fond comprend des anti-inflammatoires comme les glucocorticoides
inhalés et oraux ou des antagonistes des récepteurs aux leucotrienes, associés ou non a des
bronchodilatateurs a longue durée d’action (Walsh, 2008). Les glucocorticoides sont treés efficaces
dans le traitement des allergies grace a leur capacité a inhiber le recrutement des cellules pro-
inflammatoires et a réduire la production des médiateurs de l'inflammation. Cependant, ces
traitements ne sont pas spécifiques et peuvent induire des effets indésirables comme des troubles

métaboliques et endocriniens et une sensibilité accrue aux infections.

En cas de crise d’asthme, le traitement d’urgence est basé sur l'utilisation d’agonistes de type 2
adrénergiques en inhalation, comme le Salbutamol (Ventoline®). Ces bronchodilatateurs agissent

rapidement sur le muscle bronchique permettant de soulager instantanément les patients.

L’Omalizumab®, un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre les récepteurs aux IgE, est prescrit
en cas d’asthme sévere. Ce traitement s’est révélé trés efficace chez des patients atteints d’asthme
résistant aux glucocorticoides, et a permis de réduire la fréquence des exacerbations et d’améliorer

les fonctions pulmonaires (Busse, 2001; Schulman, 2001 ).

De nouveaux traitements sont actuellement a I’étude, tels que les inhibiteurs de phosphodiesterases
ou les inhibiteurs de cytokines et chimiokines. A I’exception des inhibiteurs du TNFa, la plupart des
essais cliniques utilisant ces inhibiteurs se sont révélés décevants. De nouvelles études sont en cours
pour tenter de réduire le recrutement cellulaire en neutralisant les molécules d’adhésions comme les

sélectines, les intégrines ou les statines (Walsh, 2008).
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7. Les modeéles murins d’asthme allergique

Il existe différents modeéles expérimentaux chez I'animal basés sur I'administration répétée d’un
allergéne. Le modele le plus classique est obtenu par sensibilisation intra-péritonéale a I’ovalbumine
en présence d’'un adjuvant, le plus souvent I'hydroxyde d’aluminium, suivie d’une ou plusieurs
provocations allergéniques par voie nasale (instillation) ou aérienne (aérosol). L'ovalbumine est par
elle-méme une protéine fortement immunogene et la co-administration d’adjuvant permet
d’orienter la réponse Th2 (Brewer et al., 1999). Ce traitement induit, en fonction des modéles, de
nombreux signes caractéristiques de la maladie asthmatique retrouvés chez I'Homme, incluant
I'infiltrat d’éosinophiles, la production de médiateurs Th2, la dégranulation mastocytaire,
I"hyperplasie des cellules de Goblet, la production d’IgE spécifiques de I’antigene et I’'HRB en réponse
a la métacholine. Des modeles d’asthmes chroniques ont également été mis au point en réalisant des
provocations allergéniques pendant plusieurs semaines, et permettent d’étudier le remodelage des
voies aériennes.

Le modele d’asthme développé au laboratoire est basé sur I'administration sous-cutanée de
I'ovalbumine en absence d’adjuvant (Figure 3). Cette voie permet une diffusion plus lente de
I'allergéne et facilite sa capture par les cellules dendritiques et les cellules de Langherans présentes
en grand nombre sous la peau. L'absence d’adjuvant au moment des immunisations entraine une
réponse de plus faible amplitude, mais plus proche de la physiopathologie humaine. En effet, les
modeles expérimentaux utilisant I’"hydroxyde d’aluminium induisent une puissante réponse Th2 et
une HRB indépendante des mastocytes et des IgE, mais dépendante de I'lL-13 (Taube et al., 2004a).
Or, chez 'Homme, I'asthme allergique est le plus souvent dépendant des IgE, comme le prouve
I'efficacité des traitements anti-IgkE. De nombreux exemples illustrent les inconvénients des modéles
expérimentaux utilisant I’hydroxyde d’aluminium, I'apparition d’une nécrose tissulaire au niveau du
site d’injection, ou l'absence de différences phénotypiques entre souris sauvages et knock-out
(Conrad et al., 2009; Eisenbarth, 2008; Schmitz et al., 2003). Il apparait clair que l'utilisation
d’adjuvants dans l'induction de I'asthme chez la souris biaise completement la réponse immunitaire,

masquant certains phénotypes.
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Figure 3 : Modeéle expérimental murin d’inflammation pulmonaire allergique utilisé a I'Institut.

Plus récemment, des modeéles dans lesquels l'allergene est administré par inhalation ont été
développés. C'est le cas du modele d’asthme allergique induit par un broyat d’acariens ou “house
dust mite” (HDM). Les acariens contenus dans la poussiére domestique sont une des premieres
causes de l'asthme dans les pays industrialisés. Dans ce modele, I'allergéne est un mélange de
molécules dont certaines possedent une activité protéase, telle la protéine Der p1 (Coyle et al., 1999;
Kauffman et al., 2006). Des études ont montré que cette enzyme détruisait les jonctions serrées
entre les cellules épithéliales en clivant les protéines de type claudine et occludine. Ceci a pour
conséquence I'augmentation de la perméabilité de I'épithélium pulmonaire et de la capture des
antigenes par les cellules dendritiques (Hammad and Lambrecht, 2008; Willart and Hammad, 2010 ).
De plus, un role important des “Toll-Like Receptor” (TLR) et des “protease-activated receptor” (PAR)
a été mis en évidence dans ce modele (Hammad et al., 2009).

La modélisation de I'asthme allergique chez la souris a permis d’élucider de nombreux mécanismes
de linflammation pulmonaire et d’identifier les différents médiateurs chimiques ou cellulaires

impliqués dans la physiopathologie asthmatique.
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LES MEDIATEURS CELLULAIRES DE L'ASTHME ALLERGIQUE

L'utilisation de modéles animaux, de provocation allergénique in vitro ou chez 'Homme ou encore
I’'analyse d’échantillons issus de sujets asthmatiques, ont permis de décrypter les différentes étapes
de l'inflammation pulmonaire allergique. Les processus d’induction, d’amplification et de résolution
de I'asthme allergique font intervenir un grand nombre de cellules immunitaires, telles les cellules
dendritiques, les mastocytes, les basophiles, les éosinophiles, et les lymphocytes, mais également
des cellules structurales comme les cellules épithéliales ou les cellules musculaires lisses. Dans cette
partie, je développerai succinctement le role de chaque protagoniste cellulaire afin de comprendre

les mécanismes inflammatoires mis en jeu au cours de I'asthme allergique chez I’'Homme et la souris.

1. Les cellules dendritiques

En 1868, Langherans décrivait dans la peau des cellules hérissées de trés nombreux prolongements
cytoplasmiques: les cellules dendritiques (DC). Longtemps peu étudiées, elles ont pris une
importance croissante en immunologie en raison de leur réle fondamental dans le contréle de
I'immunité.

Les DC sont présentes en grand nombre dans les muqueuses et la peau ou elles exercent la fonction
de sentinelles en captant les antigénes d’origine exogéne ou endogéne. Au niveau pulmonaire, les DC
sont situées sous I'épithélium bronchique et dans les tissus parenchymateux du poumon.
L'expression de protéines de jonctions serrées de type claudine-1, claudine-2 ou zonula-occludine-1
(20-1) permet aux DC d’envoyer leurs dendrites ou de migrer a travers I'épithélium, et ainsi de
sonder le contenu de la lumiére bronchique tout en préservant I'intégrité de I'épithélium (Lambrecht

and Hammad, 2009; Sung et al., 2006) (Figure 4).
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Figure 4 : Capture des allergénes par les cellules dendritiques et induction de la réponse immune. Les DC
sondent la lumiere des alvéoles pulmonaires par des extensions dendritiques entre les cellules épithéliales.
L'intégrité de la paroi épithéliale est maintenue grace aux jonctions serrées qui s’établissent entre les DC et les
cellules épithéliales via des protéines de type claudine, zonula-occludine-1 (ZO-1), ou des E-cadhérines.
Certains allergenes enzymatiquement actifs peuvent activer directement les récepteurs PAR ou les TLR
exprimés par les cellules épithéliales, ce qui induit I'activation de NFkB et la production de cytokines et
chimiokines d’attraction des DC ou des lymphocytes Th2. (D’aprés Hammad, H, 2009)

Les DC pulmonaires capturent les antigenes inhalés et migrent vers les ganglions lymphatiques
médiastinaux par un processus faisant intervenir les récepteurs CCR7 et CCR8. Au cours de leur
migration, les DC catabolisent les antigenes capturés et présentent les peptides antigéniques a leur
surface grace au CMH de classe Il. Dans le paracortex des ganglions, I'engagement du TCR induit
I’expression du CD40L a la surface des lymphocytes T, qui interagit alors avec le CD40 exprimé a la
surface des DC. Cette interaction conduit a I'expression de molécules de co-stimulation de la famille
B7 a la surface des DC, et plus particulierement du CD80 et du CD86 (Banchereau et al., 2000; Jaiswal
et al., 1996) interagissant avec le CD28 et le CTLA-4 a la surface des cellules T (Figure 5).

La durée d’interaction, les signaux de co-stimulation et I'environnement pro-inflammatoire sont
déterminants pour une activation complete des lymphocytes T qui sont alors capables de proliférer
et de se différencier (Croft, 2003). En I'absence de signaux inflammatoires, les DC ayant capturés des
antigenes inoffensifs, n’expriment pas suffisamment les molécules de co-stimulation et sont

incapables d’activer correctement les cellules T, ce qui aboutit a une tolérance de I'antigene.
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Figure 5 : La synapse immunologique entre les cellules dendritiques et les cellules T.

Les DC pulmonaires expriment de nombreux récepteurs, tels que les récepteurs TLR ou des
récepteurs de la famille des lectines de type C, et sont ainsi capables de reconnaitre les motifs
moléculaires associés aux pathogenes (PAMP) et les signaux de danger ou de stress libérés par les
cellules endommagées (DAMP). Ces signaux jouent le réle d’adjuvants dans la réponse en entrainant
I’'augmentation de I'expression des molécules de co-stimulation sur les DC et la production de
chimiokines telles CCL17 et CCL22 qui recrutent les cellules T, les granulocytes éosinophiles et

basophiles au niveau pulmonaire (Lambrecht, 2006).

Différentes études réalisées chez la souris ont montré que les DC, plus que les macrophages
alvéolaires, jouaient un réle majeur dans I'induction de I'asthme. En effet, dans un modéle d’asthme
induit par I'ovalbumine, la déplétion des cellules CD11c+ (DC et macrophages alvéolaires) dans les
poumons inhibe complétement les caractéristiques de la maladie. Le transfert de cellules
dendritiques, mais pas celui de macrophages, permet de restaurer I'asthme (van Rijt et al., 2005).
D’autres études ont montré que le transfert a des souris naives de cellules dendritiques dérivées de
la moelle osseuse (BMDC) préalablement stimulées avec I'allergéne, était suffisant pour induire une
inflammation pulmonaire allergique apres provocation avec le méme allergene (Bedoret et al., 2009;
Idzko et al., 2007; Pouliot et al., 2010 ). L'ensemble de ces résultats indiquent que les DC pulmonaires
sont les principales cellules présentatrices d’antigenes (CPA) pulmonaires et sont nécessaires non

seulement a la mise en place d’une réponse Th2, mais aussi lors de la phase effectrice (Figure 6).
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Figure 6 : Roles des cellules dendritiques au cours de la phase effectrice de I’asthme allergique. Au cours de la
phase d’immunisation, les IgE spécifiques de I'allergene produites par les plasmocytes, peuvent se fixer au
récepteur FceR1 sur les mastocytes, les basophiles, et les cellules dendritiques. Lors d’un nouveau contact avec
I'allergéne, celui-ci est rapidement reconnu par ces IgE entrainant I'activation de ces cellules et la libération de
nombreux médiateurs de I'inflammation allergique. Les cytokines et les chimiokines produites par les cellules
dendritiques participent au recrutement des lymphocytes Th2, elles-mémes a I’origine de I'inflammation
éosinopilique. (D’aprés Lambrecht B, 2003)

2. Les mastocytes

Les mastocytes jouent un réle central dans la réaction d’hyperréactivité bronchique de part leur
capacité a dégranuler en réponse a des signaux de la réponse adaptative (comme les IgE) ou innée
(PAMP, fraction du complément) ou suite a une augmentation de la ventilation durant un exercice

physique (asthme a I'effort) (Prussin and Metcalfe, 2006; Venkatesha et al., 2005).
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Les mastocytes sont recrutés au niveau pulmonaire par le facteur de croissance SCF (aussi connu sont
le nom de Kit-ligand) libéré par les cellules épithéliales, qui se lie au récepteur c-Kit (CD117) exprimé

par les mastocytes (Reber et al., 2006).

En plus de la libération d’histamine et de leucotrienes, les mastocytes produisent une multitude de
cytokines (IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-16, TNF et TGFB) et de chimiokines (CXCLS,
lymphotactin, CCL1, CCL5, CCL-2, CCL3) (Galli et al., 2005).

Les souris déficientes en mastocytes (lignées W/Wv et FCeR17) présentent des symptomes atténués
avec réduction de I’'HRB, de I'inflammation pulmonaire et des taux d’IgE sériques comparativement a

des souris sauvages (Taube et al., 2004b; Williams and Galli, 2000).

3. Les basophiles

Les basophiles sont des granulocytes circulants qui expriment le récepteur a haute affinité pour les
IgE, FceR1, ainsi que I'intégrine CD49b (DX5) mais pas le récepteur c-Kit. A I'instar des mastocytes, ils
amplifient la réaction d’hypersensiblitité immédiate en sécrétant I'histamine préformée dans les
granules et en produisant de larges quantités d’IL-4 (Barrett and Austen, 2009).

Récemment, différentes études ont montré dans un modele d’infection aux helminthes et dans un
modele d’allergie induit par injection de papaine que les basophiles pourraient jouer un role critique
dans l'induction de la réponse Th2 grace a I'expression du CMH de classe Il, des molécules de co-
stimulation et a la production de cytokines Th2 (IL-4 et/ou TSLP) (Perrigoue et al., 2009; Sokol et al.,
2009; Yoshimoto et al., 2009). In vitro, la co-culture de cellules T issues de souris transgéniques pour
le TCR a I'ovalbumine (souris DO11.10) avec des basophiles dérivés de la moelle osseuse en présence
du peptide OVA conduit a une différenciation Th2 des lymphocytes, dépendante du CMH de classe Il
(Sokol et al., 2009). In vivo, le transfert de basophiles a des souris sauvages ou déficientes pour le
CMH de classe Il (souris Ciita”) suivi de provocations avec I'antigéne induit une production d’IL-4 par
les CD4+ identique. Au contraire, la déplétion des basophiles par administration d’anticorps
neutralisants réduit la réponse Th2 (Perrigoue et al., 2009; Yoshimoto et al., 2009).

Cependant, une nouvelle étude indique que les basophiles ne seraient pas impliqués dans I'induction
de la réponse Th2 dans un modele d’inflammation pulmonaire allergique induit pas HDM (Hammad
et al., 2010). En effet, cette étude révele que les basophiles présentent une faible capacité a capturer
I'allergéne, et sont incapable d’induire la prolifération de cellules T spécifiques de I'antigéne, ou la
production de cytokines Th2 in vitro. De plus, le transfert de basophiles issus d’animaux immunisés a
I'HDM a des souris réceptrices ne permet pas le recrutement éosinophilique et neutrophilique aprés

provocation avec l'allergéne. Au contraire, les souris ayant recu des cellules dendritiques générent
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une forte inflammation pulmonaire. L’'incapacité des basophiles a induire une réponse Th2
proviendrait d’'une expression insuffisante du CMH de classe Il et de la chaine invariante nécessaire
au transport et a I'assemblage des chaines a et § des molécules du CMH de classe Il. Dans ce modeéle
d’inflammation pulmonaire, les cellules dendritiques sont nécessaires et suffisantes pour initier la
réponse inflammatoire de type 2. Les basophiles participeraient plutdt a I'amplification de la réponse
Th2 consécutivement a la production de médiateurs chimiques par les cellules dendritiques ou les
cellules épithéliales activées par HDM (Willart and Hammad, 2010).

En résumé, la fonction de présentation d’antigene par les basophiles a été montré chez la souris dans
des modeéles d’inflammation cutanée et intestinale, mais ne semble pas étre nécessaire dans
I'induction de l'inflammation pulmonaire allergique induite par HDM. Ces divergences peuvent
s’expliquer par des protocoles expérimentaux trés différents, la nature des allergénes ou les voies

d’administration utilisées.

4. Les éosinophiles

Les granulocytes éosinophiles sont les principaux médiateurs de la réponse asthmatique tardive.
Aprés activation par I'IL-5, les éosinophiles circulants sont recrutés sur le site de I'inflammation grace
a des cytokines telles que le GM-CSF, le TNFa, I'IL-13 et I'IL-4 et a certaines chimiokines telles CCL11
et CCL24, CCL3, CCL22 (Lampinen et al., 2004).

Apres activation et recrutement au niveau pulmonaire, les éosinophiles exercent leur réle pro-
inflammatoire en relachant des cysteinyl leucotriénes mais également des cytokines Th1 (IFNy et IL-
2) et Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 et TNFa) (Rothenberg and Hogan, 2006).

L'implication des éosinophiles dans la réaction d’hyper réactivité bronchique n’est, a ce jour, pas
établie chez 'Homme, puisque I'administration d’anticorps neutralisant dirigés contre I'lL-5 permet
de réduire de facon notable le nombre d’éosinophiles dans le sang et les sécrétions bronchiques,
mais n’a pas d’incidence sur le ’'HRB ou les symptémes de I'asthme (Flood-Page et al., 2007; Leckie et
al., 2000).

En présence de GM-CSF, les éosinophiles expriment le CMH de classe Il et les molécules de co-
stimulation et peuvent alors fonctionner comme des cellules présentatrices d’antigénes (Lucey et al.,
1989; MacKenzie et al., 2001). Chez la souris, dans un modele d’asthme induit par I'ovalbumine, le
transfert d’éosinophiles préalablement chargés avec I'antigene est suffisant pour induire une

production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 par les lymphocytes Th2 (MacKenzie et al., 2001).
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5. Les neutrophiles

lIs jouent un réle clé dans I'immunité innée et la protection contre les agents infectieux. lls peuvent
également étre responsables de dommages locaux lorsqu’ils s’accumulent au niveau du site
inflammatoire. Un recrutement important de neutrophiles est parfois observés dans certaines
formes d’asthme sévere (Douwes et al., 2002). On parle alors d’asthme neutrophilique. D’origine non
atopique, cette forme d’asthme est indépendante des IgE et des éosinophiles et est résistante aux

traitements a base de corticostéroides.

6. Les lymphocytes B

Les taux d’IgE circulantes sont considérablement augmentés chez les patients allergiques (Postma
and Lebowitz, 1995). La production d’IgE par les lymphocytes B activés ou plasmocytes est une étape
essentielle dans la pathogénése de I'asthme. L’activation des lymphocytes B nécessite deux signaux.
Dans un premier temps, I'lL-4 stimule la synthése de la chaine lourde des IgE. Puis I'interaction du
CD40L exprimé par les lymphocytes T activés, avec le CD40 exprimé par les lymphocytes B, active le
réarrangement V (D) J permettant la production d’IgE spécifiques de I'allergene et I'expansion des

cellules B (Lindell et al., 2008) (Figure 7).

sV Cellule B

Signal 1

IL-4R
Re———— IL4

IgE

Prolifération

Figure 7 : Interaction entre les lymphocytes B et T. Deux signaux sont nécessaires a la production d’IgE par les
cellules B. Dans un premier temps, les lymphocytes B captent I'lL-4 produite par les lymphocytes T ou les
éosinophiles au niveau du site d’inflammation. Ceci entraine la transcription de la chaine lourde des IgE. Puis,
I'interaction CD40-CD40L induit la bascule isotypique et la production d’IgE spécifiques de I'allergéne. De plus,
la présence de récepteurs de basse affinité pour les IgE (FceRIl ou CD23) a la surface des lymphocytes B crée
une boucle de régulation positive des IgE. Aprés internalisation, les antigenes sont présentés aux lymphocytes T
via le CMH-II. U'interaction subséquente de B7 avec le CD28 exprimés par les cellules T favorise la synthése des
cytokines et la prolifération des cellules B. Ces différents mécanismes amplifient la réponse humorale via
I’expansion clonale des lymphocytes B. (D’aprés Hans C, 1999)
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Depuis quelques années, l'existence d’une population de lymphocytes B régulateurs (Breg),
produisant de I'lL-10, a été mentionnée. Il a été montré que ces cellules réduisaient I'inflammation
dans des modeéles murins d’encéphalomyélite auto-immune (EAE), d’inflammation intestinales (IBD),
d’anaphylaxie ou d’arthrite induite par le collagéne (Tedder and Matsushita, 2010). Les Breg se
caractérisent par I'expression de CD19""CD5'CD1d"™" et par la production d’IL-10, et représentent 1
a 2 % des lymphocytes B de la rate (Amu et al., 2010). Des travaux récents ont révélé un role
bénéfique des Breg dans I'asthme allergique induit par I'ovalbumine. Dans cette étude, le transfert
de cellules Breg a des souris immunisées et provoquées a I'ovalbumine réduit I'inflammation
allergique pulmonaire par un mécanisme dépendant de I'lL-10 et des Treg (Amu et al., 2010).

Cependant, les mécanismes d’action des Breg et leur implication chez 'Homme restent a éclaircir.

7. Les lymphocytes T

L'identification de deux sous-populations de lymphocytes T CD4+ Thl et Th2, par Coffman et
Mossman dans les années 1980, a permis une avancée formidable dans la compréhension des
fonctions des cellules T et de leur réle en pathologie (Mosmann et al., 1986).

Classiquement, I'asthme allergique est attribué a une exacerbation de la réponse Th2. Cependant,
cette vision minimaliste se heurte a certaines contradictions, telles que la présence de neutrophiles
dans certains types d’asthme, ou les résultats décevants des thérapies anti-IgE ou anti-cytokines Th2
(IL-4, IL-5 et IL-13) chez 'Homme, ou encore I'exacerbation de I'asthme en cas d’infections virales.
Ces observations, appuyées par des découvertes récentes en immunologie, permettent aujourd’hui
de considérer I'asthme comme une maladie complexe et hétérogéne faisant intervenir non

seulement la réponse Th2, mais également les réponses Th17, Th9 et Treg.

7.1 Les lymphocytes Thl et Th2 : le paradigme classique

La différenciation des lymphocytes ThO vers I'une ou I'autre composante s’effectue aprés interaction
du TCR avec le CMH-II des cellules présentatrices d’antigénes et dépend de I'environnement pro
inflammatoire (Figure 8).

Brievement, les lymphocytes Thl sont obtenus en présence d’IL-12 et se caractérisent par la
production d’interféron-y (IFNy) et de lymphotoxines sous la dépendance du facteur de transcription
T-bet. Les lymphocytes Thl sont impliqués dans les réponses immunes a médiation cellulaire, et plus
particulierement dans les processus immunitaires déclenchés contre des micro-organismes

intracellulaires (mycobactéries et virus par exemple).
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Les lymphocytes Th2 sont obtenus en présence d’IL-4 et sont impliqués dans les réponses allergiques,
la lutte contre les micro-organismes extracellulaires et les infections parasitaires. Ces lymphocytes se
caractérisent par leur capacité a sécréter les cytokines IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 et IL-25 (Romagnani,
2004), les chimiokines CCL1 et CCL2 (Smit and Lukacs, 2006) et a exprimer les récepteurs a I'lL-4 (IL-
4Ra), I'lL-2 (IL-2Ra) et I'IL-33 (T1/ST2) (Smith, 2005; Zhu and Paul, 2008).

Jusqu’a l'apparition des Treg, la plupart des pathologies immunitaires étaient expliquées par une

dérégulation de I'’équilibre entre les réponses Thl et Th2.
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Figure 8 : Différenciation des cellules T naives. L’environnement inflammatoire oriente la polarisation des
lymphocytes au cours de la réponse inflammatoire. La voie de signalisation et les facteurs de transcription
spécifiques a chaque lignée sont inscrits dans les cellules. Le profil cytokinique de chaque type cellulaire est
indiqué, ainsi qu’un éventuel effet autocrine ou paracrine (fleche grise). (D’aprés Kolls JK, 2010)

Chez les sujets asthmatiques, on observe une infiltration pulmonaire de lymphocytes CD4+ dotés
d’un profil cytokinique de type Th2 (Robinson et al., 1992; Robinson et al., 1993). Ces cellules jouent
un réle pivot dans la pathogénése de I'asthme en orchestrant le recrutement et I'activation des

cellules effectrices primaires (mastocytes et éosinophiles) a travers la sécrétion de cytokines telles
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I'IL-4, I'IL-5 et I'lL-13. L'infiltration des lymphocytes Th2 dans les voies aériennes est corrélée avec la
sévérité de la maladie (Robinson et al., 1993; Walker et al., 1991).

Des expériences de transfert de lymphocytes Th2 issus de souris transgéniques DO11.10 (exprimant
le TCR spécifique de I'ovalbumine) suivi de provocations a I'ovalbumine, induit le développement
d’une HRB et d’une inflammation pulmonaire allergique (éosinophilie et cytokines Th2) dans le BAL
(Cohn et al., 1999; Cohn et al., 1997; Cohn et al., 1998).

Contrairement aux lymphocytes Th2, le transfert de cellules Th1l spécifiques a I'ovalbumine a des
souris naives, suivi de provocations a I'ovalbumine, n’induit pas d’"HRB, ni d’inflammation pulmonaire
allergique (Cohn et al.,, 1997, Cohn et al., 1998). Par ailleurs, le transfert de cellules Thl
conjointement a celui de lymphocytes Th2 permet de réduire I’éosinophilie, la production de mucus,
ainsi que la production d’IL-5 et d’IL-13 dans le BAL (Cohn et al., 1999).

De méme, des souris déficientes pour le facteur de transcription T-bet développent spontanément
les caractéristiques de I'asthme allergique, incluant I'HRB, linfiltration éosinophilique et le
remodelage bronchique (Finotto et al., 2002). Ces résultats illustrent I'importance de la balance

Th1/Th2 dans le développement de la réponse inflammatoire allergique.

7.2 Les lymphocytes T régulateurs: indispensables au contréle de I'immunité

La muqueuse respiratoire est en permanence exposée a divers antigénes aériens non pathogénes et
des molécules immunostimulatrices d’origine bactérienne, comme le LPS, présents dans
I’environnement. Pourtant, seulement une faible proportion de la population développe un asthme
allergique. Cette disparité peut s’expliquer par un dysfonctionnement des lymphocytes T régulateurs
dont le réle est de maintenir I'état de tolérance vis-a-vis d’antigenes inoffensifs.

Obtenus in vitro par culture de lymphocytes CD4+ naifs en présence de TGFB, les Treg se
caractérisent par la forte expression du marqueur de surface CD25 (chaine B du récepteur a I'lL-2),
par I'expression du facteur de transcription FoxP3 et par la production d’IL-10 et de TGFB (Palomares
et al., 2010). Les nombreuses fonctions immuno-suppressives des Treg dans I'asthme allergique sont
présentées dans la figure 9.

Dans un modele murin de sensibilisation et de provocation allergénique par l'ovalbumine, le
transfert par voie intratrachéale de cellules T CD4+ CD25+ avant les provocations allergéniques réduit
I'HRB, le recrutement d’éosinophiles et la production de cytokines Th2 dans le BAL et le tissu
pulmonaire, par un mécanisme dépendant de IL-10 et du TGFB (Joetham et al., 2007). Chez I'enfant
asthmatique, le nombre et la fonction des cellules T CD25+ FoxP3+ dans le BAL sont réduits
comparativement a des sujets sains (Hartl et al., 2007). Ainsi, une dérégulation des lymphocytes Treg

pourrait entrainer une rupture de la tolérance et la mise en place d’'une réponse immune allergique.
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Figure 9 : Fonctions immunosuppressives des lymphocytes T régulateurs dans I’asthme allergique.

Les fleches rouges indiquent un effet régulateur ou suppressif exercé directement ou indirectement par les
Treg. Les fleches noires montrent les fonctions effectrices des lymphocytes Thl, Th2 et Th17. (D’apres
Palomares O, 2010)

7.3 Les lymphocytes Th17 : entre immunité mucosale et auto-immunité

Plus récemment, une nouvelle catégorie de cellules T effectrices, distinctes des Thl, Th2 et Treg, a
été mis en évidence : les Th17 (Harrington et al., 2005; Harrington et al., 2006; Park et al., 2005b).

In vitro, il est possible de différencier des cellules CD4+ naives humaines ou murines en Th17 en les
cultivant en présence d’IL-6, de TGFB et d’IL-1B. Apres différenciation, ces cellules se caractérisent
par la production d’IL-17, d’IL-17F, d’IL-21, d’IL-22 et d’IL-23, ainsi que par I'expression spécifique du
facteur de transcription RORyT (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Burgler et al., 2009). Bien que non
indispensable a la différenciation Th17, I'IL-21 semble agir comme un facteur autocrine
d’amplification et de maintien de ce lignage (Coquet et al., 2008; Louten et al., 2009; Sonderegger et
al., 2008). Différentes études ont mis en lumiere un role crucial de I'lL-23 dans le maintien, mais aussi
dans la pathogénicité des lymphocytes Th17 (Langrish et al., 2005; McGeachy et al., 2007). L’IL-23 est
également produite par les macrophages et cellules dendritiques en réponse a divers stimuli (LPS,
TNFa, motifs CpG, allergenes), et peut alors participer au développement des Th17 et a la sécrétion

des cytokines associées.
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Depuis leur découverte en 2005, ces cellules ont été associées a de nombreuses pathologies
inflammatoires, telle que l'arthrite rhumatoide, la sclérose multiple, les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin, le psoriasis et I'asthme (Korn et al., 2009). L'implication des lymphocytes
Th17 dans le recrutement des neutrophiles dans I’'asthme sévere est bien connue (Hellings et al.,,
2003). Plus récemment, il a été démontré que I'axe IL-23/Th17 participait au recrutement des
cellules Th2 et a l'inflammation éosinophilique au cours de I'asthme allergique (Wakashin et al.,
2008). Le transfert de cellules Th17 spécifiques de I'antigéne a des souris préalablement immunisées
augmente l'inflammation éosinophilique pulmonaire par un mécanisme dépendant des Th2
(Wakashin et al., 2008). La pathogénicité des Th17 provient en grande partie de la production d’IL-
17A. La caractérisation de cette cytokine dans I'asthme allergique a fait I'objet de plusieurs études
chez la souris, qui ont donné lieu a des résultats contradictoires en fonction du modeéle expérimental

utilisé (Nakae et al., 2002; Schnyder-Candrian et al., 2006; Song et al., 2008; Wakashin et al., 2008).

7.4 Les lymphocytes Th9 et Th22 : les derniers arrivés

Au cours des derniers mois, deux nouvelles populations de lymphocytes sont apparues dans la
littérature : Les Th9 et les Th22. Ces populations lymphocytaires se distinguent des composantes déja
établies par la production respective d’IL-9 et d’IL-22, ainsi que par |'absence d’expression des

facteurs de transcription classiques des Thl, Th2, Th17 ou Treg.

Relativement bien caractérisés in vitro, la régulation et les fonctions des Th9 sont encore mal
connues in vivo. In vitro I'lL-4 seule polarise les cellules T naives vers le lignage Th2. La stimulation de
cellules T naives avec de I'lL-4 en présence de TGFB favorise la production d’IL-9 et inhibe la
production des cytokines Th2 classiques IL-4, IL-5 et IL-13 (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al.,
2008b). Contrairement aux cellules Th2, les Th9 n’expriment que faiblement le facteur de
transcription GATA3. Des travaux récents réalisés chez la souris suggerent que la production d’IL-9
par les Th9 serait sous la dépendance des facteurs de transcription PU.1 et IRF4 (Chang et al., 2010;
Staudt et al.,, 2010). Dans un modeéle d’inflammation pulmonaire allergique, des souris, dont les
lymphocytes sont déficients en PU.1, développent des caractéristiques atténuées de I'asthme, en
accord avec une réduction de la production d’IL-9. Chez I'Homme, l'expression de I'IL-9 est
augmentée dans les poumons de patients asthmatiques (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al.,
2008b). De méme, les cellules mononuclées du sang périphérique isolées de patients atteints de
maladies atopiques, produisent plus d’IL-9 que des cellules isolées de sujets sains (Chang et al.,
2010). A la lumiére de ces récentes publications, il apparait évident que les Th9 interviennent au coté

des Th2 dans l'initiation de I'asthme allergique.
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Deux équipes indépendantes ont identifié en 2009 une nouvelle classe de lymphocytes T mémoire,
les Th22, a partir du sang périphérique de volontaires sains. (Duhen et al., 2009; Trifari et al., 2009).
Ces cellules se distinguent par I'expression des récepteurs CCR4, CCR6 et CCR10 et par la production
d’IL-22, mais pas d’IL-4, d’IL-17 ou d’IFNy. Aucun facteur de transcription spécifique n’a pu a ce jour
étre identifié. L'expression de CCR4 et CCR10 suggere que ces cellules seraient majoritairement
impliquées dans les pathologies de la peau. C'est pourquoi, les Th22 ne seront plus mentionnés au

cours de cette thése.

8. Les cellules NKT

Les NKT font le lien entre I'immunité innée et adaptative. En effet, elles reconnaissent par leur TCR
les glycolipides présentés par le CD1d (ou CD1.1 chez la souris) des cellules présentatrices
d’antigenes, et sont ensuite capables de produire rapidement des cytokines de type Thl ou Th2 en
fonction de I'environnement inflammatoire. Cette capacité a orienter la réponse immunitaire
explique probablement leur réle controversé dans I'asthme allergique. Parmi les différentes
catégories de NK, les plus étudiés dans I'asthme sont les iINKT qui expriment un TCR invariant (Va24-
Ja18 chez 'Homme ou Val4-Jal8 chez la souris).

Dans plusieurs modeles d’inflammations pulmonaires allergiques chez la souris, les iINKT sont
indispensables au développement de I’HRB, tandis que les souris déficientes en iNKT (souris Ja187)
sont protégées de I'HRB et présentent une réduction de I'éosinophilie dans le BAL et des IgE
spécifiques de I'ovalbumine dans le sérum apres immunisation et provocation avec I'antigene (Akbari
et al., 2003; Hachem et al., 2005; Terashima et al., 2008). La production de cytokines Th2 par les
cellules iNKT est sous la dépendance de I'lL-25 qui se lie a son récepteur, I'lL-17RB, sur les iNKT (Stock
et al., 2009; Terashima et al., 2008).

A l'inverse, d’autres études ont montré que sous certaines conditions d’activation, les cellules iNKT
peuvent inhiber la réaction pulmonaire allergique par un mécanisme dépendant de I'I[FNy. Dans ces
modeles murins de sensibilisation et de provocation a I'ovalbumine, I'administration d’c-Galactosyl-
céramide, un ligand du TCR des iNKT, au moment des challenges, inhibe I'inflammation pulmonaire
allergique et le développement de I'HRB (Hachem et al., 2005; Matsuda et al., 2005). Les études
menées chez ’'Homme montrent que le nombre de cellules iNKT retrouvé dans le BAL de patients
asthmatiques est corrélé avec l'intensité de la maladie (Matangkasombut et al., 2009; Reparon-
Schuijt et al., 2000). Une étude menée en 2006 montrait que les cellules iNKT pulmonaires isolées de
sujets asthmatiques produisaient rapidement de I'lL-4 et de I'IL-13, mais pas d’IFNy apres

restimulation avec a-Galactosyl-céramide ex vivo (Akbari, 2006). L'ensemble de ces observations
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suggere que les cellules iNKT participent a la pathophysiologie de I'asthme en produisant des

cytokines Th2.

9. Les lymphocytes yé

Les lymphocytes y& sont généralement associés a I'immunité innée. En effet, ils ont la faculté de
reconnaitre directement certains motifs d’agents pathogenes ou certains signaux de danger grace a
des récepteurs de type TLR ou directement par leur TCR y6 (Figure 10). Localisés essentiellement
dans les tissus épithéliaux, ces cellules sont en permanence pré-activées, ce qui leur permet
d’exercer leur fonction effectrice aussitot apres la détection de I'antigéne (Bonneville et al., 2010).
Les lymphocytes exprimant le TCR y& représentent environs 10% des lymphocytes circulants.
Cependant, cette proportion est augmentée chez les patients atteints d’arthrite rhumatoide, de
maladies intestinales chroniques ou dans I'épithélium pulmonaire de patients atteints d’asthme
allergique (Spinozzi et al., 1998; Svensson et al., 2003). Pourtant, les mécanismes d’action de ces
cellules sont assez mal connus.

Dans des modeles d’inflammation allergique pulmonaire induits par immunisation et provocation a
I'ovalbumine, il a été montré que les lymphocytes y§ participaient a I'inflammation Th2 par la
production d’IL-4 qui stimulerait la production d’IgE et d’lIgG1 par les plasmocytes (Schramm et al.,
2000; Svensson et al., 2003; Zuany-Amorim et al., 1998). Ces études montrent une réduction de
I’éosinophilie, de la production d’IL-5 et d’IL-4 chez les souris déficientes en TCR y§, mais aucun effet

sur I'HRB ou sur le recrutement des cellules T dans les poumons.
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Figure 10 : Les 3 stimuli reconnus par les cellules T y&. Certaines molécules CMH-I-like interagissent avec le TCR y&
entrainant la prolifération et la sécrétion de cytokines. C’'est le cas du CD1c chez I'humain ou de T10 et T22 chez la
souris, ainsi que certains produits d’origine microbienne ou endogene. Les lymphocytes y6 peuvent également
reconnaitre des motifs spécifiques des cellules infectées ou tumorales par le récepteur NKG2D et induire une réponse
cytotoxique contre ces derniéres. A ceci s’ajoute I'expression de récepteurs de I'immunité innée de type TLR
reconnaissant les DAMP ou les PAMP. (D’aprées Bonneville M, 2010)



A l'inverse, d’autres études rapportent que la déplétion des cellules y6 n’affecte pas I'inflammation
pulmonaire allergique, ni la production d’IL-4 et d’IL-5 suggérent que les lymphocytes y6 ne sont pas
indispensables a I'induction de I’'asthme allergique (Lahn et al., 1999; Wang and HayGlass, 2000).
Dans le modele d’asthme allergique développé dans notre institut, nous avons observé une induction
des lymphocytes T y6 dans les poumons des souris aprés immunisation et challenge avec I'allergene.
Environ 10% de ces cellules produisent de I'IL-17A aprés restimulation a la PMA/lonomycine

(résultats non publiés).

10. Le poumon, effecteur de la réponse immune

Apreés avoir longtemps négligé cette population, la communauté scientifique reconnait aujourd’hui
un roéle majeur des cellules structurales dans linitiation des réponses immunitaires. Dans les
poumons, les cellules structurales comprennent les cellules épithéliales bronchiques, les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes, et participent a I’'homéostasie et la

genese de I'inflammation, notamment via la production de médiateurs inflammatoires.

10.1 L’épithélium bronchique

Ces cellules sont au contact direct des antigenes aériens qu’elles reconnaissent par des récepteurs de

la famille des TLR ou des PAR.

10.1.1 Réles des toll like receptors (TLR)
Les cellules épithéliales bronchiques expriment les TLR-1 a 6 qui sont capables de reconnaitre de

nombreux PAMP exprimés par les micro-organismes de I'environnement (Tableau 2).

Récepteur Ligand Source

TLR1 Triacyl, lipoprotéines Bactéries et mycobactéries

TLR2 Acide lipotechoique, zymosan, lipopeptides, Levures, mycobactéries, bactéries Gram ou +
lipoarabinomannan, LPS, peptidoglycan

TLR3 ARN simple brin viral Virus

TLR4 Fibrinogéne HSP 60 HSP 70, LPS, taxol, mannan Bactéries Gram endogenes, plantes, levures

TLR5 Flagelline Bactéries

TLR6 Diacyl lipopeptides, acide lipoteichoic, zymosan Mycoplasme et bactéries Gram +, levures

TLR7/8 ARN simple brin, Imidazoquinoline Virus

TLR9 ADN contenant des motifs CpG Bactérie et virus

Tableau 2: Toll-like récepteurs, ligands et sources (D’aprés Vroling AB, 2008)
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L'interaction ligand-TLR active une voie de signalisation relativement bien conservée entre les
différents TLRs, mettant en jeu la molécule adaptatrice MYDS88 et les facteurs de transcription NFkB
et AP-1 conduisant a la transcription de molécules pro-inflammatoires.

Des études ont montré un réle crucial de I'axe TLR4/LPS dans la mise en place de lI'inflammation
pulmonaire allergique. En effet, I'inhalation concomitante d’allergenes avec de faibles quantités de
LPS favorise une réponse de type Th2, alors qu’en présence de fortes doses, le LPS induit une
réponse Thl (Eisenbarth et al., 2002). De méme, dans un modele d’inflammation pulmonaire
allergique a HDM, la contamination de HDM par de faibles quantités de LPS est nécessaire a
I'activation des cellules épithéliales qui produisent alors de I'lL-25, de I'lL-33, du TSLP, et du GM-CSF
ainsi que la chimiokine CCL20 (Hammad et al., 2009). Ces molécules favorisent la survie et le
recrutement des cellules inflammatoires (cellules dendritiques, basophiles et lymphocytes) et

peuvent initier ou amplifier la réponse immunitaire innée et adaptatrice (Figure 11).

10.1.2 Réle des protease activated receptor (PAR)

Les récepteurs de la famille PAR sont impliqués dans la reconnaissance des antigenes a activité
enzymatique. Ces récepteurs peuvent étre activés par des protéases inflammatoires comme les
trypsines ou les chymases produites par les mastocytes, ou bien par des enzymes exogénes telles que
la gingipain-R d’origine bactérienne, les protéases Der P1, Der P3 et Der P9 issues des acariens (HDM)
ou bien Pen c¢ 13 provenant des moisissures. Aprés activation, les PAR entrainent une cascade
d’événements aboutissant a la production de molécules chimioattractantes pour les neutrophiles, les
monocytes ou les cellules dendritiques (Hammad and Lambrecht, 2008; Vroling et al., 2008).

Les protéases exercent également leur activité allergénique en dégradant les protéines de jonctions
serrées de type claudine ou ZO-1, ce qui augmente la perméabilité de la barriere épithéliale, facilitant
I'acces des cellules dendritiques vers la lumiére bronchique et la capture de I'allergéne

(Asokananthan et al., 2002; Wan et al., 1999).
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Figure 11 : Fonctions des cellules épithéliales dans I'induction de I'inflammation allergique pulmonaire. Les
protéases a cystéine et/ou le LPS co-inhalés avec I'allergéne peuvent activer la production de TSLP, d’IL-25 et
d’IL-33 par les cellules épithéliales pulmonaires, et participer au recrutement et a I'activation des cellules
dendritiques, des basophiles ou des lymphocytes Th2. (D’aprés Paul WE, 2010)

10.2 L’endothélium vasculaire

Les cellules endothéliales contribuent au recrutement et a I'activation des basophiles, éosinophiles et
des lymphocytes dans les voies aériennes par I'expression de molécules d’adhésion (ICAM et VCAM)

et la sécrétion de molécules chimioattractantes (Smit and Lukacs, 2006).

38



10.3 Les cellules musculaires lisses bronchiques

En plus de leur rdle direct dans la pathogéneése de I'asthme (bronchoconstriction et obstruction des
voies aériennes par hyperplasie et hypertrophie), les cellules musculaires lisses secretent de
nombreux médiateurs chimiques responsables de [linflammation bronchique et du
disfonctionnement des voies aériennes comme les protéines de matrice : fibronectines, elastines,
laminines, thrombospondines, collagen |, Ill, IV et V (Black and Johnson, 2002; Johnson and Knox,

1997).

10.4 Les fibroblastes

lls ont pour fonction la maintenance de I'intégrité tissulaire et sont impliqués dans les processus de
réparation. lls contribuent ainsi au remodelage bronchique observé dans I'asthme chronique (Sidhu

et al., 2010).
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LES MEDIATEURS SOLUBLES DE L'ASTHME ALLERGIQUE

1. Les cytokines Th2

Les fonctions des cytokines dérivées des lymphocytes Th2 dans I'asthme allergique, telles I'IL-
4, IL-5 et I'lL-13, ont été intensivement décrites dans la littérature scientifique. Les implications de
ces trois cytokines dans la pathogenese de I'asthme ayant été mentionnées plus haut dans le texte,
je ne m’étendrai pas d’avantage sur ces derniéres, concentrant mon attention sur les autres

cytokines Th2 telles I'IL-9, I'IL-25, I'IL-33 et le TSLP.

1.1 L’interleukine-9

Parmi ces quatre cytokines, I'lL-9 est la plus anciennement découverte et la mieux caractérisée. Il
s’agit d’'une cytokine multifactorielle sécrétée par de nombreux types cellulaires dont les
lymphocytes T (Th2, mais surtout Th9), les éosinophiles, les neutrophiles et les mastocytes
(Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al., 2008b). Au niveau génomique, le géne de I'lL-9 se situe sur la
méme portion de chromosome que les génes de I'lL-3, I'lL-4, I'IL-5, I'lL-13 et du GM-CSF (5¢931-35
chez 'Homme). Ce qui explique que I'lL-9 fut rapidement associée a I'allergie et a I'asthme.

Le récepteur a I'lL-9 se compose d’une sous-unité a spécifique de I'lL-9 (IL-9Ra) et d’une sous-unité y
partagée avec les récepteurs a I'lL-2, L'IL-7 et I'lL-15, et est exprimé par de nombreux types cellulaires
incluant les cellules T et B, les mastocytes, les éosinophiles, les neutrophiles et les cellules
musculaires lisses (Demoulin and Renauld, 1998).

In vitro, I'IL-9 augmente la production d’IgE par les cellules B humaines et murines par un mécanisme
dépendant de I'lL-4, et potentialise I'expression du récepteur FceRl par les mastocytes (Dugas et al.,
1993). L'IL-9 pourrait également contribuer a linflammation éosinophilique en induisant la

production de CCL11 par les cellules musculaires lisses pulmonaires (Yamasaki et al., 2010).

Tout comme les cytokines Th2 classiques, les niveaux d’expression de I'IL-9 dans le BAL sont
augmentés apres provocations allergéniques chez les patients asthmatiques (Erpenbeck et al., 2003).
Chez la souris, la surexpression sélective au niveau pulmonaire de I'lL-9 induit une HRB, un
recrutement éosinophilique et une augmentation des IgE sériques, accompagnée de modifications

morphologiques des voies aériennes aprés provocation avec l'allergene (MclLane et al., 1998).
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De méme, dans un modele d’asthme a I'ovalbumine (2 immunisations OVA/adjuvant + 1 provocation
a I’OVA) l'utilisation d’anticorps dirigés contre I'lL-9 au moment des provocations permet d’atténuer
significativement I’'HRB et I'éosinophilie (Cheng et al., 2002).

Etonnamment, le réle pro-inflammatoire de I'lL-9 n’a pu étre confirmé chez des souris déficientes en
IL-9. En effet, aucune différence n’a été constatée au niveau de I’'HRB, du recrutement cellulaire ou
de l'inflammation pulmonaire aprés immunisation et provocations (2 immunisations OVA/Alum + 6
provocations a 'OVA) chez ces souris par rapport aux souris sauvages (McMillan et al., 2002). Cette
absence de phénotype peut s’expliquer par le protocole expérimental trop puissant ou bien par les
limites intrinséques des animaux génétiquement modifiés.

Cependant, les observations chez I’'Homme et la souris tendent a conférer un role pro-allergisant a
I'IL-9. De récents travaux chez la souris montrent que la production d’IL-9 par les cellules T est sous la
dépendance du récepteur a I'lL-25 (IL-17RB) et que la quantité d’IL-9 corréle avec l'intensité de

I'inflammation aprés immunisation et provocation a I'OVA (Angkasekwinai et al., 2010).

1.2 l’interleukine-25

Egalement connue sous le nom d’IL-17E, I'IL-25 est une cytokine membre de la famille de I'lL-17,
impliqguée dans les réponses immunes Th2. Elle est principalement produite par les cellules Th2
activées et les mastocytes (Fort et al., 2001; lkeda et al., 2003; Wang et al., 2007), mais également
par les cellules épithéliales pulmonaires en réponse aux allergénes (Hammad et al.,, 2009). Son
expression est augmentée dans les voies aériennes de sujets asthmatiques (Letuve et al., 2006), ainsi
gue dans les poumons de souris aprés immunisation et provocation allergénique (Tamachi et al.,
2006).

In vitro et in vivo, I'IL-25 aide a la prolifération et a la polarisation des lymphocytes Th2 mémoires et
stimule leur production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 (Fort et al.,, 2001; Tamachi et al., 2006). L'IL-25
favorise la survie et I'expression des chimiokines chimioattractantes des monocytes et macrophages
(CCL2, CCL3 et CXCL8) (Cheung et al., 2006; Wang et al., 2005 ). L’IL-25 stimule également la
production de GM-CSF et d’IL-8 par les fibroblastes, contribuant ainsi a I'éosinophilie observée dans
I'asthme (Letuve et al., 2006). L’'ensemble de ces données suggere donc un rdle clé pour I'lL-25 dans

I"amplification de la réponse Th2.

1.3 Ll’interleukine-33

1.3.1 Généralités
Mise en évidence en 2005 par Schmitz, I'IL-33 appartient a la famille cytokinique de I'lL-1, et est

impliqguée dans de nombreuses pathologies allergiques incluant I’'asthme, la dermatite atopique et la
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rhinite allergique, mais aussi les maladies inflammatoires chroniques comme la polyarthrite
rhumatoide, et de facon plus surprenante dans les maladies cardiovasculaires comme
I’athérosclérose et I'infarctus du myocarde. (Liew et al., 2010; Schmitz et al., 2005; Smith, 2005).

L'IL-33 est exprimée par de nombreux types cellulaires tels les cellules épithéliales, les cellules
dendritiques, les macrophages et les cellules musculaires lisses (Schmitz et al., 2005). Le récepteur de
I'IL-33 se compose d’une sous-unité ST2 et du récepteur IL-1R1AcP (Ali et al., 2007; Chackerian et al.,
2007), et est exprimé par les cellules liées a l'inflammation allergique (mastocytes, basophiles,
éosinophiles, cellules NK et NKT, lymphocytes Th2.) Il existe une isoforme soluble du récepteur ST2
(sST2) pouvant séquestrer I'lL-33, inhibant ainsi la voie de signalisation induite par la forme
membranaire (Hayakawa et al., 2007). Lorsqu’elle est secrétée dans le milieu, I'IL-33 exerce une
activité pro inflammatoire via son récepteur ST2. Par ailleurs, des études récentes ont révélé que I'IL-

33 était présente au niveau nucléaire ou elle interagit avec la chromatine (Carriere et al., 2007).

1.3.2 Une nouvelle alarmine ?

L’IL-33 est produite sous la forme d’un précurseur de 30 kDa comprenant dans sa partie N-terminale
un domaine de signalisation nucléaire (NLS) et un site de liaison a la chromatine (Figure 12) En
absence de stimuli pro-inflammatoires, I'IL-33 est intranucléaire et pourrait jouer le role de
répresseur de la transcription en se liant aux protéines histone H2A et H2B (Carriere et al., 2007). En
cas de dommages ou de nécrose tissulaire, I'lL-33 est libérée dans le milieu sous forme active (Cayrol
and Girard, 2009) permettant l'initiation d’une réponse inflammatoire. En revanche, lors d’une mort
cellulaire programmée I'IL-33 est inactivée par les caspases apoptotiques (caspase 1, 3, 7 ou la
calpaine) et n’induit pas de réponse immune (Cayrol and Girard, 2009; Luthi et al., 2009; Talabot-
Ayer et al., 2009).

Sa localisation nucléaire et sa sécrétion par les cellules nécrotiques suggerent que I'IL-33 serait une

alarmine, au méme titre que I'lL-1a et HMGB1 (Moussion et al., 2008).

nucléaire (NLS) caspase-1 (inactivati;n
1 1 t 270
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Figure 12 : Représentation schématique de I'lL-33. Il s’agit d’une protéine de 270 acides-aminés contenant un
domaine proche de I'lL-1 dans la partie C-terminale. In vitro, I'IL-33 est clivée par la caspase-1 au niveau de la
Serine 112, laissant intact le domaine proche de I'lL-1. In vivo, I'IL-33 serait clivée par la calpaine, une caspase
apoptotique, au niveau de I'acide aspartique 178, ce qui a pour conséquence l'inactivation de la protéine.
(D’apres Smith D.E. 2010)
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1.3.3 L’IL 33 dans l'inflammation pulmonaire allergique

Les évidences de I'implication de I'lL-33 dans l'initiation, la maintenance et la résolution de I'asthme
allergique sont nombreuses. Par exemple, les taux d’IL-33 sont augmentés dans le BAL et le sérum de
patients asthmatiques (Kurowska-Stolarska et al., 2009; Prefontaine et al., 2009) ou dans les modéles
expérimentaux d’inflammation allergique pulmonaire chez la souris (Kearley et al., 2009).
Administrée directement dans les poumons de souris, I'IL-33 induit des symptémes comparables a
ceux observés dans l'asthme, a savoir, I'HRB, I'inflammation éosinophilique et I'hyperplasie des
cellules de Goblet (Kondo et al.,, 2008). Dans des modeles d’asthme induit par I'ovalbumine,
I'administration d’anticorps anti-IL-33 ou anti-ST2 au moment des provocations allergéniques
attenue significativement I'inflammation pulmonaire et I’'HRB (Coyle et al., 1999; Liu et al., 2009;
Lohning et al., 1998). De méme, les souris déficientes pour le récepteur ST2 ou I'lL-33 développent
moins d’inflammation aprés immunisation et provocation a I'ovalbumine (Kurowska-Stolarska et al.,
2008; Liew et al., 2010; Oboki et al., 2010). Il est important de noter que ce phénotype n’est
observable que dans le cas des protocoles de sensibilisation courts (2 immunisations 10 g
OVA/adjuvant puis 3 provocations ou le méme protocole sans adjuvant).

In vitro, les lymphocytes Th2 répondent a I'lL-33 en produisant de I'lIL-5 et de I'lL-13, mais pas d’IL-4
(Kondo et al., 2008; Schmitz et al., 2005). Cette réponse Th2 atypique a été également observée in
vivo aprés immunisation et provocation a I'ovalbumine en présence d’IL-33 (Kurowska-Stolarska et
al., 2008). Les effets de I'lL-33 sur les mastocytes, les basophiles et les éosinophiles sont présentés
figure 13. De récentes études montrent que I'lL-33 peut activer directement les éosinophiles in vitro
(Suzukawa et al.,, 2008), et peut induire l'inflammation des voies aériennes en absence de
lymphocytes Th2, par un mécanisme dépendant de I'lL-13 (Kondo et al., 2008; Stolarski et al., 2010).
De plus, Il a été montré que I'lL-33 pouvait amplifier la polarisation des macrophages vers le type
M2a ou alternatively activated macrophages (AAM) par un mécanisme impliquant I'IL-13. Ces
macrophages produisent alors de grandes quantités de CCL17 et CCL24 nécessaires a l'initiation de
I'inflammation et au recrutement des éosinophiles (Kurowska-Stolarska et al., 2009).

L’ensemble de ces observations in vivo et in vitro démontre que I'lL-33 est un effecteur puissant de la
réponse inflammatoire allergique par action directe sur les lymphocytes Th2 et les cellules de

I'immunité innée.
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Figure 13: Activités cellulaires de I'IL-33 dans I’asthme allergique. Les principales cytokines produites en
réponse a I'lL-33 sont indiquées sous chaque type cellulaire, ainsi que les molécules qui agissent en synergie ou

en coopération avec I'lL-33. (D’aprés Smith DE, 2010)

1.4 Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP)

Le TSLP est une cytokine structurellement proche de I'lL-7, qui participe a la génération, au maintien

et a I'amplification de la réponse inflammatoire allergique en agissant sur différentes cellules cibles.

Cette cytokine est libérée par des cellules épithéliales bronchiques humaines en réponse a certains

produits microbiens comme le peptidoglycane, le LPS ou I’ARN double-brin, mais aussi en réponse a

des dommages tissulaires ou a des cytokines inflammatoires (IL-1B ou TNFa) (Allakhverdi et al., 2007;

Bogiatzi et al., 2007; Kato et al., 2007). Chez la souris, I'exposition intra-trachéale d’extrait d’"HDM

induit une libération de TSLP par les cellules structurales (Hammad et al., 2009). Les mastocytes

murins produisent également le TSLP en réponse a la liaison d’IgE a leur surface (Sokol et al., 2008).

Les patients asthmatiques présentent des quantités supérieures d’ARNm de TSLP par rapport aux

sujets sains. Les niveaux de transcrits TSLP correlent aves l'intensité de la pathologie (Ying et al.,

2005).

Soumelis et collegues ont montré que le TSLP agissait sur les cellules dendritiques humaines en

augmentant |'expression de HLA-DR et les molécules de costimulation CD40, CD80, CD86 et CD83 et

en générant la chimiokine attractante des cellules Th2, CCL17 (Soumelis et al., 2002). Les cellules

dendritiques traitées au TSLP activent la production d’IL-4, d’IL-5, d’IL-13 et de TNFa par les cellules T

naives. L'expression d’OX40L par les cellules dendritiques traitées avec TSLP joue un réle central dans

la différenciation Th2 des lymphocytes T naifs (Ilto et al., 2005). En outre, le TSLP peut agir

directement sur les cellules T en augmentant leur production en cytokines Th2 (He et al., 2008).
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L'importance de TSLP dans I'établissement de la réponse Th2 est confirmée par la réduction
importante de I'inflammation pulmonaire et de I'HRB chez les souris déficientes pour le récepteur

TSLPR dans un modele d’asthme induit par I'ovalbumine (Zhou et al., 2005).

2. Les cytokines Th17

2.1 L’interleukine-17

La famille des cytokines IL-17 comprend cing membres : L'IL-17A (IL-17), I'IL-178, I'IL-17C, I'IL-17D,
I"IL-17E (IL-25) et I'lL-17F Les lymphocytes Th17 sont la principale source d’'IL-17A et F, bien que les
lymphocytes CD8+ ou vy, les cellules NK et NKT, les neutrophiles et les éosinophiles sont aussi
capables d’en produire. L'IL-17A reste la plus étudiée de ces cytokines. Elle agit sous la forme
d’homodimeére A/A, ou sous la forme d’hétérodimeére avec I'lIL-17F (Wright et al., 2008). Sa liaison a
son récepteur, IL-17RA exprimé par les cellules hématopoiétiques, endothéliales et épithéliales,
induit I'expression de cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1B, IL-6, GM-CSF), de chimiokines
(CXCL1, CXCL8, CXCL10) et de metalloprotéinases (Korn et al., 2009).

Les évidences quant a lI'implication de I'lL-17 dans I'asthme allergique sont nombreuses. On retrouve
par exemple des taux élevés d’IL-17 et d’ARNm IL-17 dans le BAL et le sang périphérique des patients
asthmatiques. Ces taux corrélent avec la sévérité de la maladie (Hashimoto et al., 2005; Molet et al.,
2001). Chez la souris, les niveaux d’IL-17, d’IL-17F et I'IL-23 sont augmentés aprés immunisation et
provocation a I'ovalbumine (Doe et al., 2010; Hellings et al., 2003; Schnyder-Candrian et al., 2006;
Suzuki et al., 2007; Wakashin et al., 2008).

Grace a sa capacité a induire |'expression de molécules chimioattractantes et des facteurs
d’activation, I'lL-17 est a I'origine du recrutement des neutrophiles dans I'asthme sévére. Des études
réalisées chez la souris ont révélé qu’en plus de son réle dans le recrutement neutrophilique, I'lL-17
participait a la mise en place de la réponse Th2 et a I'inflammation éosinophilique (Wakashin et al.,
2008). Une étude réalisée a I'lEM en 2006 par Schnyder-Candrian a montré que les souris déficientes
pour le récepteur IL-17RA développaient moins d’HRB et d’inflammation pulmonaire allergique dans
un modele d’asthme induit par I'ovalbumine (Schnyder-Candrian et al., 2006), suggérant que I'lL-17
est requis pour 'induction de I'asthme. Ces résultats sont en relation avec ceux obtenus chez les
souris déficientes en IL-17 qui présentent moins d’inflammation pulmonaire allergique que des souris
sauvages (Nakae et al.,, 2002). De plus, la neutralisation de I'lL-17 au cours des provocations a
I’ovalbumine exacerbe I’'HRB et I'infiltration éosinophilique, et qu’au contraire I'ajout d’IL-17 exogene
atténue la réponse allergique (Schnyder-Candrian et al., 2006) suggérant que I'IL-17 serait un

régulateur négatif de I'asthme établit. Mécanistiquement, I'lL-17 pourrait agir négativement sur les
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cellules dendritiques en réduisant leur capacité a internaliser I'antigéne puis a produire la chimiokine
CCL17.

Plus récemment, dans un modele expérimental de maladie auto-immune utilisant des souris BXD2,
Hsu et collegues ont montré que la neutralisation de I'lL-17 inhibe I'interaction entre les cellules T
CD4+ et les lymphocytes B au niveau des centres germinatifs entrainant une forte diminution de la
réponse humorale (Hsu et al., 2008). Cette découverte pourrait expliquer la réduction des IgE
spécifiques de I'antigéne et la diminution de I’'HRB au cours de I'asthme allergique chez les souris
déficientes pour I'lL-17 ou son récepteur.

Néanmoins, le role régulateur de I'lL-17 dans I'asthme allergique est controversé. Certaines études
avancent que lI'administration d’IL-17 exogéne immédiatement aprés les provocations allergéniques
augmenterait au contraire la pathologie (Wilson et al., 2009) et que le transfert de Th17 spécifiques
de I'antigéne potentialiserait I'HRB et I’éosinophilie (Wakashin et al., 2008). Une fois de plus, ces
résultats contradictoires peuvent s’expliquer par les différences expérimentales comme la voie
d’'immunisation (sous-cutanée versus intrapéritonéale), les doses, le type d’antigene ou la souche de
souris utilisée.

Malgré ces divergences, il parait clair que I'IL-17 contribue directement a l'inflammation
neutrophilique retrouvée dans certains types d’asthmes sévéres, mais également a I'inflammation

éosinophilique et I'HRB dans I'asthme allergique.

2.2 L’interleukine-23

L’IL-23 appartient a la famille de I'lL-12 et se compose d’une sous-unité p19 associée avec une sous-
unité p40 commune a I'lL-12. Elle se lie a un récepteur hétérodimérique, composé de la chaine f1 du
récepteur a I'lL-12 et du récepteur IL-23R (Watford et al., 2004). Comme I'IL-12, I'lIL-23 est sécrétée
par les macrophages et les cellules dendritiques activés. Elle joue un role important dans de
nombreuses pathologies inflammatoires, telles que I'encéphalite expérimentale auto-immune (EAE),
I'arthrite induite par le collagene (CIA), les maladies inflammatoires intestinales ou le psoriasis (Cua
et al., 2003; Hue et al., 2006; Murphy et al., 2003). L’effet pro-inflammatoire de I'lL-23 est inhérent
aux lymphocytes Thl7. En effet, I'lL-23 est responsable de I'expansion et du maintien des Th17, mais
aussi de I'expression des récepteurs aux chimiokines par ces cellules (McGeachy et al., 2009).

L'IL-23 étant produite par les cellules présentatrices d’antigénes aprés activation par différents
stimuli comme, le TNFa, le LPS, CD40L ou les motifs CpG, il a été proposé que I'axe IL-23-Th17 était
impliqué dans I’exacerbation de I'asthme lors d’infections virales ou bactériennes (Nakajima and

Hirose).
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Récemment, Wakashin et colléegues ont montré que des souris transgéniques sur-exprimant I'lL-23
spécifiguement dans les poumons présentaient une éosinophilie accompagnée d’une hyperplasie des
cellules de Goblet, d’HRB et d’'une augmentation des cytokines Th2, et ceci indépendamment de I'IL-
17 (Wakashin et al., 2008). Cependant, les mécanismes par lesquels I'lL-23 agit sur les réponses Th2

restent a définir.

2.3 L’interleukine-21

Peu d’études sont disponibles sur le réle de I'lL-21 dans les maladies allergiques. Appartenant a la
famille de I'lL-2, I'IL-21 est produite en grande quantité par les lymphocytes Th17 et exerce un effet
autocrine en amplifiant la fréquence des précurseurs Th17 (Korn et al., 2009).

En plus de son role dans le développement des Th17, I'lL-21 pourrait moduler I'asthme allergique et

I'inflammation pulmonaire en réduisant la production d’IgE par les cellules B (Ozaki et al., 2002).

2.4 L’interleukine-22

Découverte en 2000 par Dumoutier et collégues, I'lL-22 est un membre de la famille de I'lL-10 dont
les fonctions restent encore mal connues. Bien que partageant 22% d’homologie avec I'IL-10 au
niveau protéique, I'lL-22 possede des fonctions bien distinctes. Cette divergence provient en grande
partie du profil d’expression de son récepteur. L'IL-22 interagit avec la chaine IL-22R1 exprimée
exclusivement par les cellules non immunes. Cette interaction recrute la chaine accessoire IL-10R2 et
active alors la voie STAT3, et a des degrés moindres les voies STAT1 et STAT5 (Lejeune et al., 2002). A
I'inverse, le récepteur a I'lL-10, composé des sous-unités IL-10R1 et IL-10R2, n’est exprimé que sur les
cellules hématopoiétiques. Il existe également une forme soluble du récepteur a I'lL-22, I'lL-22BP,
pouvant agir comme un antagoniste naturel de I'lL-22 (Wolk et al., 2010).

L'IL-22 est produite par les lymphocytes CD4+ et Th17, les cellules NK, les cellules dendritiques et les
lymphocytes y6 (Cella et al., 2009 ; Liang et al., 2006; Simonian et al., 2010; Zheng et al., 2007 ) et
agit sur les cellules épithéliales et parenchymales de l'intestin, des poumons, de la peau et du foie

(Wolk et al., 2004).

L'IL-22 peut avoir un rble protectif ou pro-inflammatoire en fonction du microenvironnement
inflammatoire. Dans un modéle murin d’inflammation de la peau (acanthose) induit par I'lL-23,
Zheng et colléegues ont montré que IL-22 produit par les cellules CD4+ était indispensable a
I'inflammation cutanée, puisque les souris déficientes en IL-22 développent moins de Iésions et
produisent moins de molécules pro-inflammatoires en comparaison avec des souris sauvages

contréles (Ma et al., 2008; Zheng et al., 2007). In vitro, I'lL-22 agit en partenariat avec I'lL-17 pour
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induire la production des protéines S100A7, A8 et A9, et de MMP-3 par les kératinocytes humains en
culture (Boniface et al.,, 2005; Liang et al., 2006). Les quantités importantes d’'IL-23 et d’IL-22
retrouvées dans les biopsies issues de patients psoriatiques laissent a penser que ces deux cytokines
sont impliquées dans la pathologie chez I'Homme (Wolk et al., 2006).

D’autres études ont révélé un role protectif de I'lL-22 dans les maladies inflammatoires intestinales.
Les patients atteints de la maladie de Crohn présentent des niveaux élevés d’IL-22 dans le sérum
(Brand et al., 2006; Wolk et al., 2007). Dans un modele de colite induite par DSS (Dextran sodium
salt) chez la souris, le développement de I'inflammation du colon correle avec I'expression d’IL-22
(Brand et al., 2006; Wolk et al., 2007). Dans ce modele, la neutralisation de I'lL-22 aggrave les
symptomes de la maladie suggérant un réle protecteur de I'lL-22. De méme, en cas d’infection
intestinale a Citrobacter rodentium, les souris déficientes en IL-22 sont plus susceptibles a I'infection
(zheng et al., 2008). L’IL-22 induit la sécrétion précoce de peptides anti-microbiens de la famille Reg
Il qui favorisent I’élimination des bactéries et les processus de réparation tissulaire. Un article récent
suggere que la source majeur d’IL-22 dans l'intestin serait les cellules NK, et plus particulierement les
cellules NKp46 de la muqueuse intestinale (Sanos et al., 2009).

Assez peu d’études sont disponibles sur les effets de I'lL-22 dans I'inflammation pulmonaire. In vitro,
on sait que I'lL-22 induit la phosphorylation de STAT3 chez des lignée de cellules épithéliales
bronchique (Whittington et al., 2004). La neutralisation de I'lL-22 dans un modele murin d’infection
pulmonaire a Klebsiella pneumoniae augmente la mortalité comparativement a des souris sauvages
ou déficiente en IL-17, avec une dissémination rapide de la bactérie du poumon vers la rate (Aujla et
al., 2008). Ces résultats suggérent une perte de la fonction de barriére de I'épithélium pulmonaire
lorsque I'lL-22 est neutralisée.

Récemment, I'équipe d’Artis s’est intéressée aux fonctions de I'lL-22 dans un modele d’inflammation
pulmonaire induite par la bléomycine (Sonnenberg et al., 2010). Les souris traitées avec un anticorps
anti IL-22, tout comme les souris déficientes en IL-22 présentent une inflammation réduite apres
administration de bléomycine, indiquant un réle pro-inflammatoire de I'lL-22. Une augmentation de
I’expression de I'lL-22 est observée chez les souris déficientes en IL-17, mais ces souris ne sont pas
pour autant plus sensibles a la bléomycine, ce qui laisse a penser que I'effet pro-inflammatoire de
I'lL-22 est dépendant de I'lL-17. La balance entre I'lL-22 et I'lL-17 dans I'inflammation pulmonaire

allergique sera longuement discutée dans ce mémoire.
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3. Autres cytokines pro-inflammatoires

3.1 Les interleukines-1 o et 6

L'IL-1 fut découverte dans les années 1980 et s’est rapidement imposée comme une molécule clé
dans la régulation des processus inflammatoires. Le terme IL-1 comprend deux cytokines, I'lL-1a et
I'IL-1B, encodées par deux génes distincts. Les effets de I'lL-1 sont naturellement régulés par la
présence d’antagonistes tels I'lL-1Ra (receptor antagonist), I'lL-1R2 (decoy receptor) ou bien par des
récepteurs solubles (Dinarello, 2009).

Les sources principales d’IL-1B sont les monocytes circulants, les macrophages et les cellules
dendritiques présents dans les tissus. La stimulation de ces cellules par des ligands des TLR entraine
la synthese de pro-IL-1B et son accumulation dans le cytoplasme jusqu’a I'activation de la caspase-1
qui permet sa maturation avant sa sécrétion vers le milieu extra cellulaire. L’activation de la caspase-
1 nécessite I'assemblage préalable d’'un complexe multiprotéigue nommé inflammasome. Ce
complexe s’organise autour du récepteur intracellulaire NLRP3, et comprend les protéines CARD, ASC
et CARDINAL (Figure 14). L'oligomérisation de I'inflammasome requiert une deuxiéme stimulation qui
consiste le plus souvent en des signaux de danger libérés par les cellules mortes (ATP, cristaux
d’acide urique), ou des molécules circulantes anormales (cristaux de cholestérol, peptides B-
amyloide) (Duewell et al., 2010; Halle et al., 2008; Martinon et al., 2009). Apres clivage par la
caspase-1, I'lL-1B mature est sécrétée dans le milieu extracellulaire ou elle stimule la réponse
immune innée et adaptative en up-régulant I'expression de génes pro-inflammatoires (cytokines,
chimiokines, protéines de la phase aigue ou des enzymes de remodelage des tissus (Dinarello, 1996).
L'IL-1B agit comme co-stimulateur des cellules T et peut orienter leur polarisation en fonction de
I’environnement inflammatoire. Ainsi, dans des modeles d’allergies, I'lL-1B participe a la réponse
Th2, alors qu’elle favorise la génération de lymphocytes Th17 dans des modeles de maladies auto-
immunes (Sims and Smith, 2010).

Contrairement a la forme B, I'll-1a est exprimée constitutivement par de nombreux types cellulaires
et ne nécessite pas de clivage enzymatique pour étre active. Elle est présente sous forme immature
dans le cytoplasme des cellules et peut servir d’alarmine en cas de rupture de la membrane
cytoplasmique ou de nécrose. La présence d’'un domaine de localisation nucléaire dans son pro-

domaine lui confére un réle de facteur de transcription (Sims and Smith, 2010).
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Figure 14: Activation de I'inflammasome NLRP3.
Ce schéma représente les différentes voies
d’activation de linflammasome NLRP3. (1) La
liaison d’ATP extracellulaire au récepteur P2X7
entraine la formation de pores permettant
I’entrée dans le cytosol d’agonistes du récepteurs
NLRP3 (PAMP et DAMP) via la pannexin-1. (2) Des
ligands cristallins ou particulaires de NLRP3
peuvent étre internalisés puis libérés dans le
cytosol apres rupture des lysosomes. Ces ligands
sont alors reconnus par la cathepsin-B ou
directement par NLRP3. (3) Tous les signaux de
danger, tels les PAMP/DAMP, I’ATP ou les ligands
cristallins ou particulaires, entrainent la génération
d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) pouvant
également  contribuer a  Il'activation de
I'inflammasome. L’assemblage de I'inflammasome
permet I'activation de la caspase-1 et la
maturation de cytokines inflammatoires comme
I'IL-1B ou I'lL-18. (D’aprés Tschopp J, 2010)

Relativement peu d’études mentionnent le réle de la voie IL-1/IL-1R1 dans I'asthme allergique.

L'expression de I'lL-1B est pourtant augmentée dans le BAL de patients asthmatiques en conditions

basales ou apres provocation avec 'allergene (Borish et al., 1992; Sousa et al., 1996; Virchow et al.,

1995). Dans un modele d’asthme allergique induit par I'ovalbumine, I'inflammation éosinophilique

pulmonaire, I'hyperplasie des cellules de Goblet, I'activation des cellules T et leur recrutement vers

les poumons ainsi que la réponse humorale IgE sont fortement réduits chez les souris déficientes

pour I'lL-1R1 comparativement a la réponse observée chez des souris sauvages BALB/c. Il est

important de noter que ce phénotype n’est observé que dans un modele d’asthme allergique

modéré sans adjuvant (Schmitz et al., 2003). Dans ce méme modele, une seconde équipe a démontré

que les souris déficientes en IL-1a ou IL-1f3 présentaient une HRB et une production de cytokines Th2

par les cellules T réduites par rapport aux souris sauvages, alors que des souris déficientes en IL-1Ra,
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I’antagoniste naturel du récepteur IL-1R1, développaient une réponse exacerbée (Nakae et al.,
2003a). Ces observations suggeérent I'implication de la voie IL-1/IL-1R1 dans le développement de

I’'asthme allergique, mais les mécanismes d’action exacts de I'lL-1a et IL-1p restent a éclaircir.

3.2 L’interleukine-18

Alors que I'lL-1B requiéere un stimulus, I'lL-18 est constitutivement exprimée par les macrophages, les
cellules dendritiques et les cellules épithéliales. Comme pour I'IL-1B, I'IL-18 est synthétisée sous la
forme d’un précurseur inactif qui nécessite I'activation de l'inflammasome et le clivage par la
caspase-1 (Martinon et al., 2009).

Souvent associée aux réponses Thl, I'lL-18 peut également participer a 'amplification des réponses
Th2. Cette ambivalence est liée a la disponibilité de I'lL-12. En effet, en présence d’IL-12, I'IL-18
contribue a la production d’IFNy par les lymphocytes Th1 et les cellules NK, alors qu’en absence d’IL-
12, I'lL-18 favorise la production d’IL-4 et |a polarisation Th2 (Nakanishi et al., 2001).

Chez I'humain, des polymorphismes des génes de I'lL-18 ou de son récepteur sont associés avec
I'atopie et I'asthme. De plus, les taux circulants d’IL-18 sont élevés chez les patients asthmatiques
(Tanaka et al., 2001). Dans un modele d’asthme chronique chez la souris, la déficience en IL-18
entrailne une réduction de la pathologie pulmonaire aprés immunisation et provocation a

I’ovalbumine (Yamagata et al., 2008).

4. Les cytokines immunorégulatrices

4.1 L’interleukine-10

D’innombrables travaux ont mis en lumiere les fonctions immunosuppressives de I'lL-10 et son réle
dans le contréle des processus inflammatoires. Cette cytokine est produite par les lymphocytes ThO,
Th1, Th2 et Treg, mais aussi par les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques (Hamid
and Tulic, 2009). Aprés homodimérisation, I'lL-10 se lie a son récepteur constitué de I'lL-10R1 et de
I'IL-10R2, et active une cascade de signalisation impliquant les protéines JAK/STAT3 qui inhibe la
transcription de génes pro-inflammatoires par la cellule cible (Commins et al., 2008; Taylor et al.,
2007).

En 2001, I'’équipe d’'Umetsu a mis en évidence le role de I'lL-10 dans la tolérance antigénique. Aprés
exposition a un allergéne respiratoire, les cellules dendritiques pulmonaires produisent de I'lL-10 et
favorisent la polarisation des cellules T naives en cellules T régulatrices, qui elles-mémes produisent

de I'lL-10. Ce processus implique I'expression de la molécule de co-stimulation inductible (ICOS) par
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les cellules dendritiques (Akbari et al., 2001). L'IL-10 régule alors la réponse allergique en inhibant la
production d’IL-8 et de CCL5 par les cellules musculaires lisses, réduisant ainsi le recrutement et la
survie des éosinophiles. De méme, I'IL-10 inhibe la synthése d’IgE par les lymphocytes B et la

production des cytokines IL-4 et IL-5 par les Th2 (Del Prete et al., 1993) (Figure 15).
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Figure 15: Fonctions de I'IL-10 dans I’asthme allergique. L’IL-10 est une cytokine pleiotropique pouvant inhiber
I’activation et la production de cytokines par les mastocytes, ainsi que la survie et la production d’IL-5 par les
éosinophiles. L'IL-10 exerce un effet inhibiteur sur la maturation et I'expression des molécules de surface des
cellules dendritiques ou des lymphocytes Th2. Au contraire, I'IL-10 pourrait moduler négativement la production
des IgE par les lymphocytes B en favorisant I'isotype 1gG4. De plus, il existe une boucle de régulation positive
chez les Treg, puisque I'lL-10 stimule sa propre production. (D’aprés O’Garra A, 2005)

Dans le poumon sain, I'IL-10 est constitutivement exprimé par les macrophages alvéolaires
permettant ainsi de maintenir la tolérance vis-a-vis des antigenes aériens non pathogenes. Chez les
individus asthmatiques, la quantité d’IL-10 est inversement proportionnelle a la sévérité de la

maladie (Borish et al., 1996).
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4.2 L’interferon-y

Produit par les lymphocytes Th1 et les cellules NK, I'[NFy est un puissant inhibiteur de la réponse Th2.
Il peut par exemple inhiber la polarisation Th2 et supprimer la production des cytokines Th2 par les
cellules T activées (Tang et al., 2001). L'INFy inhibe aussi la production d’IgE par les lymphocytes B
(Lack et al., 1996). Le réle inhibiteur de I'lFNy a été confirmé dans différents modeles expérimentaux
d’asthme chez la souris. La nébulisation d’IFNy chez des souris préalablement immunisées et
provoquées a I'ovalbumine a révélé un role protecteur de I'IFNy (Lack et al., 1996). De méme,
I’administration d’'un adénovirus exprimant I'IFNy protege les souris de I'inflammation pulmonaire
allergique (Behera et al., 2002). Les souris déficientes pour le récepteur a I'IFNy présentent une
éosinophilie et une production de cytokines Th2 prolongées comparativement aux souris sauvages,
suggérant un rdole important de I'IFNy dans la résolution de la pathologie (Coyle et al., 1996).

Les études réalisées chez la souris semblent indiquer que I'lFNy pourrait constituer une molécule de
choix dans le traitement de I'asthme allergique. Néanmoins, toutes les études réalisées dans ce sens
se sont révélées décevantes (Boguniewicz et al., 1995; Gao et al., 2002; Gratzl et al., 2000). En effet,
les niveaux d’IFNy retrouvés chez les patients asthmatiques sont tres variables, et ne correlent pas
forcément avec le degré de la maladie, mais sont plutot associés a la présence de neutrophiles dans

les poumons (Walsh, 2008).

4.3 L’interleukine-12

L'IL-12 est produite principalement par les macrophages et les cellules dendritiques et se constitue
d’une sous-unité spécifique, I'lL-12p70, et d’une sous-unité commune avec I'IL-23, I'lL-12p40
(Trinchieri, 2003). Grace a sa capacité a polariser les cellules T naives vers le type 1, tout en inhibant
la différenciation des Th2, I'lL-12 est un régulateur potentiel de la réponse allergique. Les taux d’IL-12
sont plus faibles dans les biopsies issues de patients allergiques que chez des individus contréles
(Naseer et al., 1997). Chez la souris, I'administration d’IL-12 exogéne au moment de I'immunisation a
I'allergene, supprime le développement de I'inflammation pulmonaire allergique (Kips et al., 1996).
De méme, l'administration d’IL-12 au moment des provocations permet de réduire I'HRB et
I'inflammation allergique (Gavett et al.,, 1995; Kips et al., 1996). L'IL-12 inhibe la réponse
inflammatoire Th2 en augmentant la production d’IFNy par les cellules Thl, CD8+ ou les cellules NK
co-existantes localement.

Une étude récente a montré qu’en absence d’IFNy, la réponse inflammatoire allergique serait
associée a un recrutement de neutrophiles induit par les lymphocytes Th17 (Durrant and Metzger,
2010). De méme, I"'administration d’IL-12 exogéne supprime l'infiltration neutrophilique et diminue

les niveaux d’IL-17, d’IL-23 et d’IL-23R ainsi que I'expression de RORyT, mais augmente I'expression
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d’IL-10. Ces résultats montrent que I'lL-12 pourrait avoir un effet bénéfique sur certains types
d’asthme d’origine neutrophilique, ceci par inhibition de la différentiation Th17.

Une équipe coréenne a proposé dernierement un nouveau modele décrivant un réle inattendu de
I'IL-13 dans I'induction de 'HRB et du recrutement des neutrophiles au cours de I'asthme allergique
induit par I'ovalbumine (Kim et al., 2010). Dans ce modele, I'lL-13 produite par les Th2 apres
immunisation et challenge antigénique, pourrait activer la production d’IL-12 par les cellules
dendritiques. Cet IL-12 pourrait alors stimuler la réponse Th1 via 'axe IL-12/STAT4/IFNy et induire le
recrutement de cellules non-éosinophiles comme les neutrophiles ou les macrophages de type 1 qui
potentialiseraient I'HRB (Figure 16). Ces résultats suggeérent que I'IL-13 favoriserait I'HRB et
I'inflammation non-éosinophilique via I'axe IL-12/STAT4/IFNy.
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Figure 16: Modéle hypothétique d’exacerbation de la réponse Th2 par I'lL-13 et I’axe IL-12/STAT4/IFNy.
Apres inhalation de I'allergéne, les cellules dendritiques pulmonaires présentent les peptides antigéniques aux
cellules effectrices Th2 qui produisent I'lL-4, I'IL-5 et I'IL-13 (A). Ces cytokines induisent le recrutement de
cellules inflammatoires dans les poumons, telles les éosinophiles, via I'induction de chimiokines (B). Les
macrophages (de type M2) et les éosinophiles produisent alors du TGFB a I'origine du remodelage bronchique
et de la réduction de I’'HRB (C). L'IL-13 induit la production d’IL-12 par les cellules dendritiques, favorisant la
polarisation des Th1 via I'axe IL-12/STAT4/IFNy. La production locale d’IFNy active alors le recrutement de
cellules inflammatoires non-éosinophiles comme les neutrophiles et les macrophages de type M1 via la
production de chimiokines (IP-10) (E). Ces cellules peuvent alors inhiber I'action du TGFB favorisant ainsi ’'HRB
(F). (D’apres Kim YS, 2010)
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5. Les chimiokines importantes dans I’asthme allergique

Les chimiokines forment une grande famille de cytokines chimioattractantes qui sont réparties dans
guatre groupes désignés CXC, CC, C et CX3C, en fonction du nombre d’acide-aminés entre les deux
Cystéines conservées. Les chimiokines CXC ciblent majoritairement les neutrophiles et les
lymphocytes, alors que les chimiokines CC ciblent un large panel de cellules incluant les
macrophages, les éosinophiles, les basophiles et les cellules dendritiques.

Les chimiokines sont sécrétées par les cellules structurales ou les cellules inflammatoires apres
stimulation par un allergéne, un pathogéne ou d’autres molécules pro-inflammatoires (cytokines ou
chimiokines) (Zimmermann et al., 2003). Elles participent a de nombreux processus physiologiques
(maintien de I’homéostasie par exemple) ou pathologiques (inflammation, allergies, auto-
immunité...) (Figure 17). De nombreuses chimiokines sont sur-exprimées chez les patients
asthmatiques (Borish et al., 1996) ou elles contribuent a la réaction inflammatoire locale en recrutant
et activant les leucocytes, et en induisant la sécrétion de médiateurs inflammatoires par les

basophiles, les mastocytes, les neutrophiles et les éosinophiles.
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Figure 17: Implication des chimiokines dans les différents processus de I'asthme allergique. Les principales
chimiokines ou leurs récepteurs sont indiqués au dessus des fleches a titre d’exemple. (D’apres Zimmermann E,
2003)
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CCL17 (éotaxine) et CCL5 (RANTES) sont les chimiokines les plus importantes dans I'inflammation
pulmonaire allergique (Romagnani, 2002). CCL17 se lie exclusivement au récepteur CCR3 présent sur
les éosinophiles, alors que CCL5 peut interagir avec plusieurs récepteurs tels CCR1, CCR3 et CCR5. Ces
chimiokines participent au recrutement des éosinophiles au niveau pulmonaire via I'expression des
intégrines a4 et B1 qui facilitent leur transmigration vers les tissus (Ponath et al., 1996).

Des études utilisant des animaux déficients pour ces récepteurs ont prouvé I'importance de ces
molécules dans différents modeéles d’asthme allergique (Zimmermann et al.,, 2003). De méme,
I"'utilisation d’anticorps neutralisants dirigés contre les chimiokines CCL11, CCL17, CCL3, CCL6 et
CCL12 ont mis en évidence leur I'importance dans I’'HRB ou dans le recrutement des différents
effecteurs cellulaires de I'inflammation pulmonaire (Gonzalo et al., 1998; Rothenberg et al., 1997).
Les chimiokines jouent un role fondamental dans le recrutement des cellules inflammatoires et sont

de ce fait la cible de nouveaux essais thérapeutiques chez ’'Homme (Walsh, 2008).
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RESULTATS ET DISCUSSIONS
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ARTICLE 1: ETUDE DE LA FONCTION DE L'INTERLEUKINE-22 DANS
UN MODELE D’ASTHME ALLERGIQUE CHEZ LA SOURIS

La découverte d’'un nouveau sous-type lymphocytaire en 2005, les Thl7, a permis de mieux
comprendre les mécanismes immunologiques mis en jeu au cours des maladies auto-immunes, des
maladies inflammatoires chroniques ou de la lutte contre les bactéries extracellulaires (Harrington et
al., 2005; Park et al., 2005a). Longtemps considéré comme une pathologie exclusivement Th2, on sait
aujourd’hui que I'asthme allergique est une maladie hétérogéne dépendante des lymphocytes Th2,
Th9, Th17 et Treg.

Les lymphocytes Th1l7 exercent leurs effets pro-inflammatoires par I'intermédiaire des cytokines
qgu’ils sécrétent, principalement I'lL-17A, I'IL-17F et I'lL-22, et sont impliqués dans la pathogéneése de
nombreuses maladies inflammatoires. Parmi les cytokines produites par les Th17, I'IL-17 est la mieux
caractérisée. Différentes études ont mis en lumiére le réle de I'lL-17 dans I'asthme allergique (He et
al.,, 2009 ; Park et al., 2009; Wong et al., 2009). En effet, il a été montré que I'lL-17 contribuait a
I'induction de la réponse Th2 et au recrutement éosinophilique au cours de I'asthme allergique chez
la souris (Song et al., 2008 ; Wakashin et al., 2009) En revanche, relativement peu d’études se sont
intéressées au role de I'lL-22 dans les maladies inflammatoires allergiques. C'est pourquoi, nous
avons entrepris I'étude de cette cytokine dans notre modele d’asthme allergique.

L'IL-22 peut exercer des fonctions diverses en en fonction de I'environnement inflammatoire. En
effet, I'lL-22 peut avoir une action protective, comme dans certaines infections bactériennes
intestinales ou pulmonaires Liang et al., 2006 : Zheng et al., 2008) A l'inverse, dans les pathologies
inflammatoires de la peau, I'lL-22 est pro-inflammatoire (Sutton et al., 2009 ; Zheng et al., 2007).
Dans un premier temps, notre étude a montré une surexpression de I'lL-22 dans le sérum de patients
asthmatiques, ainsi que dans les poumons des souris aprés immunisation et provocation
allergénique. Par la suite, l'utilisation d’animaux déficients pour I'lL-22 a permis de mettre en
évidence la participation de I'lL-22 dans l'induction de I'inflammation allergique pulmonaire dans un
modele d’asthme induit par I'ovalbumine. Cependant, la neutralisation de I'lL-22 par un anticorps
neutralisant pendant la phase de provocation a révélé une exacerbation de linflammation
pulmonaire, suggérant que I'lL-22 pourrait avoir un effet protecteur au cours de la phase effectrice.
L'administration d’IL-22 recombinante au moment des provocations a I'OVA, a confirmé le role anti-
inflammatoire de I'lL-22 dans cette phase. L’analyse des poumons par PCR et par cytométrie en flux a
révélé une surexpression de I'lL-17A et F chez les souris déficientes en IL-22. Finalement, nous avons

mis en lumiere que I'effet pro-inflammatoire de I'lL-17 dépendait partiellement de I'lL-22, puisque la
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neutralisation de I'lL-17 chez des souris déficientes en IL-22 exacerbe I'inflammation pulmonaire

allergique.
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Scientific knowledge on the subject: IL-22 is important for the regulation of tissue responses during
inflammation, but its role in allergic lung inflammation is unknown.

What this study adds to the field: IL-22 is required for the onset of ovalbumin-induced model of
allergic asthma in mice, but inhibits the effector phase of asthma. IL-22 regulates the expression and

the proinflammatory properties of IL-17A in experimental allergic asthma.

This article has an online data supplement which is available from this issue’s table of content online

at www.atsjournals.org

60



ABSTRACT

Rationale: Interleukin-22 (IL-22) has both pro- and anti-inflammatory properties and its role in
allergic lung inflammation has not been explored.

Objectives: To investigate the expression and roles of IL-22 in the onset and resolution of
experimental allergic asthma and its cross-talk with IL-17A.

Methods: IL-22 expression was assessed in patient samples and in the lung of ovalbumin-immunized
and challenged mice. IL-22 functions in allergic airway inflammation were evaluated using IL-22-
deficient mice or anti-IL-22 neutralizing antibodies. Moreover, the effects of recombinant IL-22 and
IL-17A neutralizing antibodies were investigated.

Measurements and main results: Increased pulmonary IL-22 expression is found in the serum of
asthmatic patients and mice immunized and challenged with ovalbumin. Allergic lung inflammation is
IL-22 dependent since eosinophil recruitment, Th2 cytokine including IL-13 and IL-33, chemokine
production, airway hyperreactivity and mucus production are drastically reduced in IL-22-deficient
mice or by IL-22 antibody neutralization during immunization of wild-type mice. By contrast, I1L-22
neutralization during antigen challenge enhanced allergic lung inflammation with increased Th2
cytokines. Consistent with this, recombinant IL-22 given with allergen challenge protects mice from
lung inflammation. Finally, IL-22 may regulate the expression and proinflammatory properties of IL-
17Ain allergic lung inflammation.

Conclusions: IL-22 is required for the onset of allergic asthma, but functions as a negative regulator
of established allergic inflammation. Our study reveals that IL-22 contributes to the proinflammatory

properties of IL-17A in experimental allergic asthma.

Key words: allergy, lung inflammation, Th2 response, IL-22, IL-17A
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INTRODUCTION

Allergic asthma has increased dramatically in prevalence and severity over the last three decades.
Th2 cytokines such as IL-4, IL-5, IL-9 and IL-13 are involved in allergic response. The role of IL-17A in
allergic airway inflammation has been extensively investigated in mice and human patients. IL-17A
seems to contribute to Th2-cell-mediated and eosinophilic inflammation in asthma (1-5). Th17 cells
co-express IL-17A, IL-17F and IL-22, under the control of IL-23 (6). Apart from Th17 cells, IL-22 is also
produced by other cells such as Th22 (7, 8), Thl (9), CD8+ T cells (9), y6 T cells (10-12), classical and
non-classical NK cells (9, 13, 14), and CD11c+ cells (15), but it is not produced by tissue cells (7, 8, 16).
IL-22 receptor complex is composed of IL-22R and IL-10RB (17, 18), and is only expressed by non-
hematopoietic cells such as hepatocytes, keratinocytes, lung and intestinal epithelial cells (19). IL-22
ligation to its receptor activates the STAT3 signaling pathway (20). Biological effects of IL-22 depend
on tissue localization and cytokine environment (21-23). IL-22 is protective during acute
inflammation in hepatitis model and in Citrobacter rodentium intestinal infection (15, 24, 25). In
keratinocytes, IL-22 alone induced anti-bacterial proteins like B-defensins and S100A proteins (19).
However, in experimental dermal inflammation IL-22 amplified inflammation (26, 27). The reason for
this dual nature of IL-22 in the skin is probably the fact that IL-22 alone has only minimal
inflammatory properties but it enhances the inflammatory effects of TNF-a, IL-1B, IL-17 and GM-CSF
(28-30).

Increased IL-22 immunoreactive cells and gene transcripts are found in the bronchial mucosa of
COPD patients (31). However, IL-22 involvement to allergic lung inflammation has not yet been
explored. IL-22 has been proposed to affect dendritic cells functions in an allergic model using IL-4R
KO mice (32), which however do not express IL-22R (33). In order to investigate the role of IL-22 in
allergic asthma, we compared the susceptibility of wild-type and IL-22-deficient mice to develop
airway inflammation following ovalbumin immunization and challenge in the absence of adjuvant.
We first found increased level of IL-22 in the serum of asthmatic patients and in the lung during
experimental asthma in mice. Second, we showed that lung inflammation is reduced in IL-22-
deficient mice or after IL-22 antibody neutralization during the sensitization phase. By contrast, IL-22
antibody blockade during the antigen challenge exacerbated, while exogenous IL-22 inhibited allergic
lung inflammation. This indicates that IL-22 is required for the onset of allergic airway inflammation,
but have inhibitory functions during the effector phase. Surprisingly, despite higher IL-17A levels, IL-
22-deficient mice were protected from the disease. Finally, we demonstrated that IL-17A antibody
blockade leads to asthma exacerbation in IL-22-deficient mice, suggesting that IL-22 contributes to
the proinflammatory effect of IL-17A in allergic asthma. Some of these results have been previously

reported in abstract form (34).
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METHODS:

IL-22 levels in patients with allergic asthma
Serum was taken from healthy volunteers and patients with allergic asthma and tested for IL-22

levels by ELISA as described in online supplementary methods.

Mice

C57BL/6 wild-type mice and IL-22 KO were bred in our specific pathogen free animal facility at CNRS
(Orléans, France). IL-22 KO mice (on C57BL/6 genetic background) were from Ludwig Institute for
Cancer Research (Brussels, Belgium) (35). Mice were maintained in a temperature-controlled (23°C)
facility with a strict 12 hours light/dark cycle and were given free access to food and water. All
protocols were approved by the CNRS institutional animal research committee and complied with

the French Government’s ethical and animal experiment regulations.

Allergic airway inflammation induction
Ovalbumin induced allergic lung inflammation model was performed as described in online

supplementary methods.

Bronchoalveolar lavage

Bronchoalveolar lavages (BAL) were performed as previously described (36).

Lung histology

3 um sections of formalin-fixed, paraffin-embedded lung were stained with hematoxylin and eosin
(HE) or with periodic acid Schiff reagent (PAS) and examined with a Leica microscope (x400
magnification) as described previously (37). Peribronchial infiltrates and mucus hypersecretion were

assessed by a semi-quantitative score (0-3) by two independent observers.

Pulmonary eosinophil peroxidase (EPO) activity
EPO activity was determined in order to estimate eosinophil recruitment into the lung parenchyma

as described (37).

Determination of airway hyper-responsiveness (AHR)

AHR was determined as described in supplementary methods.

Quantification of IL-4, IL-5, IL-1pB, IL-13, IL-17A, IL-22, IL-33, IgE, CCL5, CCL11 and CCL17
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Cytokine and chemokine in BAL or lung homogenate were determined by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), using commercial kits from R&D Systems (Abingdon, UK) according to

manufacturer’s recommendation as described in supplementary methods

Lung mononuclear cell isolation

Lung mononuclear cells were isolated from mice 24 hours after the last challenge as described (38).
Lymphoid cells were plated in round-bottom 96-well plates (2x10°/ml) and restimulated 4h in vitro
with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (50 ng/ml) and ionomycin (750 ng/ml) in complete
medium (IMDM supplemented with 5% (vol/vol) FCS, L-glutamine (2 uM), penicillin (100 U/ml),
Streptomycine (100 pg/ml) and B-Mercaptoethanol (50 nM) all from Invitrogen).

Flow cytometry analysis on lung mononuclear cells and mediastinal lymph nodes

FACS analysis on lung mononuclear cells is described in the online supplementary methods

Gene expression analysis
Lung tissues were processed for gene expression analysis as described in the online supplementary

methods.

Mediastinal lymph node restimulation
Isolated mLN cells from OVA and saline-treated WT and IL-22 KO mice were plated in round-bottom
96-well plates at 5.10° cells/ml in complete medium and restimulated with OVA (10 pg/ml) for 5

days.

Statistical analysis

The data are presented as the mean + SEM with n = 6-10 animals per condition. The significance of
differences between two groups was determined by one way ANOVA (non parametric test), followed
by Bonferroni comparison test using Prism software. Statistical significance was reported if P < 0.05

was achieved: *P< 0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
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RESULTS

Increased IL-22 expression upon allergic airway inflammation

We first examined whether IL-22 is modulated in allergic patients. We found increased IL-22 protein
levels in serum from asthmatic patients compared to healthy volunteers (Fig. 1A), suggesting that IL-
22 might contribute to an allergic response in human. Second, using an ovalbumin (OVA) antigen
induced allergic lung inflammation model, we showed a significant induction of IL22 transcript in the
lung of OVA sensitized and challenged mice (Fig. 1B). However we were unable to detect IL-22
protein by ELISA in the supernatant of lung homogenates. We then determined IL-22 produced by
isolated lung infiltrating mononuclear cells from OVA-treated mice after PMA/ionomycin
restimulation. Production of IL-22 was increased in OVA-treated mice compared to saline control 24
hours after ex vivo restimulation (Fig. 1C). No IL-22 was detectable in non-stimulated cells, or after
antigen restimulation (data not shown). Therefore, IL-22 upregulation in asthmatic patients as well as
in the mice model of asthma suggests a possible involvement of this cytokine in allergic airway

inflammation.

IL-22 is required for allergic airway inflammation

To directly test the functional role of IL-22 in allergic lung inflammation model, we immunized wild-
type (WT) and IL-22-deficient (IL-22 KO) mice on day 0 and 7 with OVA (subcutaneous injections of 10
pg OVA without alum) followed by three intranasal challenges on days 14, 15 and 16. OVA sensitized
and challenged WT mice showed a robust cell infiltration into the lung compared to saline treated
mice (Fig. 2A). By contrast, we found a significant reduction of eosinophil recruitment in BAL and in
lung (EPO activity) in OVA-challenged IL-22-deficient mice compared to WT mice (Fig. 2A, B).
Moreover, infiltrating lymphocytes were also significantly decreased in the airways of IL-22 KO mice
(Fig. 2A). The reduced leukocyte infiltration seen in IL-22-deficient mice correlated with diminished
Th2 cytokines including IL-5 in BAL (Fig. 2C), IL-13 and IL-33 in lung (Fig. 2D, E), and diminished IL-4
level in the culture supernatants of mediastinal lymph nodes after OVA restimulation (Fig. 21). The
expression of IL-1B and of chemokines CCL11 (eotaxin), known to play a role in eosinophil influx into
the lung, and CCL17 (TARC), which is a Th2 lymphocytes selective chemokine, were also drastically
reduced in lung of OVA treated IL-22 KO mice compared to WT mice (Fig. 2F-H). Serum levels of OVA-
specific IgE in IL-22-deficient mice were significantly lower than in WT mice, indicating a systemic
impairment of the adaptive Th2 response in IL-22 KO mice (Fig. 2J). Airway hyper-responsiveness
(AHR), a characteristic feature of allergic asthma, was assessed in WT and IL-22-deficient mice. OVA
challenged and sensitized WT mice exhibited a significant change of lung resistance in response to

intravenous methacholine, compared to saline treated mice (Fig. 2K). By contrast, lung resistance of
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OVA treated IL-22 KO mice was significantly reduced compared to WT mice (Fig. 2K). Microscopically,
lung tissue of OVA-challenged WT mice showed peribronchial mononuclear cell recruitment together
with mucus overproduction and hyperplasia of the epithelium with hyperplasia of smooth muscle
and goblet cells, parameters which were significantly reduced in IL-22 KO mice (Fig. 2L, M). Thus, IL-
22 is required to develop a robust allergic response since lung function, inflammatory cell infiltration,
cytokines and chemokines production and specific IgE response were impaired in IL-22-deficient

mice.

Reduced allergic lung inflammation in IL-22-deficient mice correlates with impaired Th2 cytokine
and chemokine expression and upregulation of IL-17A and F expression

To further investigate how IL-22 regulates allergic lung inflammation, we analyzed lung tissues from
OVA challenged and sensitized WT and IL-22-deficient mice by quantitative RT-PCR. IL-4, IL-13 and IL-
33 expression were significantly reduced in IL-22 KO mice compared to WT control mice after OVA
challenge (Fig. 3A). Since adaptive IL-22 is produced by Th17 T cells, we analyzed Th17 related
cytokines expression. IL-17A and IL-17F expression, but not IL-23, were significantly increased in the
lung of OVA treated IL-22-deficient mice compared to WT mice (Fig. 3B). This indicates an
upregulation of IL-17A and IL-17F in the absence of IL-22. The expression of Th1 cytokines IFNy and
IL-12 was not different in allergic WT and IL-22-deficient mice, while IL-6 expression was reduced
(Fig. 3C). Further the expression of the regulatory factors IL-10, TGFB and Foxp3 was maintained in
immunized IL-22-deficient mice (Fig. 3D). In addition, CCL2, CCL11 and CXCL10 chemokines
expression were significantly decreased in IL-22-deficient mice (Fig. 3E). Taken together, our data
suggest that the Th2 response is reduced, while the Th17 response is augmented in the absence of IL-

22.

Reduced pulmonary T cells recruitment in the absence of IL-22

We then asked whether the number of T lymphocytes in lung was altered in IL-22-deficient mice. T
lymphocyte recruitment in the lung was increased upon OVA sensitization and challenge in WT mice,
but was reduced in IL-22-deficient mice (Fig. 4A). The frequency and absolute number of TCRB+ and
TCRy&+ cells recruited in the lung upon OVA challenge were diminished in IL-22 KO mice as compared
with WT mice (Fig. 4B-E). These results together with the reduced Th2 cytokines and chemokine
levels might suggest that in the absence of IL-22, effector T cells are not efficiently recruited into the

lung to mount a full adaptive response to OVA antigen during allergic inflammation.
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IL-22 neutralization during the sensitization phase reduces allergic lung inflammation

To further ascertain that IL-22 produced during antigen immunization was required for the allergic
response, and to exclude an unrelated effect in IL-22 KO mice, we tested the effects of IL-22 antibody
neutralization during the sensitization phase. First we confirmed that the IL-22 antibody has
neutralizing property. In fact IL-22 antibody injection (100 pg i.p.) inhibited rmIL-22 induced STAT3
phosphorylation in the lung (data not shown). Blocking endogenous IL-22 by the neutralizing 1L-22
antibody during antigen sensitization decreased significantly eosinophil recruitment both into the
airways and lungs (Fig. 5A, B), which was not found with the isotype control antibody (data not
shown). Furthermore, IL-5, CCL11, CCL17 and IL-1pB levels (Fig. 5C-F) were reduced in the lung after IL-
22 antibody neutralization However, as expected the extent of inhibition by injection of IL-22
neutralizing antibodies is less than that observed in IL-22 gene-deficient mice. Thus, antibody
blockade during sensitization confirms the data that IL-22 is required during immunization for the

onset of allergic inflammation.

IL-22 neutralization during antigen challenge phase augments allergic lung inflammation

We then asked whether IL-22 neutralization during antigen challenge would have a comparable
inhibitory effect. Surprisingly, IL-22 antibody blockade during the antigen challenge enhanced airway
inflammation with increased accumulation of eosinophils and neutrophils (Fig. 6A) and augmented
lung EPO activity (Fig. 6B). IL-22 antibody administration augmented significantly IL-17A in lung
homogenate of immunized control mice (Fig. 6C). IL-5 in BAL, IL-13, IL-33 and IL-1B in lung were
increased in IL-22 antibody-treated mice as compared to untreated mice and isotype control
antibody-treated mice (Fig. 6D-G). Further, the levels of the chemokine CCL11 and CCL17 in the lung
were also increased by IL-22 neutralization (Fig. 6H, I). Histological lung sections showed that the
robust pulmonary cellular infiltration and mucus production seen after OVA challenge were
exacerbated by IL-22 antibody neutralization (Fig. S1). Therefore, IL-22 antibody neutralization during
the challenge phase enhanced the allergic response, Th2 cytokines and IL-17A production suggesting

that endogenous IL-22 produced in the challenge phase regulate negatively allergic asthma.

Exogenous IL-22 during antigen challenge reduces allergic inflammation

We therefore asked whether addition of exogenous recombinant murine IL-22 (rmlIL-22) during the
antigen challenge might inhibit experimental asthma. Consistent with the hypothesis that IL-22 may
function as a negative regulator in the effector phase, exogenous IL-22 given with the antigen
challenge significantly reduced eosinophil recruitment in BAL and lung (Fig. 7A, B). Further, the
concentrations of IL-5 in BAL, IL-13, IL-33, IL-1B, CCL11 and CCL17 in lung and OVA-specific IgE in

serum were reduced upon rmllL-22 administration (Fig. 7C-l). Interestingly, exogenous IL-22
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treatment reduced IL-17A production in lung of OVA challenged mice (Fig. 7J). Microscopically, the
peribronchial eosinophil and lymphocyte recruitment and hyperplasia of goblet cell and of smooth
muscle were reduced after treatment with exogenous IL-22 protein (Fig. S2).

The fact that IL-22 antibody neutralization augments, and exogenous IL-22 treatment inhibits
eosinophil influx into the lung and the airways, chemokines and cytokines production during the
antigen challenge phase, indicates that IL-22 may function as a negative regulator, which contributes

to the resolution of established allergic asthma.

IL-17A neutralization during antigen challenge restores allergic asthma in the absence of IL-22

To further address the contribution of IL-22 and its relation to IL-17A response in allergic lung
inflammation, we analyzed the frequency of the different T lymphocyte populations including Th17
cell populations in WT and IL-22-deficient mice. Similar numbers of TCRB+CD4+, TCRB+CD8a+ and
TCRy&+ expressing IL-17A cells were observed in saline treated WT and IL-22-deficient mice (data not
shown). We found an increased expression of IL-17A in TCRB+ cells, which were mostly CD4+ cells
(Fig. 8A-C, E, F), and to a lesser extent in TCRy&+ cells (Fig. 8A, D, G) in IL-22 KO mice as compared to
WT mice after OVA sensitization and challenge. However TCRy&+ T cells do not appear to play a
major role since TCRy&-deficient mice had the same phenotype as WT mice in our model of OVA
induced allergic lung inflammation (data not shown).

IL-17A was described to exacerbate airway inflammation (1, 3, 4, 39), but we observed that despite
IL-17A upregulation in the lung of IL-22-deficient mice, these mice are protected from allergic airway
inflammation. We next asked whether IL-22 may contribute to the proinflammatory effect of IL-17A
in allergic airway inflammation.

IL-17A antibody neutralization in WT mice during antigen challenge decreased allergic airway
inflammation included eosinophil recruitment in BAL and lung (Fig. 9A, B), IL-5 level in BAL and IL-13,
IL-33, IL-1B, CCL5 and CCL11 levels in lung (Fig. 9 C-H). By contrast, in the absence of IL-22, IL-17A
antibody blockade during the antigen challenges partially restored eosinophil recruitment, IL-5 level
in BAL and Th2 cytokine and chemokine levels in the lung (Fig. 9A-H). Histologically, cell infiltration
and mucus overproduction that were seen in WT mice, were largely absent in IL-22-deficient mice
upon OVA challenge, but were fully restored after IL-17A neutralizing antibody treatment in IL-22 KO
mice (Fig. S3).

Therefore, the proinflammatory function of IL-17A during the challenge phase is partially dependent
of IL-22, since IL-17A upregulation in IL-22-deficient mice is not sufficient to induce allergic airway
inflammation. These data collectively indicate that the proinflammatory function of IL-17A depends

on IL-22 availability.
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DISCUSSION

IL-22 is known to have different functions depending on the nature of the affected tissue and the
local cytokine milieu. We examined here the role of IL-22 in a mouse model of allergic asthma and
report distinct roles in the onset and resolution of allergic asthma. First, we found augmented
pulmonary expression of IL-22 in OVA sensitized and challenged mice, which may be relevant since
we also found increased IL-22 levels in the serum of human patients with allergic asthma.
Functionally, IL-22 expressed in allergic asthma may play a proinflammatory role as we report a
significant reduction of allergic airway inflammation in IL-22-deficient mice with an important
decrease in eosinophil recruitment and in inflammatory cytokine levels compared to WT mice.
Quantitative PCR analysis confirmed a reduction of the Th2 cytokines including IL-13 and IL-33 and
chemoattractant chemokines in the lung of sensitized and challenged IL-22-deficient mice.
Importantly, no significant difference was observed in IL-12, IFNy IL-10, TGFB and Foxp3 gene
expression, suggesting that the decrease in airway inflammation in IL-22 KO mice is likely not due to
reduction of Thl response and augmented regulatory factors. In addition, IL-22 antibody
neutralization in WT mice during the sensitization phase diminished allergic inflammation. These
data indicate that IL-22 is required to develop allergic airway inflammation in mice. Reduced allergic
inflammation is associated further with diminished IL-33 production and T cell recruitment into the
lung as well as Th2 polarization and specific IgE production. Furthermore, we also found a decrease
of IL-13 levels in the lung of IL-22-deficient mice, which correlates with diminished airway hyper-
responsiveness. Our data suggest that IL-22/IL-22R signaling is critical for allergic airway
inflammation. In the lung, the major source of IL-22 seems to be T cells, likely Th17 or y& T cells (23,
40). Furthermore, a distinct NK cell population, which expresses IL-22 but not IL-17, was newly
discovered in human and mice in the mucosa-associated lymphoid tissues (13, 14, 41). These cells,
called NK-22, provide protection and regulate the mucosal homeostasis (41, 42). However, we could
not detect NK-22 cells in the allergic lung response.

Despite the lack of its receptor expression on immune cells, IL-22 could have considerable indirect
effects on immunity and leukocyte functions. Intraperitoneal injection of IL-22 in mice leads to
hepatic gene expression of acute-phase protein such as serum-amyloid protein A (SAA) (43). SAA
increases bacteria and virus opsonization, cell trafficking and chemotaxis, and cytokine and
chemokine expression (44). On respiratory epithelial cells, IL-22 upregulates G-CSF, anti-microbial
proteins (B-defensin, S100 protein family and lipocalin), the neutrophilic granulocyte-attracting
chemokines CXCL1 and CXCL5, and the mucus associated protein MUC1 (45). Therefore, these data

indicate that IL-22 can contribute to airway inflammation by inducing chemoattractant chemokine
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and SAA, recruiting and activating lymphocytes and enhancing the effect of the Th2 cytokines
including IL-13 and IL-33.

We investigated the role of IL-22 during established allergic inflammation and we showed that IL-22
antibody neutralization during the challenge phase exacerbates the disease indicating a tissue
protective role for IL-22. Consistent with this hypothesis, we found that recombinant IL-22 given with
the OVA challenge protects from lung inflammation. These results demonstrate that IL-22 functions
as a negative regulator in established allergic inflammation. Our data are consistent with a recent
report suggested that IL-22 antibody neutralization in IL-4R KO mice during established asthma
enhanced eosinophils recruitment and allergic lung inflammation (32). However, the authors ascribe
the negative regulatory function of IL-22 to a direct effect of this cytokine on dendritic cells, although
IL-22 receptor expression has never been reported on these cells (19, 33, 46). To address the
possibility that IL-22 may affect dendritic cells functions, we investigated OVA uptake and processing
by myeloid dendritic cells and OVA-induced upregulation of co-stimulatory molecules, but we were
unable to show any effects of IL-22 on these cells. In line with our assumption, IL-22 may likely acts
on the respiratory epithelium modulating chemokine expression and epithelial repair (19, 45, 47).
Importantly, it has been recently shown that IL-22 may protect mouse pulmonary epithelial cells
from bleomycin-induced apoptosis, and that IL-22-mediated protection was associated with
increased expression of the anti apoptotic genes Bcl2 and Bcl2l1 (23). In the context of allergic
asthma, “danger signals” released by cellular stress or cell death contribute to airway inflammation
through inflammasome activation and IL-1p production (48). Therefore, IL-22 may exert its protective
effect during the effector phase by reducing airway epithelial cell death.

Our study also highlights a role of IL-22 in IL-17A expression. First, we observed an increase of IL-17A
and IL-17F gene expression in IL-22-deficient mice after allergen sensitization and challenge. Flow
cytometric analysis revealed that IL-17A is mainly produced by TCRB+CD4+ and to a lesser extent by
TCRyb+ cells in the lung of allergic mice. Second, antibody blockade of IL-22 during OVA challenge
upregulates IL-17A expression in the lung leading to exacerbation of allergic airway inflammation.
Finally, we showed that IL-17A production is abolished in the lung by exogenous IL-22 treatment
during antigen challenge, which protects mice from lung inflammation. These data suggest that the
regulation of IL-17A production by IL-22 is critical during effector phase of allergic asthma. Previous
studies had already shown a cross-talk between IL-17A and IL-22 production (49, 50). Sonnenberg et
al. showed in vitro that IL-17A could suppress IL-22 expression from Th17 cells in a dose dependent
manner (23). In vivo, they found an increase of IL-22 in the lung of IL-17A-deficient mice after
bleomycin injury. Collectively, these observations suggest a reciprocal regulation of IL-17A and IL-22.

However, the underlying molecular mechanisms are unknown.
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Surprisingly, despite increased IL-17A production, IL-22-deficient mice were protected from allergic
lung inflammation, indicating that IL-17A acts in synergy with IL-22 to promote airway inflammation.
Consistent with this, we observed a partial loss of protection after IL-17A antibody treatment in IL-
22-deficient mice. These data indicate that IL-22 is required for IL-17A proinflammatory properties.
Other studies suggest that IL-17A and IL-22 act synergistically in the airways, and that IL-22 requires
the presence of IL-17A to promote expression of inflammatory cytokines and chemokines leading to
the recruitment of neutrophils (23, 43).

In conclusion, we report distinct functions of IL-22 in murine allergic asthma. OVA-induced airway
inflammation was diminished in IL-22-deficient mice or by anti-IL-22 antibody treatment during the
sensitization of WT mice, indicating a proinflammatory role for IL-22 in the onset of the disease. In
contrast, IL-22 plays a regulatory role in established asthma and participates to the resolution of
inflammation. Our study also revealed that IL-22 may regulate the expression of the proinflammatory
IL-17A in allergic mice. A better understanding of IL-22 effect on pulmonary epithelial cells and its
cross-talk with IL-17A in allergic airway inflammation may lead to novel targets to treat allergic

asthma.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: IL-22 is induced during allergic asthma.

IL-22 concentration was quantified by ELISA in serum from asthmatic patients versus healthy
individuals (A). Mice were sensitized with OVA on days 0 and 7 and challenged three times with
saline or OVA on days 14-16. 24 hours after the last challenge lung are analyzed for /IL22 gene
transcript by gPCR (B). IL-22 protein quantification was performed by ELISA on lung mononuclear
cells culture supernatants after 24 hours PMA/ionomycine stimulation (C). These experiments were
performed twice. One representative experiment is shown. Individual values and mean are indicated

for human samples; mean + SEM of 6 mice per group are shown. *P< 0.05; ** P< 0.01.

Figure 2: Reduced allergic asthma in IL-22-deficient mice.

OVA sensitized WT and IL-22 KO mice were challenged three times with OVA instillation. 24 hours
after the third challenge, eosinophil numbers were determined in the bronchoalveolar lavage (BAL)
(A). EPO activity, IL-13, IL-33, IL-1B, CCL11 and CCL17 in the lung homogenate (B, D-H) and BAL IL-5
level (C) were measured by ELISA. IL-4 levels in the cell culture supernatants of mediastinal lymph
nodes restimulated in vitro for 5 days with OVA were accessed by ELISA (I). OVA-specific IgE
concentrations were assayed in serum from OVA treated WT and IL-22 KO mice by ELISA (J). Airway
hyper-responsiveness to increasing doses of metacholine (Mch) was measured 24 hours after the last
saline or OVA challenge on WT and IL-22 KO mice by recording changes in lung resistance (K). The
formalin-fixed lung sections were stained with hematoxylin and eosin (HE) to visualize cell
recruitment and with periodic acid Schiff reagent (PAS) to visualize mucus (L). Representative
sections from saline control and OVA treated WT and IL-22 KO mice are shown. Magnification is
x400, B and V mean bronchus and vessel respectively. A semi-quantitative histological assessment of
cell infiltration and mucus hypersecretion was performed by two independent observers (M). A scale
from 0 to 3 is given on the axis. These experiments were performed four times (n = 6 mice per

group). Values are the mean + SEM. of 6-11 mice per group. *P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0.001.

Figure 3: IL-22-deficient mice develop impaired Th2 response but upregulate IL-17A and F.

OVA sensitized WT and IL-22 KO mice were challenged three times with saline or OVA. 24 hours after
the third challenge, RNA was extracted from lung tissue and analyzed for mRNA transcripts. IL-4, IL-
13, IL-33, IL-17A, IL-17F, IL-23(p19), IFNy, IL-12(p35), IL-6, IL-10, TGFB, Foxp3, CCL2, CCL11, and
CXCL10 transcript levels were quantified by real time quantitative PCR (A-E). These experiments were
performed twice (n = 6 mice per group). Mean values = SEM are shown. *P< 0.05; ** P< 0.01; *** P<

0.001; ns, not significant.
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Figure 4: Reduced pulmonary recruitment of T cells in the absence of IL-22.

Lung mononuclear cells from OVA sensitized and challenged WT and IL-22 KO mice were isolated and
restimulated for 4 hours with PMA and ionomycin followed by TCRap and TCRy& antibody staining.
The frequency and the absolute numbers of TCRap+ and TCRy&+ cells (A-E) are shown. These
experiments were performed three times. Values are the mean + SEM of 6 mice per group (B-E). *P<

0.05; *** P< 0.001.

Figure 5: IL-22 neutralization during sensitization phase reduces airway allergic inflammation.

WT mice were sensitized with OVA on days 0 and 7 with or without neutralizing IL-22 antibody or
isotype control treatment (100 pg by i.p. injection). Then mice were challenged three times with OVA
instillation. 24 hours after the third challenge, eosinophil numbers and EPO activity were determined
in the BAL and in the lung respectively (A, B). IL-5, IL-1B, CCL11 and CCL17 were measured by ELISA in
the lung homogenates (C-F). These experiments were performed three times. One representative

experiment is shown. Values are the mean + SEM. of 6 mice per group. *P< 0.05; ns, not significant.

Figure 6: IL-22 neutralization during effector phase increases airway allergic inflammation.

OVA sensitized WT mice were challenged three times with OVA instillation with or without
neutralizing IL-22 antibody or isotype control treatment (100 ug by intranasal route on days 14-16)
during challenge phase. 24 hours after the third challenge, eosinophil, lymphocyte, neutrophil counts
and IL-5 concentration were determined in the BAL (A, D). EPO activity, IL-17A, IL-13, IL-33, IL-1B,
CCL11 and CCL17 concentrations were measured in the lung homogenates by ELISA (B, C, E-I). These
experiments were performed three times. Values are the mean + SEM of 6-10 mice per group.*P<

0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; ns, not significant.

Figure 7: Exogenous IL-22 prevents established allergic airway inflammation.

OVA sensitized WT mice were challenged three times with OVA instillation with and without
recombinant murine IL-22 treatment (1 pg i.n. on days 14, 15 and 16) during the effector phase. 24
hours after the third challenge, eosinophil counts and IL-5 levels were determined in the BAL (A, C).
EPO activity, I1L-13, IL-33, IL-13, CCL11, CCL17 and IL-17A concentrations were measured by ELISA in
the lung homogenates (B, D-H, J). OVA-specific IgE concentrations were assayed in serum from OVA
rmIL-22 treated WT mice by ELISA (I). These experiments were performed three times. Values are the

mean + SEM of 6 mice per group. *P< 0.05; ** P<0.01; *** P< 0.001; ns, not significant.

76



Figure 8: IL-17A is upregulated in T lymphocytes of IL-22-deficient mice

OVA sensitized WT and IL-22 KO mice were challenged three times with OVA. 24 hours after the third
challenge, lung mononuclear cells were isolated and restimulated with PMA and ionomycin in
presence of brefeldin A followed by extracellular staining of TCRB, TCRyS, CD4 and CD8a, and
intracellular staining of IL-17A. Representative dot plots (A), the frequency and cell number of TCRB+
CD4+ IL-17A+ (B, E), TCRB+ CD8a+ IL-17A+ (C, F), and TCRy&+ IL-17A+ (D, G) cell populations are
given. These experiments were performed three times. Values are the mean = SEM of 6 mice per

group. *P< 0.05; ** P<0.01.

Figure 9: IL-17A neutralization restores allergic airway inflammation in IL-22-deficient mice.

OVA sensitized WT or IL-22-deficient mice were OVA challenged three times with or without
treatment with neutralizing IL-17A antibody. 24 hours after the last challenge, eosinophil counts and
IL-5 concentrations were determined in the BAL (A, C). EPO activity, IL-13, IL-33, IL-1B, CCL5 and
CCL11 concentrations were measured by ELISA in the lung homogenates (B, D-H). These experiments
were performed three times. Values are the mean + SEM of 6 mice per group. *P< 0.05; ** P< 0.01;

*** P< 0.001; ns, not significant.
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ONLINE SUPPLEMENTARY METHODS

Material

O-phenylenediamine, 3-amino-1,2,4-triazole, horseradish peroxidase, OVA grade V, phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA) and ionomycin were obtained from Sigma Chemical Company (St. Louis,
MO). The antibodies used for FACS analysis, FITC-anti-CD3e (clone 145-2C11), FITC-anti-TCRy& (clone
GL3), PE-anti-IL-17A (clone TC11-18H10), PerCP-anti-CD4 (clone RMA-5), biotin-anti-CD8a (clone 53-
6.7), biotin-anti-TCRB (clone H57-597) and isotype-matched controls were purchased from
Pharmingen (San Diego, CA). Anti-IL-22, anti-IL-17A neutralizing monoclonal antibodies and

recombinant IL-22 protein were from Ludwig Institute for Cancer Research, Brussels, Belgium.

IL-22 in serum of human patients

For measurement of IL-22 serum levels, venous blood was obtained from eighteen healthy controls
[without allergy and smoking; 24 to 62 years old (mean +SD: 38.5 +13 years), 6 male and 12 female]
and fourteen patients with active allergic asthma [without smoking; 20 to 64 years old (mean +SD:
38.6 +13 years), 7 male and 7 female]. All blood samples were approved by the clinical institutional
review board of the Charité University Hospital, Berlin. Human IL-22 ELISA from R&D Systems (clone
142906, mouse IgG1) was used.

Allergic airway inflammation induction

All mice were sensitized subcutaneously twice at days 0 and 7 with 10 pug Ovalbumin (OVA, grade V,
Sigma) without hydroxide aluminium (alum) adjuvant. Mice were challenged three times by
intranasal routes on days 14, 15 and 16 with 10 pg of OVA. Control mice were challenged with saline
alone. IL-22 antibody treatment was given 1h before the sensitization (100 ug i.p. injection) or during
OVA challenge (100 pg intranasally). Recombinant murin IL-22 treatment (1 pg/i.n.) and neutralizing
IL-17A antibody treatment (5 pg/i.n.) were done three times on days 14, 15 and 16 during antigen
challenges. Mice were killed with a high dose of Ketamine/Xylazine i.p. 24h after the last challenge.
After bronchoalveolar lavage (BAL), lungs were perfused with an acid free balanced electrolyte
solution (Beckman Coulter, Krefeld, Germany). Half of the lung was stored at -80°C for EPO enzyme,
cytokines and chemokines quantification and the other half was fixed overnight in buffered 4%
formaldehyde solution for histology analysis. Mediastinal lymph nodes (mLN) were removed for OVA
antigen specific restimulation. BAL fluid was analyzed for cell composition and cytokine

concentrations.
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Quantification of IL-4, IL-5, IL-1B, IL-13, IL-17A, IL-22, IL-33, IgE, CCL5, CCL11 and CCL17

Cytokine and chemokine concentrations in BAL or lung homogenate supernatants and OVA-specific
IgE in sera were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), using rat monoclonal
antibody kits from R&D Systems (Abingdon, UK) according to manufacturer’s recommendation (IL-4,
clone 30340; IL-5, clone TRFK5; IL-1B, clone 30311; IL-13, clone 38213; IL-17A, clone 50101; IL-22,
clone 140301; IL-33, clone 396118; CCL5, clone 53405; CCL11, clone 42285; CCL17, clone 110946). To
validate the assays pure BAL and lung homogenate were spiked with relevant levels of recombinant

cytokines, and the expected amounts of cytokines were detected in the biological fluid.

Gene expression analysis

Lung tissues were isolated from mice 24 hours after the last challenge and stored at -80°C after snap-
frozing. Tissue samples were homogenized during thawing in lysing solution from the Invisorb® RNA
kit Il (Invitek Berlin, Germany) by means of the Omni labor homogenizer (Sudlabor, Gauting,
Germany). Isolation of total cellular RNA was performed using Invisorb® RNA kit Il (Invitek).
Messenger RNA was reverse transcribed as described previously (51), and analyzed in triplicate
assays by TagMan™ gPCR using TagMan™ universal master mix and either the ABI Prism™ 7700
Sequence Detection System or the Step one plus (all from Applied Biosystems, Darmstadt, Germany).
The detection systems for mouse IL-4, IL-13, IL-33, IL-17A, IL-17F, 1L-23(p19), IL-12(p35), IL-6, TGFB,
Foxp3, CCL2, CCL11, CXCL10 were purchased from Applied Biosystems. For the detection of mouse IL-
10, IL-22, INFy and matching house-keeping gene hypoxanthine phosphoribosyl-transferase 1 (HPRT),
previously established detection systems with amplification efficiencies of nearly equal to 1 using
exon-exon boundary spanning double-labeled (FAM/BQR) probes. For the detection of all other
expressions, systems purchased from Applied Biosystems were used together with the respective
matching system for HPRT. All expression levels were analyzed in parallel and calculated relative to

those of HPRT obtained with an every matching analysis system.

Flow cytometry analysis on lung mononuclear cells

Cell suspensions from lung were restimulated in vitro for 4h in complete medium with PMA (50
ng/ml) and ionomycin (750 ng/ml) in presence of brefeldine A (GolgiPlug, BD Biosciences, France). To
prevent a specific binding to FcR, 2.4.G2 blocking purified antibody was used. After 4h, cells were
stained with the following monoclonal antibodies, FITC-labeled TCRyd, biotin-labeled TCRB, V450-
labeled CD4, and APC-Cy7-labeled CD8a and isotype-matched controls were purchased from
Pharmingen (San Diego, CA). Cells were permeabilized for 20 min with cytofix/cytoperm kit (BD

Biosciences, France) and stained with PE-labeled IL-17A antibody. Samples were analyzed on a BD
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CANTO I flow cytometer. Data were acquired by using DIVA software (BD Bioscience, France) and

analyzed using FlowJO software (Treestar).

Determination of AHR

For invasive measurement of lung resistance, 24 hour after the last OVA challenge, mice were
anesthetized with urethane, paralyzed using D-tubocuranine (Sigma), tracheotomised with an PE10
trachea catheter, followed by mechanical ventilation with flexivent apparatus (SCIREQ, Montreal,
Canada). Increasing concentrations of metacholine (Mch) (2,3-150 mg/ml) were administrated via
the jugular vein. Dynamic resistance was recorded after and baseline resistance was restored before
administering the subsequent doses.

Supplemental Figure legends
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SUPPLEMENTARY LEGEND

Figure S1: IL-22 neutralization during effector phase increases airway allergic inflammation.

OVA sensitized WT mice were challenged three times with OVA instillation with or without
neutralizing I1L-22 antibody or isotype control treatment (100 ug by intranasal route on days 14-16)
during challenge phase. 24 hours after the third challenge histological sections of lungs from
untreated and anti-IL-22 treated mice were stained for hematoxylin and eosin (HE) and periodic acid
Schiff reagent (PAS). One representative experiment is shown. Magnification is x400, B and V mean
bronchus and vessel respectively (A). A semi-quantitative histological score of cell infiltration and
mucus hypersecretion was performed by two independent observers (B). A scale from 0 to 3 is given
on the axis. These experiments were performed three times. Values are the mean + SEM of 6-10

mice per group.*P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0.001; ns, not significant.

Figure S2: Exogenous IL-22 prevents established allergic airway inflammation.

OVA sensitized WT mice were challenged three times with OVA instillation with and without
recombinant murine IL-22 treatment (1 pg i.n. on days 14, 15 and 16) during the effector phase. 24
hours after the third challenge histological sections of lung from untreated and IL-22 treated mice
were stained for hematoxylin and eosin (HE) and periodic acid Schiff reagent (PAS). One
representative experiment is shown. Magnification is x400, B and V mean bronchus and vessel
respectively (A). A semi-quantitative histological score of cell infiltration and mucus hypersecretion
was performed by two independent observers (B). These experiments were performed three times.
Values are the mean + SEM of 6 mice per group. *P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0.001; ns, not

significant.

Figure S3: IL-17A neutralization restores allergic airway inflammation in IL-22-deficient mice.

OVA sensitized WT and IL-22 KO mice were challenged three times with OVA. 24 hours after the third
challengelung histological sections at this time point were stained for hematoxylin and eosin (HE) and
periodic acid Schiff reagent (PAS). One representative experiment is shown. Magnification is x400, B
and V means bronchus and vessel respectively (A). A semi-quantitative histological score of cell
infiltration and mucus hypersecretion was performed by two independent observers (B). These
experiments were performed three times. Values are the mean + SEM of 6 mice per group. *P< 0.05;

** P<0.01; *** P< 0.001; ns, not significant.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 6
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Figure 8
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Figure 9
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 3
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Discussion article 1

L’étude du roéle de I'lL-22 réalisée au cours de ma thése a permis d’apporter de nouveaux éléments
d’explication sur le réle des cytokines Th17 au cours de I'inflammation pulmonaire allergique induite
par I'ovalbumine.

La présente étude met en lumiere deux réles distincts de cette cytokine dans cette pathologie. D’un
coté, nous avons montré que I'lL-22 était nécessaire a I'établissement de la réponse Th2 puisque des
souris déficientes en IL-22 ou bien des souris traitées par un anticorps neutralisant de I'IL-22
développent moins d’inflammation pulmonaire que des souris sauvages ou non traitées. De I'autre
coté, nous avons démontré, grace a l'utilisation d’anticorps neutralisants pour I'lL-22 ou d’IL-22
recombinante, un role régulateur de I'lL-22 au cours de I'asthme établit. Ce double role était déja
connu dans d’autres modeles d’inflammations, mais nous montrons ici pour la premiere fois que I'IL-

22 peut exercer deux fonctions distinctes dans la méme pathologie, en fonction de la phase étudiée.

1. Réle pro-inflammatoire de I’IL-22

Au moment de I'immunisation avec l'allergene, I'lL-22 apparait essentielle au bon développement de
la réponse Th2, puisque des souris déficientes en IL-22 présentent une infiltration de granulocytes
éosinophiles réduite dans les poumons apres immunisation et provocation avec l'allergéne. Cette
réduction de l'infiltration cellulaire s’accompagne d’une diminution des cytokines Th2 au niveau
pulmonaire et dans le surnageant de ganglions lymphatiques drainants restimulés avec I'ovalbumine.
De plus, on observe une réduction des résistances pulmonaires en réponse a la métacholine ainsi
gu’une baisse des IgE spécifiques de I'allergene chez les souris déficientes en IL-22 comparativement
aux souris sauvages. Ces résultats illustrent clairement I'importance de I'lL-22 dans la mise en place
de la réponse Th2 et dans I'activation des différents effecteurs cellulaires participant a la réponse
asthmatique. Cependant, la source cellulaire d’IL-22 et les mécanismes par lesquels I'IL-22 active la
réponse allergique ne sont a ce jour pas définis.

Une précédente étude montrait qu’'une immunisation par voie épicutanée induirait une réponse
Th17 locale et systémique supérieure a une immunisation par voie intrapéritonéale (He et al., 2007).
Cet effet est largement réduit chez des souris déficientes pour la protéine adaptatrice MyD88, ce qui
suggere l'implication des voies TLR. En effet, 'immunisation par de I'ovalbumine impure (contenant
des traces de LPS) entrainerait I'activation de la voie TLR4 et une production d’IL-1B et d’IL-23
favorisant ainsi le développement des Th17.

Dans notre modele, les animaux sont immunisés par voie sous-cutanée avec de I'ovalbumine impure

(Sigma, grade V). Or, cette voie favorise I'activation des cellules de Langherans et des cellules

95



dendritiques présentes en grand nombre sous la peau. On peut donc imaginer que ce type
d’'immunisation contribue au développement des Th17 qui produiraient alors I'lL-17 et I'lL-22.

Le récepteur de I'lL-22 n’étant présent que sur les cellules non immunes, la modulation de la réponse
allergique par I'lL-22 passe forcément par les cellules stromales. Dans un modele murin de psoriasis
induit par I'lL-23, I'lL-22 secrétée par les Th17 exerce son effet sur les kératinocytes qui produisent
alors des molécules inflammatoires (IL-6, IL-8, IL-1B et TNF) suite a I'activation de la voie STAT3 (Ma
et al., 2008). Ces cytokines recrutent ensuite d’autres cellules immunitaires telles les lymphocytes,
les neutrophiles, les macrophages ou les cellules dendritiques.

Un réle pro-inflammatoire de I'lL-22 a également été décrit dans des modéles d’arthrite rhumatoide
(Ikeuchi et al., 2005) et de sclérose en plaque (Kreymborg et al., 2007). En plus de ses fonctions
déléteres dans la mise en place des maladies auto-immunes, nos travaux suggerent que I'lL-22 serait

aussi impliquée dans I'induction des réponses allergiques.

2. Réle régulateur de I'IL-22

Au cours de notre étude, c’est avec étonnement que nous avons constaté que la neutralisation de
I'IL-22 par des anticorps au moment des provocations allergéniques, exacerbait de facon significative
I'inflammation pulmonaire allergique. De plus, I'administration d’IL-22 exogéne au moment des
challenges a I'ovalbumine a confirmé le role protecteur de I'lL-22 au cours de la phase effectrice.

De fagon surprenante, malgré une surproduction d’IL-17 (pro-inflammatoire) chez les souris
déficientes en IL-22, ces derniéres développent une forme atténuée de la maladie. Nous nous
sommes alors demandé quels seraient les effets de I'inhibition de I'lL-17 chez des souris sauvages ou
déficientes en IL-22 au cours de la phase effectrice. L'inhibition de I'lL-17 chez des souris sauvages
entraine une diminution significative de l'inflammation pulmonaire allergique par rapport a des
souris sauvages non traitées, confirmant ainsi les effets pro-inflammatoires de I'lL-17 au cours de la
phase effectrice. En revanche, l'inhibition de I'lL-17 chez des souris déficientes en IL-22 entraine une
aggravation de la pathologie par rapport aux souris déficientes en IL-22 non traitées. Ceci indique
que l'effet pro-inflammatoire de I'lL-17 serait dépendant de la disponibilité en IL-22.

Ces résultats sont a mettre en relation avec ceux obtenus dans un modele d’inflammation
pulmonaire induite par l'instillation de bléomycine. Dans cette étude, I'lL-17 et I'lL-22 sont co-
exprimés par les Th1l7 et la neutralisation de I'une ou l'autre de ces cytokines par des anticorps
neutralisants protege partiellement les souris de linflammation induite par la bléomycine
(Sonnenberg et al., 2010). Dans ce méme article, les auteurs décrivent une surexpression de I'lL-22
chez les souris déficientes en IL-17 aprés traitement par la bléomycine. Puisque I'lL-22 semblait pro-

inflammatoire dans leur modele, les mémes auteurs se sont demandés pourquoi les souris
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déficientes en IL-17, qui expriment pourtant de grandes quantités d’IL-22, étaient protégées de
I'inflammation pulmonaire. C’est pourquoi ils ont tenté de neutraliser I'lL-22 chez ces souris. Avec
surprise, ils observerent une exacerbation de la pathologie en absence d’IL-17 et d’IL-22. De plus,
I’administration d’IL-22 exogéne a des souris déficientes en IL-17 réduit I'inflammation, alors que la
co-administration d’IL-17 et d’IL-22 exacerbe |la maladie. Ceci prouve donc que I'lL-22 est protectrice
seulement en absence d’IL-17. Les conclusions de cet intéressant travail sont que I'lL-17 et I'lL-22
ensemble jouent un réle pro-inflammatoire dans ce modéle d’inflammation pulmonaire induite par
la bléomycine. En revanche, en absence d’IL-17, I'lL-22 exerce alors un role protecteur. Ces résultats
témoignent de la complexité de la régulation de I'inflammation et nous fournit quelques éléments de
réponses quant aux rdles divergents de I'lL-22 en fonctions des modeéles expérimentaux étudiés.

Il est important de noter que ce modeéle d’inflammation pulmonaire induit par la bléomycine met en
jeu des mécanismes et des réponses immunitaires tres différents de ceux observés dans I'asthme
allergique. La bléomycine induit une réponse neutrophilique a forte composante Thl7 due a
I'expression importante d’IL-6, d’IL-12/23p40 et de TGFB (Huaux et al., 2003; Wilson et al.). Au
contraire, dans notre modele d’inflammation pulmonaire allergique induite par I'ovalbumine, la
réponse est majoritairement Th2 et met en jeu les éosinophiles, les mastocytes et les lymphocytes.
La composante Th17, bien qu’indispensable a I'induction de I'asthme, semble avoir un réle inhibiteur
au cours de la phase effectrice.

Par ailleurs, notre étude a permis de révéler des fonctions différentes de I'lL-17 en fonction de la
disponibilité de I'lL-22. En présence d’IL-22, I'lL-17 est proinflammatoire dans I'asthme établit. Au
contraire, en absence d’IL-22, I'lL-17 semble perdre partiellement ses propriétés proinflammatoires.
Ceci indique que ces deux cytokines pourraient agir en synergie pour réguler I'inflammation
allergique. Cependant, une étude plus approfondie permettra de mieux comprendre les roéles
respectifs de ces deux cytokines au cours de I'inflammation.

Par ailleurs, notre étude a également montré une “balance” dans la production pulmonaire d’IL-17 et
d’IL-22. L'existence de processus de compensation entre ces deux cytokines reste a confirmer.

Dans un autre modele de fibrose pulmonaire, induite par administration répétée de Bacillus subtilis,
Simonian et collegues montrent que la production d’IL-22 par les lymphocytes y6 a un effet
protecteur (Simonian, JEM 2010). Dans cette étude, les auteurs ont identifié les lymphocytes y6
comme étant la principale source d’IL-22. La neutralisation de I'lL-22 entraine une accélération du
dépot de collagene dans les poumons. Auparavant, les auteurs avaient montré que I'lL-17, produite
par les cellules Thl7 et les cellules y5, jouait un réle bénéfique dans ce modele en favorisant
I’élimination de la bactérie. Ainsi, dans ce modele, I'lL-22 et I'IL-17 agiraient en collaboration pour

réduire I'inflammation pulmonaire, éliminer le pathogéne et réduire la fibrose pulmonaire associée.
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En conclusion de ces trois études, il semble que les fonctions de I'lL-22 et de I'lL-17 soient liées.
L'expression différentielle de ces deux cytokines dans les différents modeles d’infections ou
d’inflammations publiés jusqu’a ce jour pourrait expliquer les fonctions pro-inflammatoires ou
protectrices de I'lL-22. Notre étude montre la subtilité du systeme cytokinique, puisqu’'une méme
cytokine peut exercer des fonctions opposées en fonction du micro-environnement inflammatoire.
Les mécanismes par lesquels une méme molécule, signalant par le méme récepteur, peut activer des

réponses différentes, restent a élucider.

3. Lelien avec le récepteur AhR (Aryl hydrocarbon Receptor)

L'incidence des maladies auto-immunes et des maladies allergiques est en constante augmentation
dans les pays industrialisés. Les molécules chimiques présentes dans notre environnement moderne
pourraient dans bien des cas en étre la cause.

Les composés aromatiques polycycliques, obtenus par combustion de matériaux organiques (fumées
de cigarette, de feux de cheminées ou de gaz d’échappement), et les composés chimiques de faibles
poids moléculaires retrouvés dans la nourriture, les cosmétiques ou les polluants de I'environnement
peuvent influencer la physiologie cellulaire et le systeme immunitaire.

Le facteur de transcription AhR est un récepteur cytosolique pouvant étre activé par une multitude
de ligands synthétiques d’origine exogene (appelés xénobiotiques) ou de ligands d’origine endogene.
Parmi les ligands endogénes, on retrouve notamment certains métabolites du tryptophane (FICZ), la
bilirubine et la lipoxin A4. La liaison de ces ligands avec le récepteur AhR induit son changement de
conformation, suivi de sa translocation vers le noyau ou il interagit avec les régions DRE ou XRE
(Dioxin ou Xenobiotic response element) pour activer la transcription de génes cibles.

Les souris déficientes pour le récepteur AhR présentent entre autres une espérance de vie réduite,
des problemes de fécondité, une insuffisance hépatique et des inflammations cutanées spontanées.
Ce qui démontre l'implication de ce récepteur dans de nombreuses fonctions physiologiques
(Matsumura et al., 2009).

Le récepteur AhR est exprimé dans de nombreux types cellulaires y compris les cellules immunes
telles les cellules dendritiques, les cellules de Langherans, les lymphocytes Th17 et Treg, mais pas par
les Thl ou Th2.

L'équipe de Veldhoen en Belgique a étudié spécifiquement le role de ce récepteur dans la
différenciation Th17, puis dans un modele de maladie auto-immune chez la souris (Veldhoen et al.,
2008a). In vitro, I'activation de AhR par un agoniste (FICZ) amplifie la polarisation Th17 et augmente

I'expression de I'lL-17, de I'IL-17F et de I'lL-22. Chez les Th17, I'activation du récepteur AhR semble
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indispensable a la production d’IL-22, puisque les Th17 issus de souris déficientes en AhR n’en
produisent pas.

Dans un modele expérimental murin d’encephalomyelite auto-immune (EAE) dans lequel les Th17
sont importants, I'administration d’agonistes AhR entraine une augmentation et une accélération de
I'apparition de la maladie et une augmentation des signes cliniques (Veldhoen et al., 2008a). Ces
résultats montrent pour la premiere fois in vivo que le traitement par des agonistes AhR pouvait
exacerber une pathologie auto-immune en stimulant les Thl7, suggérant une potentielle
participation des polluants de I'environnement.

Nous avons montré que I'lL-17 et I'lL-22 étaient impliqués dans I'induction de la réponse allergique
chez la souris. On peut donc imaginer une relation entre la recrudescence de I'asthme dans les pays
industrialisés et la multiplication des composés chimiques néfastes dans notre environnement.

En 2005, une équipe japonaise avait montré chez la souris dans un modele d’allergie induit par
administration répétée d’extrait d’ascaris par voie intrapéritonéale, que I'activation par un agoniste
synthétique du récepteur AhR favorisait une réponse de type 1 au dépend de la réponse Th2, avec
pour conséquence une réduction de la production des IgE et de l'infiltration éosinophilique sur le site
d’inflammation (Negishi et al., 2005). Dans ce modele, I'activation de la voie AhR supprime
I'expression du facteur de transcription GATA3 et réduit la réponse allergénique. Au vu des
connaissances actuelles, ces résultats apparaissent étranges puisque les cellules T naives, Thl ou Th2
n’expriment pas le récepteur AhR. On peut cependant envisager que la modulation de la réponse
intervient indirectement par un effet sur les cellules structurales ou sur les cellules dendritiques.
Cette étude suggere que la voie de signalisation AhR pourrait contrdler les réponses immunitaires et

fait de ce récepteur une cible potentielle pour de nouveaux traitements des allergies.

99



ARTICLE 2 : ETUDE DU ROLE DE L'INFLAMMASOME NLRP3 ET DE LA
VOIE DE SIGNALISATION IL-1/IL-1R1 DANS UN MODELE
EXPERIMENTAL D’ASTHME ALLERGIQUE SANS ADJUVANT

Classiquement, les modeles expérimentaux d’asthme allergique chez la souris consistent en une ou
plusieurs immunisations avec un allergéne, le plus souvent par voie intra-péritonéale, suivie de
provocations répétées au niveau des voies aériennes permettant l'induction d’une réponse
inflammatoire similaire a celle observée chez 'humain. La plupart du temps, I'immunisation avec
I'allergéne est faite en présence d'un adjuvant, I'hydroxyde d’aluminium, afin d’augmenter
I'immunogénicité de I'antigéne et de favoriser une réponse Th2 (Kool et al., 2008b).

Plusieurs cytokines de la famille de I'lL-1, telles I'IL-1B, I'IL-1a, I'IL-18 ou I'IL-33, sont impliquées dans
la réponse inflammatoire induite par administrations répétées d’'un méme allergéne. L'IL-1a et I'IL-1B
exercent leurs effets biologiques apres liaison au récepteur IL-1R1 qui recrute alors la protéine
accessoire IL-1RAcP. Ceci active une cascade de signalisation qui aboutit a I'activation des facteurs de
transcription NFkB et AP-1 (Sims et al., 1994).

Bien que I'lL-1a et B possédent des propriétés biologiques semblables, ces deux cytokines différent
au niveau de leur localisation cellulaire, de leur niveau d’expression et de leur type de sécrétion.
L'IL-1B est majoritairement produite par les macrophages et les monocytes activés alors que I'lL-1a
est exprimée constitutivement par un large panel de cellules, y compris les cellules structurales. De
plus, la pro-IL-1a possede un domaine de localisation nucléaire qui lui confére une activité de facteur
de transcription pouvant influencer I'expression de certains génes ou bien la survie cellulaire (Sims
and Smith, 2010).

Peu d’études se sont intéressées au role de la voie IL-1 dans I'asthme allergique. Une premiére étude
avait montré en 2003 que des souris déficientes pour le récepteur IL-1R1 développaient moins
d’inflammation pulmonaire allergique que des souris sauvages aprés immunisation et provocation
avec de faibles doses d’antigéne. En revanche, dans un modele d’asthme induit par de fortes doses
d’antigene en présence d’adjuvant, les souris déficientes en IL-1R1 et les souris sauvages répondent
de facon identique (Schmitz et al., 2003).

Une seconde étude avait révélée une réduction de I’'HRB, de la prolifération des cellules Th2, ainsi
que des IgE spécifiques de I'allergéne dans le sérum chez les souris déficientes pour I'lL-1a, I'IL-1B ou
les souris double déficientes (Nakae et al., 2003a).

Différents groupes ont montré que I’hydroxyde d’aluminium activait la caspase-1 et la production

d’IL-1B via I'inflammasome (Kool et al., 2008b; Lindblad, 2004). Il s’agit d’'un complexe multiprotéique
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activé par des molécules comme I’ATP, le contact d’allergenes, ou des produits libérés par les cellules
mortes comme l'acide urique (Martinon and Tschopp, 2007), et dont I'activation aboutit a I'activation
de la caspase-1 et a la sécrétion d’IL-1B et d’IL-18 matures. Il existe différents types d’inflammasomes
qui se distinguent par leur récepteur NLR et leur assemblage. Le mieux décrit est I'inflammasome
NLRP3.

Des souris déficientes en NLRP3 ou en caspase-1 développent une inflammation pulmonaire
atténuée comparativement aux souris sauvages aprés immunisation et provocation a I'ovalbumine
(Eisenbarth et al.,, 2008). Néanmoins, dans ce modele, les auteurs ont immunisé les souris en
présence d’hydroxyde d’aluminium. Or, on sait que cet adjuvant active l'inflammasome via la
libération d’acide urique (Kool et al., 2008a; Kool et al., 2008b). On peut alors s’interroger sur le réle
de l'inflammasome dans la mise en place de I'inflammation pulmonaire allergique dans un modele
plus proche de la pathophysiologie humaine, n’utilisant pas d’adjuvant.

C’est pourquoi, au cours de notre étude, nous nous sommes appliqués a caractériser la réponse
pulmonaire allergique chez des souris déficientes pour I'inflammasome NLRP3, ou le récepteur IL-1R1
ou les cytokines IL-1a ou B dans un modele expérimental d’asthme allergique dépourvu d’adjuvant,
afin de savoir si lI'inflammasome ou la voie de I'lL-1 participent a l'inflammation allergique
pulmonaire en absence des signaux de dangers induit par I'administration d’adjuvant.

Nos résultats montrent pour la premiere fois que l'inflammasome NLRP3 est impliqué dans la
réponse inflammatoire allergique, y compris en absence d’adjuvant. De plus, nous confirmons que la
voie de signalisation de I'lL-1 est primordiale pour l'induction de cette réponse. L’utilisation
d’animaux spécifiqguement déficients pour la forme a ou B de I'lL-1 a permis de montrer clairement
I'importance de ces deux cytokines, puisque I'absence de I'une ou I'autre de ces cytokines suffit a

inhiber I'inflammation pulmonaire allergique.
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ABSTRACT

Background: Inflammasome activation with the production of IL-1B received substantial attention
recently in inflammatory disease. However the role of inflammasome in the pathogenesis of asthma
is not clear. Using an adjuvant-free model of allergic lung inflammation induced by ovalbumin, we
investigated the role of NLRP3 inlffammasome and related it to IL-1R1 signalling pathway.

Methods: Allergic lung inflammation induced by ovabumin was evaluated in vivo using NLRP3
inflammasome, IL-1R1, IL-1B and IL-1a deficient mice. Eosinophil recruitment, Th2 cytokine and
chemokine levels were determined in bronchoalveolar lavage fluid, lung homogenates and cell
culture supernatants from mediastinal lymph nodes.

Results: Allergic airway inflammation depends on NLRP3 inflammasome activation. Dendritic cell
recruitment into lymph nodes, activation of Th2 lymphocytes in the lung and secretion of Th2
cytokines and chemokines including IL-33 and TSLP are reduced in the absence of NLRP3 and
contribute to a dramatic reduction of allergic inflammation. Absence of NLRP3 and IL-1f is associated
with reduced expression of other proinflammatory cytokines such as IL-13, IL-33, TSLP and IL-6.
Furthermore, the critical role of IL-1R1 signaling in allergic inflammation is confirmed in IL-1R1, IL-1
and IL-1a deficient mice.

Conclusion: NLRP3 inflammasome activation leading to IL-1 production is critical for the induction of

a Th2 inflammatory allergic response.

Keywords: Asthma, NLRP3 inflammasome, allergic inflammation, IL-1R1

Abbreviations used: BAL: bronchoalveolar lavage; COPD: chronic obstructive pulmonary disease; DC:

dendritic cell; EPO: eosinophil peroxidase; OVA: ovalbumin; mLN: mediastinal lymph nodes; TSLP:

thymic stromal lymphopoietin
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INTRODUCTION

Allergic inflammatory response is characterized by activation of Th2 pathway, which is initiated by
the uptake and processing of allergens by professional antigen presenting cells (APCs). APCs present
selected peptides on MHC class Il molecules to naive T cells, followed by B cells activation to
generate IgE antibodies specific for common environmental allergens. Cytokines attributed to a Th2
immune response are IL-4, IL-5 and IL-13 (1, 2).

The inflammasome is a protein complex which plays key role in innate immunity by participating in
the production of proinflammatory cytokines IL-1B and IL-18 (3). NLRP3 is activated by endogenous
danger signals such as adenosine triphosphate (ATP), and uric acid crystals which are released from
dying cells or by hypotonic stress (3-7). Recent evidence on NLRP3 inflammasome highlighted its
crucial role in experimental allergic asthma induced in presence of aluminum hydroxide (alum)
adjuvant (8). Likewise, NLRP3 inflammasome activation by alum was shown to be responsible of the
adjuvant effect of alum leading to IL-1p maturation and humoral adaptive immune response (8, 9).
Mice deficient for NLRP3, ASC and caspase-1 failed to mount a significant antibody response to
antigen administration with alum adjuvant (8). Extracellular ATP is an important mediator in the
pathogenesis of allergic asthma. Elevated ATP levels are found in the airways of patients with asthma
and COPD and in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) from ovalbumin (OVA)-sensitized and
challenged mice (10, 11). In addition, neutralizing extracellular ATP or blocking airway P2 receptors
inhibited allergic lung inflammation in mice (10).

IL-1 is a pro-inflammatory cytokine that regulates multiple aspects of immune and inflammatory
responses (12). It is known that IL-1 can promote mast cell activation and production of Th2
cytokines, suggesting a function of IL-1 in the development of allergic diseases (13-15). IL-1R1 plays a
critical role for the development of Th2 allergic lung inflammation induced with low doses of
ovalbumin in absence of alum adjuvant (16). IL-1a and IL-1 8, both bind to IL-1R composed of two
chains, IL-1R1 and IL-1 receptor accessory protein (IL-1RAcP) (17). The primary sources of IL-1B are
the blood monocytes, tissue macrophages, and dendritic cells (DCs), while fibroblasts and epithelial
cells generally do not produce IL-1B. The IL-1a precursor is expressed constitutively in epithelial cells
where large amounts of the intracellular form of the IL-1R antagonist (iclL-1Ra) are also present (18).
Importantly, elevated concentrations of IL-1 B have been found in the BALF from asthmatic patients
(19).

However the role of NLRP3 inflammasome in allergic asthma in absence of aluminium adjuvant which
correspond to the natural occurring disease remains unclear. In this study, we demonstrate that

NLRP3 inflammasome is required for allergen-specific Th2 cell activation in absence of alum adjuvant
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and confirm that IL-1R1 signalling is critical for the development of mouse model of allergic airway

inflammation.

RESULTS

NLRP3 inflammasome drives allergic airway inflammation

The role of NLRP3 inflammasome in the development of allergic lung inflammation was studied using
NLRP3 gene deficient (NLRP37) and wild type (WT) mice. While WT mice which were sensitized and
challenged with ovalbumin (OVA) develop a robust inflammatory response in the lung, airway
inflammation is dramatically reduced in NLRP3”" mice. In those mice, eosinophil recruitment into the
BAL and the lung is strongly reduced (Fig. 1A, B) and IL-1B in the lung is abrogated (Fig. 1E).
Diminished cellular inflammation and IL-1pB levels are associated with reduced production of IL-5 and
TGFa in the BALF (Fig. 1C, D), TSLP, IL-33 and IL-6 in the lung (Fig. 1F-H), OVA-specific serum IgE levels
(Fig. 11) and the typical Th2 cytokines IL-13 and IL-5 production upon antigen restimulation in lymph
nodes (Fig. 1J, K) and diminished chemokines CCL17 (TARC), CCL11 (eotaxin) and CCL5 (Rantes) (Fig.
1L-N) in the lung. Therefore, the NLRP3 inflammasome is required for the development of Th2 type

lung inflammation and antigen specific immune response.

Disruption of NLRP3 diminishes lung inflammation and mucus hypersecretion

Microscopically, the lung tissue of OVA immunized and challenged WT mice showed peribronchial
eosinophil and lymphocyte recruitment together with mucus hypersecretion and thickening of the
epithelium with hyperplasia of smooth muscle and goblet cells. Consistent with the reduction of lung
inflammation, cell recruitment and mucus overproduction are dramatically reduced in the absence of

NLRP3 (Fig. 2A, B).

Reduced pulmonary CD4+ IL-13+ producing cells in NLRP3 deficient mice.

IL-13 is produced by activated CD4+ T cells and is critical for the promotion of allergic inflammatory
responses by mediating airway hyperresponsiveness (AHR) and mucus hypersecretion (20, 21). To
decipher the importance of NLRP3 inflammasome in IL-13 producing cells in allergic lung
inflammation, we isolated and restimulated lung mononuclear cells from OVA treated WT and
NLRP3”" mice with PMA/ionomycin for 4 hours. Pulmonary CD4+IL-13+ producing cells were
increased in OVA treated WT mice compared to saline controls (Fig. 3A, C). By contrast, CD4+IL-13+

cells were drastically reduced (percentage and absolute numbers) in NLRP3”" mice (Fig. 3A, C). The
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majority of IL-13 producing cells are CD4+ cells but not CD8a+ cells as shown by the representative
dot plot and the histograms (Fig. 3B, D).
Thus, these data suggest that absence of allergic lung inflammation in NLRP3” mice is associated

with a dramatic reduction of recruitment and activation of CD4+IL-13+ cells into the lung.

DCs migration into draining lymph nodes is reduced in absence of NLRP3

Airway DCs sample antigen in the lung and migrate to draining LNs to stimulate naive T cells (22, 23).
To determine whether absence of NLRP3 could have an effect on DCs migration in vivo, OVA-FITC is
administered intranasally to WT and NLRP3 deficient mice and the uptake and transport of OVA-FITC
complex were analyzed in the draining mediastinal lymph nodes (mLN). Twenty four hours after
OVA-FITC administration, enhanced mean intensity fluorescence (MFI) of OVA-FITC+ cells (Fig. 4A)
and OVA-FITC+MHCIl+ DCs (Fig. 4B) were detected in WT mice. Surprisingly, MFI and absolute
numbers of OVA-FITC+ DCs are significantly reduced in the mLN of NLRP3 deficient mice (Fig. 4A, B).
Moreover, DCs activation markers CD40 and CD80 were reduced in NLRP37 mice compared to WT
mice (Fig. 4C, D). Importantly, OVA uptake and processing were not affected in NLRP3 deficient bone
marrow derived DCs (BMDC) in vitro (Fig 4E). Therefore, these data suggest that reduced DC
recruitment and activation in NLRP3 deficient mice may be crucial for a defective Th2 cell response

and allergic inflammation.

Both IL-1a and IL-18 are critical for the development of pulmonary Th2 response

Since the NLRP3 inflammasome is crucial for IL-1B production, we investigated the role of IL-1R1
signaling. Furthermore, we explored the contribution of IL-1a, which is NLRP3 independent in the
development of allergic lung inflammation. Airway inflammation was significantly reduced in OVA-
sensitized and challenged IL-1R1 deficient mice, but also in IL-1a and IL-1B deficient mice. Eosinophil
recruitment in BAL (Fig. 5A) and lung (Fig. 5B) as well as IL-1B, TSLP and IL-33 levels in the lung, and
IL-5 production in the BALF were significantly diminished (Fig. 5C-F). IL-4, IL-5 and IL-13 production in
mediastinal lymph nodes (mLN) cell culture supernatants were reduced in all gene deficient mice
compared to control mice (Fig. 5G-I). Furthermore, the levels of the Th2 specific chemokines, CCL17,
CCL11 and CCL5 in the lung (Fig. 5J-L) were also diminished.

Therefore, the findings obtained in IL-1R1 and IL-1B deficient mice are consistent with a role of
NLRP3 activation. The fact that absence of IL-1a abrogates allergic inflammation may be related to

the diminished IL-1pB level seen in IL-1a” mice.
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Disruption of IL-1R1 signalling diminishes lung inflammation and mucus hypersecretion

The lung tissue of OVA immunized and challenged WT mice showed peribronchial eosinophil and
lymphocyte recruitment together with mucus hypersecretion. These parameters were dramatically
reduced in the absence of IL-1R1, IL-1a and IL-1B (Suppl. Fig. 1A, B). Therefore, both IL-1a and IL-1B

through IL-1R1 signalling are essential in allergic lung inflammation and mucus overproduction.

Disruption of IL-1R1 and IL-18 genes reduced IL-13 producing cells and airway inflammation

To elucidate the importance of IL-13 producing cells in IL-1R1 signaling pathway in allergic asthma
model, we isolated and stimulated lung mononuclear cells from OVA treated WT, IL-1R1”" and IL-1B7
mice with PMA/ionomycin for 4 hours followed by intracellular staining of IL-13. Reduced frequency
and absolute number of CD4+IL-13+ cells were found in IL-1R1 and IL-1B deficient mice (Fig. 6A, B).

Therefore, IL-1R1 signaling is important for IL-13 expression by CD4+ T cells in the lung.
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DISCUSSION

Here we investigated the role of NLRP3 inflammasome and IL-1R1 signalling in OVA induced allergic
lung inflammation in the absence of alum adjuvant in order to avoid any confounding effect of this
strong NLRP3 activator. We report that NLRP3 deficiency causes impaired Th2 response and allergic
lung inflammation with lower eosinophil influx in the airways, and pulmonary Th2 cytokine and
chemokine productions. These effects were accompanied by diminished migration of DCs and IL-13
producing CD4+ T cell recruitment in the lung of NLRP3 deficient mice. We observe similar impaired
responses in IL-1a, IL-1B and IL-1R1 deficient mice.

The exact mechanism by which NLRP3 and IL-1a/B signalling deficiencies reduces recruitment of
inflammatory cell influx is not well documented. Here we demonstrate that expression of the
chemoattractants of eosinophils (CCL11, CCL5) and Th2 lymphocytes (CCL17) were strongly reduced
in NLRP37, IL-1a”", IL-1B” and IL-1R17 mice, suggesting that NLRP3 and IL-1a/P signalling pathways
may participate to the control of chemokine gradients necessary for cell recruitment. Moreover,
reduction of inflammation in NLRP3 deficient mice could be related to an alteration of DCs functions.
DCs are known to be crucial for allergic lung inflammation because they recruit Th2 lymphocytes to
the airways and trigger local Th2 lymphocytes effector cytokine production (23). While antigen
uptake and activation of myeloid DCs was not affected in vitro, the migration and activation of
antigen loaded DCs to mLN was strongly reduced NLRP3 deficient mice. Therefore, lack of DCs affects
Th2 cells accumulation, cytokine and chemokine productions in the lung of NLRP3 deficient mice.
Moreover, TSLP level in the lung was reduced in NLRP3, IL-1q, IL-1B and IL-1R1 deficient mice. These
data could be linked to the defective function of DCs because TSLP is known to induce up regulation
of OX40L on DCs which in turn promoted Th2 cell differentiation (24). TSLP can also directly influence
CD4+ T cells polarization, inducing Th2 cell differentiation and IL-4 synthesis (25, 26). With respect on
the mechanisms of NLRP3 inflammasome activation extracellular ATP has been shown to be
increased in allergic asthma in mice and man and signalling through purinergic receptors has been
shown to play crucial role in inflammasome activation and pathogenesis of allergic lung responses
(10).

IL-33 belongs to IL-1 family cytokines and was known to promote Th2 responses and enhance allergic
inflammation (27). IL-33 can be cleaved by caspase-1 after SER 111 residue to its biological active
form (28) or after ASP 178 residue to an inactive form and by caspase-3 (29). However IL-33 cleavage
was controversial, the exact link between NLRP3 inflammasome and IL-33 remains to be elucidated
(28-30). We found here low levels of IL-33 in saline and OVA treated NLRP3 deficient mice compared

to saline and OVA treated WT mice suggesting that NLRP3 inflammasome may affect IL-33
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production during allergic lung inflammation. In addition, we found reduced IL-33 levels in IL-1q, IL-
1B and IL-1R1 deficient mice compared to WT mice. These data suggest a correlation between the
low level of IL-33 which is known as Th2 cytokine and the inhibition of allergic asthma in IL-1a, IL-1B
and IL-1R1.

IL-1a production has been shown to be under the control of IL-1B since IL-1a expression were
profoundly reduced in the brain of IL-1B deficient mice treated with turpentine (31). In addition, IL-
la production was reduced in caspase-1 deficient mice (32). In this study, we showed significant
reduction of IL-1B production in OVA sensitized and challenged IL-1a deficient mice suggesting that
IL-1B production may be under the control of IL-1a.

In conclusion, we document a critical role of the NLRP3 inflammasome in driving allergic asthma in
the absence of adjuvant. Mechanistically, inhibition of allergic airway inflammation in the absence of
NLRP3 and IL-1 leads to reduced Th2 cytokine/chemokine production, TSLP, IL-6 and IL-33 expression
resulting in diminished migration of DCs in draining lymph nodes and Th2 lymphocyte activation.
Therefore, the NLRP3 containing inflammasome complex and IL-1 are crucial for allergic lung

inflammation and the NLRP3/IL-1 pathway may represent an interesting therapeutic target in allergy.
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METHODS

Mice

C57BL/6 wild-type mice, IL-1R17" (backcross 7) (33), IL-1a”" (backcross 9) (31), IL-1B” (backcross 9)
(31) and NLRP3” (generated directly on C57BL/6 genetic background) (3) mice were bred in our
specific pathogen free animal facility at CNRS, Orléans, France. All knock-out mice were on the
C57BL/6 genetic background. Mice were maintained in a temperature-controlled (23°C) facility with a
strict 12 h light/dark cycle and were given free access to food and water. The experiments were
performed with gender-matched mice aged 8-10 weeks. All protocols were approved by the CNRS
institutional animal research committee and complied with the French Government’s ethical and

animal experiment regulations.

OVA model of allergic airway inflammation

Mice were sensitized subcutaneously twice at days 0 and 7 with 10 pg ovalbumin (OVA, grade V,
Sigma) without adjuvant and were challenged on days 14-16 with 10 pug of OVA by intranasal route.
Control mice were challenged with saline alone. Twenty four hours after the last challenge, mice
were killed and bronchoalveolar lavage (BAL) was performed. Half of the lung was stored at -80°C for
EPO enzyme, cytokines and chemokines analysis and the other half was fixed overnight in buffered

4% formaldehyde solution for histology analysis.

Bronchoalveolar lavage (BAL) and flow cytometry of lung mononuclear cells

BAL was performed by washing the lungs four times with 0.5 ml of saline solution at room
temperature. After centrifugation at 400 x g for 10 min at 4°C, the supernatant (cell-free BAL fluid)
was stored at -20°C for cytokine analysis. FACS on BAL and lung mononuclear cells was performed as

described in supplementary method.

Lung histology

Lungs were fixed in 4% buffered formaldehyde and 3 pum sections were stained with hematoxylin and
eosin (HE) or with periodic acid Schiff reagent (PAS) and examined with a Leica microscope (x400
magnification). Peribronchial infiltrates and mucus hypersecretion were assessed by a semi-

guantitative score (0-3) by two observers independently as described before (34).
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Pulmonary eosinophil peroxidase (EPO) activity
EPO activity was determined in order to estimate the recruitment of eosinophils to the lung

parenchyma as described (35).

Cytokines measurement and antigen-specific IgE by ELISA

IL-4, IL-5, IL-13, TSLP, IL-33, IL-1B, CCL5 (Rantes), CCL11 (Eotaxin), CCL17 (TARC) concentrations in
BAL, cell culture supernatant from mediastinal lymph nodes or lung homogenate and OVA specific
IgE in serum were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), using commercial kits

from R&D (Abingdon, UK) according to the manufacturer’s recommendations.

Lung mononuclear cells isolation and stimulation
Lung mononuclear cells were isolated from mice 24h after the last challenge as described (36).
Isolated lung mononuclear single cells were plated in round bottom 96-well plates (2x10°/ml) and

restimulated 4h in vitro with phorbol 12-myristate 13-acetate (50 ng/ml) and ionomycin (750 ng/ml).

Dendritic cell culture and uptake of OVA-FITC

Dendritic cell culture and OVA-FITC uptake was described in the supplementary methods

Statistical analysis

The data are presented as the mean + SEM with n = 6 animals per group. The significance of
differences between two groups was determined by one way ANOVA (non parametric test), followed
by Bonferroni comparison test using Prism software. Statistical significance was reported if P < 0.05

was achieved.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. NLRP3 mediates allergic inflammation

BALF cell differential counts of WT and NLRP3” mice sensitized by s.c. injection of OVA on days 0 and
7 and exposed on days 14-16 to intranasal OVA challenges (A). Eosinophil recruitment to the tissue
was estimated by measuring eosinophil peroxidase activity (EPO) in the lung tissue homogenates
given in optical density (OD 490 nm) values in (B). Th2 cytokines and chemokines production in lung,
BAL and mLN and OVA-specific serum IgE levels were determined by ELISA (C-N). The IgE levels are
expressed as OD at 405 nm. These experiments were performed 3 times. One representative
experiment is shown. Values are the mean + SEM of 8-10 mice per group. *P< 0.05; ** P< 0.01; ***

P<0.001.

Figure 2. Reduced lung inflammation after OVA exposure in NLRP3”" mice

Lung sections from saline and OVA-sensitized and challenged WT and NLRP3” mice were stained
with hematoxylin and eosin (HE) to visualize cell recruitment (A) and with periodic acid schiff reagent
(PAS) to visualize mucus (B), as shown by the arrows .The extend of peribronchial and perivascular
inflammation was scored by two independent observers (C). Magnification is x 400. These
experiments were performed 3 times. One representative experiment is shown. Values are the mean

+ SEM of 6 mice per group (B). *** P< 0.001.

Figure 3. Reduced IL-13 production in NLRP3”" mice after OVA exposure

OVA sensitized WT and NLRP3”" mice were challenged three times with OVA. 24 hours after the third
challenge, lung mononuclear cells were isolated and restimulated with PMA (50 ng/ml) and
ionomycin (750 ng/ml) in presence of Brefeldine A followed by extracellular staining of TCRB, CD4
and CD8a, and intracellular staining of IL-13. Representative dot plots (A, B), frequency and cell
numbers of CD4+ IL-13+ (C) and CD8a+ IL-13+ (D) cell populations are given. These experiments were

performed 3 times. Values are the mean + SEM of 6 mice per group. * P<0.05; ** P< 0.001.

Figure 4. Reduced DCs migration in mLN of NLRP3 deficient mice

OVA-FITC was administrated in the lung of WT and NLRP3”" mice by intranasal route, DCs antigen
uptake and migration were followed twenty hours later in mLN. Mean of fluorescence intensity (MFI)
of OVA-FITC (A), absolute number of OVA-FITC+ MHCII+ DCs cells (B), OVA-FITC+CD80+ DCs cells (C),
and OVA-FITC+CD40+ DCs cells (D) were analyzed in mLN. In vitro OVA-FITC uptake on bone marrow
derived dendritic cells (BMDC) from WT and NLRP3”" mice was analyzed (E). These experiments were

performed 3 times. Values are the mean + SEM of 6 mice per group. *P< 0.05.
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Figure 5. IL-1R1 signaling is critical during allergic response

BALF cell differential count, measured by flow cytometry, of WT, IL-1R1, IL-1a and IL-1 deficient
mice sensitized by subcutaneous injection of OVA on days 0 and 7, and exposed on days 14-16 to
intranasal OVA challenges (A). Eosinophil recruitment into the tissue was estimated by measuring
eosinophil peroxidase activity (EPO) in the lung tissue homogenates given in optical density (OD 490
nm) values in (B). Th2 cytokines and chemokines production in lung, BAL, mLN and OVA-specific IgE
levels in serum were determined by ELISA (C-L). The IgE levels are expressed as OD at 405 nm. These
experiments were performed 3 times. One representative experiment is shown. Values are the mean

+ SEM of 6 mice per group. *P< 0.05; ** P<0.01; *** P< 0.001.

Figure 6. IL-1a and IL-1B signalling are necessary for IL-13 producing CD4+ T cell recruitment in the
lung

IL-13 producing T cell subsets in lung of OVA-sensitized and challenged WT, IL-187 and IL-1R17" mice
were assessed by flow cytometry. Lung mononuclear cells were stained were isolated and
restimulated with PMA (50 ng/ml) and ionomycin (750 ng/ml) in presence of Brefeldine A followed
by extracellular staining of TCRB and CD4 and intracellular staining of IL-13. The frequency and
absolute cell number of CD4+IL-13+ (A, C) cell populations are given. Representative dot plot,
frequency and absolute number of IL-13+CD4+ cells gated on TCRB+ cell populations (A-C) were
shown. These experiments were performed 3 times. Values are the mean + SEM of 6 mice per group.

* P<0.05; ** P<0.01.

SUPPLEMENTARY FIGURE LEGEND

Supp. Fig. 1. Diminished lung inflammation after OVA exposure in IL-1R1, IL-1a and IL-1B deficient
mice

Lung sections from OVA-sensitized and challenged WT and IL-1R1, IL-1a and IL-1B deficient mice
were stained with hematoxylin and eosin to visualize cell recruitment and with periodic acid schiff
reagent (PAS) to visualize mucus (A), as shown by the arrows. The extend of peribronchial and
perivascular inflammation and mucus production was scored by two independent observers (B).
Magnification is x 400. The bars in (B) represent the mean + SEM of 6 mice per group. *P< 0.05;** P<
0.01; *** P<0.001; ns, not significant.
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Figure 6
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Supplementary figure 1
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Discussion article 2

Depuis une dizaine d’années, la compréhension des mécanismes d’induction de I'asthme allergique a
énormément progressé. On sait aujourd’hui que la contamination de I'antigéne par des motifs
dérivés des pathogénes (PAMP), comme le LPS, est nécessaire a I'activation des cellules dendritiques
et a la génération de la réponse Th2 allergique (Eisenbarth et al., 2008).

L'activation des cellules dendritiques par les PAMP entraine entre autres la synthése de la pro-IL-1B
et de la pro-IL-18. La maturation de ces cytokines nécessite un second signal afin d’activer
I'inflammasome et la caspase-1. Ce second signal consiste en des signaux de danger endogénes
(DAMP) tels que I’ATP ou I'acide urique libérés par les cellules mortes. En présence de ces deux
signaux, on observe une forte sécrétion d’ll-1B mature qui agit alors sur divers types cellulaires pour
induire une réponse Th2 forte (Dinarello, 2009).

Récemment, I'équipe de Lambrecht a montré que I'hydroxyde d’aluminium, un des seuls adjuvant
utilisé en vaccination humaine entrainait une mort cellulaire au niveau du site d’injection, qui
s’accompagne d’une libération de signaux de danger fournissant ainsi le second signal et permettant

de potentialiser la réponse vaccinale (Kool et al., 2008b).

Nos résultats apportent de nouveaux éléments de compréhension dans les mécanismes d’activation
de I'inflammasome NLRP3. Nous avons observé que la présence d’adjuvant n’était pas nécessaire a
I’activation de cet inflammasome, ni a la libération d’IL-1B mature. En effet, des souris déficientes en
NLRP3 développent une réponse pulmonaire allergique réduite comparativement aux souris
sauvages. On observe notamment, une réduction importante de I'éosinophilie, des cytokines Th2 et
des chimiokines au niveau pulmonaire, ainsi que des IgE spécifiques de I'antigene dans le sérum.

En absence de I'inflammasome NLRP3, les cellules dendritiques perdent une partie de leur capacité a
internaliser les antigénes et se retrouvent en nombre restreint dans les ganglions lymphatiques
drainants par rapport aux souris sauvages. De plus, ces cellules expriment moins le CMH de classe |l
et les molécules de costimulation CD40 et CD80 que des cellules issues de souris sauvages.
L'ensemble de ces observations indique que I'absence de NLRP3 entraine une atténuation de la
réponse inflammatoire au niveau pulmonaire, mais également au niveau systémique. A ceci s’ajoute
une tres forte diminution de la sécrétion d’IL-1f3 dans les poumons des souris déficientes pour NLRP3,
ce qui peut évidement jouer un réle dans I'atténuation de la réponse chez ces souris. En effet, notre
étude montre qu’une rupture de la voie IL-1R1 a pour conséquence une réduction massive de la
réponse inflammatoire allergique.

De facon surprenante, la déficience en IL-1a ou en IL-1B aboutit a un phénotype semblable,

indiquant que ces deux cytokines seraient d’importance égale dans cette pathologie. Les souris
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déficientes en IL-1R1, IL-1a ou IL-1P développent une inflammation pulmonaire réduite, aussi bien au
niveau du recrutement cellulaire, qu’au niveau de la production de cytokines pro-inflammatoires. De
méme, la production d’IgE spécifiques de I'allergéne est diminuée de facon identique chez toutes ces
souris.

Nous avons également observé une diminution significative de la production de TSLP dans les
poumons des souris déficientes en IL-1a, IL-1B ou leur récepteur. Or, cette cytokine favorise la
réponse Th2 en augmentant I'expression de OX40L sur les cellules dendritiques (Nakae et al., 2003a;
Soumelis and Liu, 2004; Zhou et al., 2005). De méme, la production des chimiokines de recrutement
des éosinophiles et des lymphocytes Th2 (CCL11, CCL5 et CCL17) apparait dramatiquement réduite
chez les souris déficientes pour I'lL-1a, I'IL-1B ou leur récepteur, ce qui explique la diminution des
signes pulmonaires.

Notre étude révéle un role critique de I'lL-1a et de I'lL-1B puisque I'absence de I'une ou l'autre de ces
cytokines affecte considérablement la réponse inflammatoire allergique. Cela signifie que ces deux
cytokines sont nécessaires pour induire une réponse de méme amplitude que celle observée chez les
souris sauvages.

Il ne faut cependant pas ignorer la possibilité d’une régulation de la forme a par la forme B, et
inversement. Différents exemples dans la littérature mentionnent une diminution de la production
d’IL-1B chez les souris déficientes en IL-1a ou en caspase-1 (Horai et al., 1998; Kuida et al., 1995). Des
variations importantes au niveau ARNm ont été détectées chez les souris dont les génes de I'lL-1a ou
de I'lL-1B ont été supprimés. Par exemple, I'expression de '’ARNm de I'lL-1f3 est diminuée de 1,5 fois
chez les souris déficientes en IL-1a par rapport a une souris sauvage. A l'inverse, les taux d’ARNm de
I'lL-1a sont 30 fois inférieurs a la normale chez une souris déficiente en IL-1B (Dinarello, 2009). Ces
observations suggerent qu’il existe des mécanismes de régulation entre ces deux cytokines, qui
doivent étre pris en compte pour l'interprétation des études utilisant ces lignées de souris.

Dans notre étude, les taux protéiques pulmonaires d’IL-1B sont diminués chez les souris déficientes
en IL-1a. Mais nous ne pouvons affirmer s’il s’agit d’'une régulation négative de I'lL-1B ou d’une
diminution globale de I'inflammation en absence d’IL-1a. Il est important de noter que malgré leurs
fonctions proches, il semblerait qu’aucun systeme de compensation entre ces deux cytokines ne se

soit mis en place chez ces souris déficientes pour le gene de I'lL-1a ou B.
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ARTICLE 3 : ETUDE DE I'INTERLEUKINE-33 DANS L’ACTIVATION ET LA
MATURATION DES CELLULES DENDRITIQUES DANS UN MODELE
MURIN D’ASTHME ALLERGIQUE

Bien avant la découverte de la voie IL-33/ST2, plusieurs équipes avaient suggéré I'existence d’une
voie d’activation des lymphocytes Th2 indépendante de I'lL-4 et de I'IL-5. Des 1998, Hogan et
collegues avaient remarqué que les souris déficientes en IL-4 et IL-5 présentaient une infiltration
cellulaire réduite dans les poumons et une diminution des IgE sériques, mais développaient toujours
I'HRB aprés immunisation et provocation a I'ovalbumine (Hogan et al., 1998). De méme, les essais de
thérapies anti-IL-4 et/ou anti-IL-5 chez les patients asthmatiques n’ont qu’une efficacité partielle
(Walsh, 2008).

L'implication de la voie ST2/IL-33 dans le développement de la réponse Th2 et 'HRB est aujourd’hui
bien décrite dans la littérature. De méme, |'utilisation de souris déficientes pour I'lL-33 ou son
récepteur ST2, ou bien I'administration d’anticorps neutralisants dirigés contre I'lL-33 ont montré
une réduction significative de I'inflammation pulmonaire allergique (Coyle et al., 1999; Kurowska-
Stolarska et al., 2008; Liu et al., 2009; Lohning et al., 1998 ; Oboki et al., 2010 ).

De part son effet direct sur les mastocytes, les basophiles et les éosinophiles, I'lL-33 amplifie la
réponse inflammatoire pulmonaire et contribue a I'exacerbation de I’'HRB (Ali et al., 2007; Cherry et
al., 2008; Moulin et al., 2007; Pecaric-Petkovic et al., 2009; Stolarski et al., 2010; Suzukawa et al.,
2008 ). L'IL-33 agit également sur les lymphocytes Th2 en favorisant leur recrutement et leur
production d’IL-5 et d’IL-13 (Komai-Koma et al., 2007; Kurowska-Stolarska et al., 2008). A ceci se
rajoute un effet positif de I'IL-33 sur la production de cytokines Th2 (incluant I'lL-4) sur les cellules NK
et NKT (Bourgeois et al., 2009; Smithgall et al., 2008).

Toutefois, relativement peu d’informations sont disponibles quant a I'effet de I'lL-33 sur les cellules
dendritiques. On sait pourtant que I'IL-33 est produite tres tot par les cellules épithéliales
pulmonaires aprés exposition a I'allergene (Hammad et al., 2009; Humphreys et al., 2008 ; Oboki et
al., 2010) et que les cellules dendritiques jouent un réle déterminant dans I'induction de la réponse
Th2.

Une étude réalisée in vitro a montré que des cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse
exprimaient le récepteur ST2 et répondaient a I'lL-33 en sur-exprimant le CMH-Il et CD86 (Rank et al.,
2009). Cette méme étude révele que la co-culture de cellules dendritiques et de lymphocytes T naifs
en présence d’IL-33 entrainait la production d’IL-5, d’IL-6 et d’IL-13 par les cellules T, suggérant un

role de I'lL-33 dans la différenciation Th2.
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Afin de vérifier les effets de I'lL-33 sur les cellules dendritiques, nous avons étudié I'activation de ces
dernieres au cours de la phase d’immunisation, puis lors des provocations allergéniques dans un

modele d’inflammation pulmonaire allergique chez des souris sauvages ou déficientes pour le

récepteur ST2.
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ABSTRACT

IL-33, a new member of the IL-1 family cytokine, is involved in Th2-type response in a wide range of
diseases and signals through the ST2 receptor expressed on many immune cells. Since the effects of
IL-33 on dendritic cells (DCs) remain controversial, we investigated IL-33 ability to modulate DCs
functions in vitro and in vivo. Here, we report that IL-33 activates myeloid DCs to produce IL-6, IL-1,
TNF, CCL17 and to express high levels of CD40, CD80 and OX40L. Importantly, IL-33-activated DCs
prime naive lymphocytes to produce Th2 cytokines IL-5 and IL-13, but not IL-4. Using an OVA-induced
allergic lung inflammation model, we demonstrate that the reduced airway inflammation in ST2-
deficient mice correlates with failure in DCs activation and migration to the draining lymph nodes.
Finally, we show that adoptive transfer of IL-33-activated DCs exacerbates lung inflammation in a DC-
driven model of allergic airway inflammation. These data demonstrate for the first time that IL-33
activates DCs during antigen presentation and thereby drives a Th2-type response in allergic lung

inflammation.

Key words: cytokines, IL-33, dendritic cell, allergy, lung inflammation

Abbreviations used in this paper: BAL, bronchoalveolar lavage; DCs, dendritic cells; EPO, eosinophil

peroxidase; mLN, mediastinal lymph node; OVA, ovalbumin.
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INTRODUCTION

Allergic asthma is a chronic disorder characterized by eosinophilic airway inflammation, mucus
hypersecretion, antigen-specific-IgE antibodies and increased airway hyperesponsivness (AHR) [1, 2].
The process of airway inflammation involves various cells types, such as eosinophils, mast cells,
lymphocytes and dendritic cells. Th2 cells have been shown to play a predominant role in allergic
asthma and Th2 cytokines, such as IL-4, IL-5 and IL-13, exacerbate disease severity [3, 4]. IL-33, the
recently discovered Th2 cytokine, is found at high levels in plasma of asthmatic patients [5, 6] and in

the lung of mouse during experimental allergic asthma [7, 8].

IL-33 is @ member of IL-1 family [9-11]. Like IL-1B or IL-18, IL-33 is synthesized as a precursor form
and can be cleaved by caspase-1 and 3 [12, 13] but the cleavage products are biologically less active
than the precursor. In contrast to the other IL-1 family members, IL-33 is mainly expressed in non-
hematopoietic cells such as fibroblasts, epithelial cells and endothelial cells [10, 14, 15]. Because of
its nuclear localization sequence, I1L-33 is usually present in the nucleus, where it acts as a potential
transcriptional repressor [16]. Recently, IL-33 has been shown to be released from necrotic cells and

may act as an alarmin in a similar manner of IL-1a [17] or HMGB1 [18, 19]

IL-33 signals through a heterodimeric membrane receptor composed of ST2 and IL-1R1 accessory
protein (IL-1RAcP) and activates basophils [20, 21], mast cells [22, 23], eosinophils [24, 25], NK and
NKT cells [26], Th2 lymphocytes [5, 27] and macrophages [14]. In accordance with its Th2 functions,
administration of IL-33 into naive mice induces severe inflammation in the lung and digestive tract
with elevated levels of IL-4, IL-5 and IL-13, splenomegaly and increased serum immunoglobulin [10].
IL-33 has also been reported to polarize naive CD4+ T cells into a population of T cells which produces
IL-5 and IL-13, but no IL-4 [5]. Polarization of this atypical Th2 population is independent of IL-4,
STAT6 and GATA3. On macrophages, IL-33 amplifies IL-13-mediated polarization of alternatively
activated macrophages (AAM) to produce CCL17 and CCL24 which contribute to airway inflammation
[14].

Limited information is available on the role of IL-33 in DCs function. During mouse bone marrow DCs
differentiation, IL-33 was shown to promote DCs generation in vitro by triggering GM-CSF production
by other bone marrow leukocyte populations [28]. Myeloid DCs generated in the presence of IL-33
exhibit a relatively limited T cells stimulatory capacity compared with conventional DCs cultures

established with GM-CSF. On the other hand, Rank et al. reported that mature DCs treatment with IL-
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33 upregulated cell-surface expression of MHC class Il molecule and the costimulatory molecule
CD86 [29]. Furthermore, IL-33-activated DCs could polarize CD4+ T cells to produce IL-5 and IL-13,

suggesting that IL-33 may play a role in the induction of adaptive immune responses.

Since DCs are crucial for the promotion of allergic asthma, we therefore investigated the role of IL-33
on DCs function in allergic airway inflammation. First we showed that DCs directly respond to IL-33
through ST2 leading to an upregulation of cell surface costimulatory molecules CD40 and CD8&0, and
an increased production of proinflammatory cytokines and chemokines IL-6, IL-18, TNF and CCL17
(TARC). DCs treated with IL-33 prime naive T cells to produce the pro-allergic cytokines IL-5 and IL-13.
Reduced DCs activation was observed in ST2-deficient mice compared to WT mice after allergen
sensitization and challenge. Finally, we demonstrated that adoptive transfer of IL-33-activated DCs
into naive recipient mice enhanced lung airway inflammation. Therefore we showed here that IL-33

plays a critical role during antigen sensitization through DCs activation.
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RESULTS

IL-33 activates bone marrow derived dendritic cells in vitro

DCs, the most powerful antigen-presenting cells, are considered as the key player on initiating and
maintaining allergic Th2 immune response to inhaled allergens in asthma [30]. Since ST2 is expressed
in DCs at both transcriptional and protein levels [29], we decided to fully characterized IL-33 effects
on DCs. Bone marrow-derived DCs (BMDCs) were cultured twenty four hours with increasing
concentrations of recombinant murine IL-33. We found that 1 ng/ml of IL-33 significantly activates
DCs to produce the proinflammatory cytokines IL-6, IL-13, TNF and the chemokine CCL17 (Figure 1A).
In addition, IL-33 induced up-regulation of CD40, CD80 and OX40L expression on DCs (Figure 1B), but
has no effect on MHC class Il molecule or CD86 expression (data not shown). The IL-33 effects were
dose-dependant and the maximal effect was found at 10 ng/ml. IL-33 treatment has no effect on
ST2-deficient BMDCs. These results demonstrate that IL-33 potently activates DCs through ST2,

leading to IL-6, IL-18, TNF and CCL17 production and co-stimulatory surface molecules expression

IL-33-activated DCs promote T-cell proliferation and Th2 polarization

The results on BMDCs maturation suggested that IL-33 may increase the ability of these cells to
stimulate T cells. To investigate this possibility, we performed co-culture experiments. DCs were
cultured with or without IL-33 for twenty four hours, then washed twice and co-cultured with CFSE-
labelled naive CD4+ T cells from DO11.10 mice (OVA-TCR transgenic BALB/C mice) in the presence of
the OVA-specific peptide. After six days of co-culture, CD4+ T cells proliferation was assessed by flow

cytometry. IL-33-activated DCs increased T cells proliferation compared to untreated DCs (Figure 2A).

To determine whether IL-33-activated DCs can influence T cell polarization, we co-cultured CD4+ T
cells from naive WT mice with DCs in the presence of increasing doses of IL-33. DCs alone or T cells
cultured alone were used as controls. Cytokine levels were analysed after 6 days in the culture
supernatants. CD4+ T cells cultured with DCs in the presence of IL-33 produced IL-5 and IL-13 in a
dose dependent manner (Figure 2B), but no IL-4, IL-10 or IFNy were detected (data not shown). This
is consistent with previous reports that IL-33 drives an atypical Th2 response [5, 29]. Absence of INFy
or IL-10 in the co-culture supernatant indicates that IL-33 does not favour Thl or Treg polarization.
No cytokine was detected in the supernatants of CD4+ T cells cultured alone, even in the presence of
IL-33 (data not shown). These results indicate that IL-33 has no direct effect on naive T cells, but

rather acts through DCs.
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Reduced DCs activation in ST2-deficient mice after OVA sensitization

To determine whether the observed properties of IL-33 on DCs had physiological significance, the
immune response induced after OVA sensitization was assessed in wild-type (WT) and ST2-deficient
mice. Mice were subcutaneously immunized twice with OVA or saline on day 0 and 7. DCs activation
in lymph nodes (LN) was analysed a week after the last immunization. As expected, CD11c+ DCs from
LN of OVA sensitized mice displayed increased expression of the maturation molecules CD40 and
CD80 compared to saline control mice (Figure 3A). In contrast, CD40 and CD80 expression on DCs
was significantly lower in OVA immunized ST2-deficient mice compared to WT mice. MHC class I

expression was similar in the two groups of mice (data not shown).

Cells isolated from total lymph nodes of WT or ST2-deficient mice were re-stimulated in vitro with
anti-CD3 and anti-CD28 antibodies for 48 hours to assess Th2 cytokines production. High levels of IL-
4, IL-5 and IL-13 were found in cell culture supernatant from WT mice after OVA sensitization (Figure
3B). By contrast, IL-4, IL-5 and IL-13 levels were significantly reduced in cell culture supernatant from
OVA-treated ST2-deficient mice compared to WT mice. INFy levels were similar in cell culture
supernatant from WT and ST2-deficient mice. These data suggest that IL-33/ST2 pathway is involved

in Th2 cells priming by DCs in vivo after antigen exposure.

ST2-deficient mice develops attenuated allergic airway inflammation

Since we observed that DCs activation and Th2 cytokines were reduced in ST2-deficient mice after
allergen sensitization, we next compared the immune response of WT and ST2-deficient mice after
OVA sensitization and challenge. WT and ST2-deficient mice were sensitized twice with OVA in
absence of aluminium adjuvant (alum) on day 0 and 7, and challenged intranasally with OVA on day
14, 15 and 16. Control mice received saline during antigen challenge. Twenty four hours after the last
challenge, the severity of pulmonary inflammation was assessed. OVA sensitized and challenged WT
mice showed a significant increase of allergic lung inflammation with eosinophil influx in the BAL and
lung (Figure 4A), increased levels of IL-1B, CCL5 (RANTES), CCL11 (eotaxin) and CCL17 in the lung
(Figure 4B) and IL-5 in the BAL (Figure 4C). Serum OVA-specific IgE was also enhanced in WT mice
challenged with OVA compared to saline mice (Figure 4D). By contrast, all these parameters were
reduced in OVA sensitized and challenged ST2-deficient mice (Figure 4A-D). Histological analysis of
the lung of asthmatic mice revealed peribronchial and perivascular cell infiltrations after OVA
challenge, accompanied by goblet cells hyperplasia and mucus hypersecretion in WT mice (Figure
4E). ST2-deficient mice exhibited reduced lung pathology after antigen challenge, with less

inflammatory cell infiltration and mucus secretion than in WT mice (Figure 4F).
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Activation and migration of DCs are impaired in ST2-deficient mice

To determine whether DCs activation and migration were altered in ST2-deficient mice, we analyzed
DCs phenotype in lung and mediastinal LN (mLN) twenty four hours after the last challenge. Absolute
number of DCs was significantly enhanced in the lungs and in mLN of OVA-sensitized and challenged
mice compared to saline challenged mice (Figure 5A). DCs number in the lung of ST2-deficient and
WT mice was similar, indicating that innate immunity was not altered in the absence of ST2.
However, CD40 and CD80 expression on lung DCs was significantly reduced in ST2-deficient mice
after OVA challenge. Furthermore, DCs number was markedly reduced in mLN of ST2-deficient mice
compared to WT mice (Figure 5B). CD40 and CD80 expression was also decreased in the absence of
ST2. This indicates that in the absence of IL-33 signalling, activation of DCs is impaired in the lung
leading to reduced migration into mLN.

To address the ability of DCs to induce a Th2 response in an antigen-specific manner, cells from mLN
were ex vivo re-stimulated with OVA. Th2 cytokines were detected in culture supernatants after five
days. Increased Th2 cytokines production was found in the supernatant of mLN cells from OVA
sensitized and challenged WT mice. Supernatants of mLN cells from ST2-deficient mice showed a
significant reduction of IL-4, IL-5 and IL-13 (Figure 5C). Collectively, these results demonstrated that

Th2 cells response induced by DCs is impaired in ST2-deficient mice in allergic airway inflammation.

IL-33-activated and OVA-pulsed DCs enhance airway inflammation

To directly demonstrate the involvement of IL-33-activated DCs during antigen sensitization, we
transferred OVA-pulsed DCs, pre-treated or not with IL-33 into naive recipient mice. The recipient
mice were challenged with OVA ten days after cell transfer (at days 10-12) to induce allergic airway
inflammation. Twenty four hours after the last challenge, the severity of inflammation was assessed.
In mice receiving unpulsed DCs, few inflammatory cells were found in the BAL fluid after allergen
challenge (Figure 6A). In contrast, in mice receiving OVA-pulsed DCs, a strong cellular recruitment of
eosinophils occurred in the BAL. The EPO activity was significantly increased in lung homogenate of
mice transferred with OVA pulsed-DCs treated with IL-33 as compared to mice transferred with
control OVA-pulsed DCs (Figure 6B). The ex vivo treatment of OVA-pulsed DCs with IL-33 significantly
increased the potential of these cells to induce eosinophilic airway inflammation in mice. These data
demonstrate that IL-33 has the ability to significantly affect DC maturation, thereby leading to Th2

priming and allergic airway inflammation.
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DISCUSSION

At the crossroad of innate and adaptive immunity, DCs have an important role in determining how
allergic immune response are initiated and modulated. Located alongside epithelial cells in the skin
and the airway, DCs have the ability to capture allergens and subsequently present them to naive
lymphocytes in draining lymph nodes. The outcome of the DCs induced T-helper cell polarization
depends of the type of antigen captured, the route of exposure and the microenvironment. Indeed,
Hammad et al. has shown that epithelial cells release GM-CSF, TSLP, IL-25 and IL-33 within hours
following house dust mite (HDM) administration [31]. These molecules activate DCs and profoundly

affect the production of Th2 type cytokines by CD4+ T cells [32-36].

Here we report a critical role of IL-33 on DCs activation, maturation and capacity to initiate a Th2
mediated allergic inflammation. In vitro, we observed that IL-33 potently activates BMDCs to produce
pro inflammatory cytokines IL-6, TNF, IL-1B and the chemokine CCL17, but not IL-12p40 or IL-23p19
(data not shown). IL-6 and CCL17 production by DCs was related to T cells differentiation into Th2
type [7, 37, 38]. We also found that IL-33 treatment up-regulates cell surface expression of CD40,
CD80 and OX40L on DCs. It has been shown that interaction between membrane OX40L on DCs with
0OX40 (CD134) on naive T cells results in the induction of IL-4 production by T cells followed by their
subsequent polarization into Th2 subset [39, 40]. Taken together, these results suggest that IL-33
directly activates DCs to produce pro-Th2 cytokines/chemokines, and co-stimulatory surface
molecules. It was reported that IL-33 upregulated MHC-Il and CD86 expression on DCs [29]. We did
not observe any change in the expression of these surface molecules. This discrepancy may be
explained by technical differences in the approach such as the composition the medium or the purity

of CD11c+.

In accordance with a previous report, we observed that IL-33-activated-DCs primed naive CD4+ T
cells to produce pro-allergic cytokines IL-5 and IL-13, but no IL-4 [5]. Importantly, we found that naive
CD4+ T cells did not respond to IL-33 in absence of DCs. This observation is consistent with the fact
that naive T cells do not express ST2 and that IL-33 did not induce Th2 cytokines in non-polarized
CD4+ T cells [10, 41, 42]. Cytokine expression pattern of T cells polarized by IL-33-activated DCs
differs from classical Th2 cells by the absence of IL-4 production. An atypical Th2 subset upon IL-33
activation has been reported, which is independent of IL-4, GATA3 and TCR engagement [26, 29].
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The contribution of IL-33 on asthma symptoms by its direct action on mast cells, basophils,
eosinophils and Th2 cells has been well documented [20-25]. Recently, it has been shown that
resolution of allergic inflammation and airway hyperresponsiveness is dependent on the disruption
of the ST2/IL-33 pathway [8] and that IL-33 neutralizing antibodies treatment inhibits airway
inflammation in mouse [43]. Using ST2 -deficient mice, we demonstrated here that IL-33 signalling is
necessary upon antigen sensitization to mount an efficient Th2 response. ST2-deficient mice showed
a reduced activation of DCs in lymph nodes after antigen sensitization. In vitro re-stimulation of LN
cells from ST2-deficient mice displayed a reduced Th2 response, with a reduction of IL-4, IL-5 and IL-
13 production in the supernatant. This indicates that Th2 cells priming by DCs is impaired in the
absence of IL-33 signalling during sensitization phase and that IL-4 may in some extend also be

dependent of IL-33.

As described in previous studies, ST2-deficient mice resulted in significantly attenuated allergic
airway inflammation with a reduction of eosinophil recruitment in the BAL, associated with a
decrease in pro inflammatory cytokines and chemokines compared to WT mice. Interestingly, we
observed that cells from mLN of ST2-deficient mice produced less Th2 cytokines, IL-4, IL-5 and IL-13
after antigen in vitro restimulation than cells isolated from WT mice. This observation contrasts with
Kurowska et al. study which showed that absence of IL-33 signalling does not affect IL-4 production
[5, 44]. This discrepancy can be explained by the difference in the asthma protocols or the doses of
antigen administrated during immunization [44-46]. Our model, using two sensitizations with low
dose of OVA (10 pg/mouse) without adjuvant, followed by three OVA challenges (10 pg/mouse),
seems to favour the development of classical Th2 cells which produce IL-4, IL-5 and IL-13, since we

showed a reduction of all these cytokines in ST2-deficient mice.

We next found reduced DCs activation in the lung of ST2-deficient mice after OVA challenges
compared to WT mice. Local administration of the antigen during challenge probably results in the
release by epithelial cells of inflammatory molecules such as IL-33, which could modulate DCs
functions in vivo. In the absence of ST2, lung DCs appear to be less activated than in WT mice.
Interestingly, absolute numbers of DCs are similar in WT and ST2-deficient mice, indicating that DCs
are normally present in the lung, but fail to up-regulate co-stimulatory molecules after antigen
challenges. In contrast, a reduced number of DCs was found in mLN of ST2-deficient mice compared
to WT mice. This finding suggests that in the absence IL-33 signalling, migration of lung DCs into mLN
is impaired leading to a reduced Th2 response. DCs-transfer experiment confirmed that IL-33

increases the immunostimulatory properties of DCs since IL-33-treated DCs enhance lung
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eosinophilic inflammation. Together, these data support the notion that IL-33 plays a critical role in

the initiation of lung allergic inflammation through DCs activation.

In summary, our results reveal a novel role of IL-33 in enhancing DCs capacity to induce Th2 priming
in the context of allergic airway inflammation. We provide evidence that IL-33 signalling plays a
critical role in DCs maturation and functions upon antigen sensitization, as in established allergic
asthma. The role of epithelial cells in the control of Th2 sensitization and asthma development is
emerging. Further studies are required to define precisely how IL-33 and others alarmins regulate

adaptive immunity by altering dendritic cell functions.

137



MATERIAL AND METHODS

Mice

Female BALB/C and ST2-deficient mice (8-10 weeks old) were bred in our specific pathogen free
animal facility at CNRS (Orléans, France). ST2-deficient mice were originally provided by Andrew N.J.
McKenzie (Medical Research Council Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, UK) [47]. Mice
were maintained in a temperature controlled (23°C) facility with a strict 12h light/dark cycles and
were given free access to food and water. Animal experiments were performed according to the

French Institutional Committee.

Generation and stimulation of bone marrow derived dendritic cells (BMDCs)

Bone marrow cells from WT or ST2-deficient mice were cultured in RPMI 1640 medium,
supplemented with 10% FCS (Hyclone), L-glutamine (2 uM, Invitrogen), B-Mercaptoethanol (50 nM,
Invitrogen), penicillin (100 U/ml, Invitrogen), streptomycin (100 pg/ml, Invitrogen) and 5% of J558L
cells supernatant (GM-CSF). On days 3, 6 and 8 the medium was refreshed and GM-CSF was added.
At day 10, nonadherent cells were harvested. The purity of BMDCs was greater than 90%. At day 10,
BMDCs were counted and plated in a round-bottomed 96-wells plate (5.10° cells/well) and
stimulated with increased doses of recombinant murin IL-33 (0.1, 1, 10 and 100 ng/ml, R&D systems).
Culture supernatants were collected at 24 hours and analyzed by ELISA for IL-1p, IL-6, IL-12p40, IL-
23p19, IFNy, TNF and CCL17. Cells were collected and stained for flow cytometry analysis as

described below.

T cells proliferation assay

CD4+ T cells were purified from LN of DO11.10 mice (OVA-specific TCR transgenic mice) by CD4+
magnetic cell sorting (Miltenyi Biotec) and stained with CFSE (Molecular Probe, Invitrogen). 2.10°
CD4+ T cells were cocultured with 2.10* BMDCs (ratio 1/10) in a round-bottomed 96-wells plate in
the presence of OVA peptide. BMDCs were previously treated or not with 10 ng/ml IL-33 during 24

hours and washed twice with PBS before the coculture. After 6 days of coculture T cells proliferation

was assessed by flow cytometry.
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DC/T cells coculture

CD4+ T cells were purified from lymph nodes of naive WT mice by CD4+ magnetic cell sorting
(Miltenyi Biotec). 2.10* BMDCs were seeded in a round-bottomed 96-wells plate and cultured with
2.10° CD4+ purified T cells in the presence of medium alone or IL-33. Wells with DCs alone or T cells
alone served as controls. Supernatants were collected after 6 days of culture and assayed for IL-4, IL-

5, IL-10, IL-13 and IFNy by ELISA.

OVA-induced allergic airway inflammation

Wild-type (WT) or ST2-deficient mice were subcutaneously sensitized on day 0 and 7 with 10 pg of
ovalbumin (OVA, grade V, Sigma-Aldrich) without alum adjuvant. On day 14, 15 and 16, mice were
challenged intranasally with 10 pug of OVA or saline. 24 hours after the last OVA exposure, mice were
killed and BAL, lung and serum were collected. BAL fluid was analyzed for cellular composition and
cytokine levels (see below flow cytometry staining). Half of the lung was stored at -80°C for EPO
enzymes and cytokines/chemokines analysis, and the other half was fixed overnight in 4%
formaldehyde solution for histological analysis. For some experiments, the whole lung were
harvested and digested with DNAse (1 mg/ml, Sigma) and Type IV collagenase (0,5 mg/ml, Gibco)
during 45 minutes at 37°C. Mononuclear cells were isolated by centrifugation on discontinuous
Percoll 35/70% gradient (Amersham, Biosciences) before flow cytometric analysis. Mediastinal lymph
nodes were removed and crashed in 100 um cell strainers for FACS analysis or in vitro restimulation.
To study the involvement of IL-33 during sensitization phase, mice were killed at day 14, prior
allergen challenge, and lymph nodes (inguinal, brachial, axillary and mediastinal) were harvested and
analyzed for cellular composition or cytokines production after 48 hours anti-CD3/anti-CD28 ex vivo

restimulation. Experiments were performed at least twice using groups of six animals.

Allergic airway inflammation induced by intranasal transfer of OVA-pulsed BMDCs

BMDCs were pulsed overnight with OVA 10 ug/ml (Grade V, Sigma) in the presence or absence of 10
ng/ml recombinant IL-33 (R&D systems). As control, BMDCs were cultured overnight with medium
without OVA. After antigen pulse, non-adherent cells were collected, washed twice with PBS to
remove OVA and IL-33, and resuspended in PBS. Naive recipient mice received intranasally 2.10°
unpulsed DCs, OVA-pulsed DCs or OVA-pulsed in the presence of IL-33 DCs. On day 10, 11 and 12,
mice were challenged with 10 pg OVA intranasally. Twenty-four hours after the last challenge, the

intensity of the airway inflammation was assessed in the BAL and lung homogenate.
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Flow cytometry staining

BAL cells were stained for 20 minutes with FITC-labelled anti-CD3/anti-B220 (lymphocytes), PE-
labelled anti-Siglec F (eosinophils), PE-Cy7-labelled anti-GR1 (neutrophils), PERCP-labelled anti-CD11c
and APC-labelled anti-MHC class Il (macrophages/dendritic cells) antibodies in PBS containing 3% FCS
and 0,01% azide. Differential cells counts were analyzed by flow cytometry as previously described
[48]. For determination of DCs activation in lung or LN, cells suspensions were stained for 20 minutes
with APC-labelled anti-CD80, PE-labelled anti-OX40L, PE-labelled anti-CD40, APC-labelled anti-CD80,
FITC-labelled anti-MHC class Il antibodies. Fluorescence was acquired on a BD CANTO Il flow
cytometer using DIVA software (BD Bioscience). Fluorescence data were analyzed using FlowJO

software (Treestar).

Lung histology

Lungs were fixed overnight in 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. 3 um lung sections
were stained with hematoxylin and eosin (HE) or with periodic acid Schiff reagent (PAS). Cell
infiltration and mucus secretion were assessed by a semi-quantitative score (0-3) using a Leica

microscope.

Pulmonary eosinophils peroxidase (EPO) activity

EPO activity was determined in order to estimate the recruitment of eosinophils to the lung
parenchym. After BAL and perfusion, lungs were excised, stored frozen at -80°C, and homogenized
for 30 seconds in 1 ml of 0.05 M Tris/HCI buffer pH 8.0. The homogenate was centrifuged for 15
minutes at 4°C at 10,000 x g. EPO activity in the supernatant was determined as estimated from the
oxidation of O-phenylenediamine (OPD, Sigma-Aldrich) by EPO in the presence of hydrogen peroxide
using the protocol by Van Oosterhout and colleagues [49]. The substrate solution consisted of 10 mM
OPD in 0.05 M Tris/HCl-buffer (pH=8) and 4 mM H,0, (BDH, Poole, UK). Substrate solution was added
to samples in a 96-wells microplate (Greiner) and incubated at 37°C for 30 min. Duplicate incubations
were carried out in the absence and presence of the EPO inhibitor 3-amino-1,2,4-triazole (AMT, 2
mmol/L, Sigma-Aldrich). The absorbance was then measured at 490 nm (Flow Labs, Irvine, UK).
Results are expressed as OD 490 nm and were corrected for the activity of other peroxidases, which

were not inhibited by AMT.
Cytokines, chemokines and OVA-specific IgE measurement

IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-13, IL-23p19, IFNy, TNFa, CCL5, CCL11, CCL17 were quantified

using commercial ELISA kits from R&D systems. Serum anti-OVA IgE level was measured by ELISA
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using anti-Igk (BD Pharmingen) as previously described [50]. Biotinylated OVA and HRP-conjugated

streptavidin (Vector Labs) were used for detection.

Statistical analysis
Data are presented as mean +SEM. The difference between groups was calculated with a two-way
ANOVA test using Prism software. A P-value less than 0,05 was considered to be significant. All

experiments were repeated at least twice, with n 2 6 animals in each experimental group.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: IL-33 activates BMDCs in vitro through ST2 receptor.

BMDCs from WT or ST2-deficient mice were cultured 24 hours with medium or recombinant murine
IL-33 (0,1 to 100 ng/ml). (A) Supernatants were analyzed for cytokines and chemokines by ELISA. (B)
Mean intensity of fluorescence (MFI) of CD40, CD80 and OX40L were examined by flow cytometry on
BMDCs after 24 hours medium or IL-33 stimulation. Data are presented as mean +SEM and are
representative of three independent experiments. * P< 0,05, ** P< 0.01; *** P< 0.001; ns, not

significant

Figure 2: IL-33-activated DCs promote T-cells proliferation and Th2 polarization of naive CD4+ T
cells.

(A) CD4+ T cells purified from naive DO11.10 mice were labelled with CFSE and cocultured with
untreated or IL-33-treated DCs at a ratio of 1:10 (T cells:DCs) in the presence of OVA peptide (5
pug/ml). T cells proliferation was analyzed after 6 days of coculture by flow cytometry. Data are
representative of two independent experiments (n = 5). (B) CD4+ T-cells extracted from naive WT
mice were cocultured with DCs with increased doses of recombinant murine IL-33. The production of
IL-5 and IL-13 was determined by ELISA in the supernatant after 6 days of coculture. Data are
presented as mean +SEM and are representative of two independent experiments. * P< 0.05; ** P<

0.01; *** P<0.001; ns, not significant

Figure 3: Reduced activation of DCs in ST2-deficient mice in LN after OVA sensitization

(A) WT or ST2-deficient mice were twice immunized with 10 ug OVA or saline at day 0 and 7. CD11c+
cells from lymph nodes were analyzed for CD40 and CD80 at day 14 by flow cytometry. Data are
presented as the mean +SEM of MFI (n = 6). (B) Cells from lymph nodes are in vitro restimulated with
anti-CD3 and anti-CD28 for 48 hours at 5.106 cells/ml. Cytokine expression levels were analyzed in

the supernatants by ELISA. *P< 0.05; *** P< 0.001; ns, not significant

Figure 4: ST2-deficient mice developed attenuated allergic airway inflammation

OVA sensitized WT and ST2-deficient mice were challenged three times with OVA instillation. (A) 24
hours after the third challenge, eosinophil numbers were determined in the BAL and in lung tissues
(EPO activity). (B, C) Cytokines and chemokines levels were mesured by ELISA in lung homogenate or
BAL. (D) OVA-specific IgE concentrations were assayed in sera by ELISA. (E) Lung sections from saline
or OVA challenged mice were stained for hematoxylin/eosin (HE) or for periodic acid Schiff (PAS).

Representative section of each group is shown. (F) The extent of cell infiltrate and mucus
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hypersecretion was scored by two independent observers (0 3). Data are presented as mean +SEM
of 6 mice per group and are representative of at least 3 experiments. * P< 0.05; ** P< 0.01; *** P<

0.001; ns, not significant

Figure 5: DCs activation and migration to draining lymph nodes are reduced in ST2-deficient mice

Lungs from OVA sensitized and challenged WT and ST2-deficient mice were digested with
DNAse/collagenase. Lung mononuclear cells (A) and mediastinal lymph node cells (B) were stained
for extracellular FACS analysis. Absolute numbers of CD11b+ CD11c+ cells and MFI of CD40, CD80 and
MHC-II are shown. Data are presented as mean +SEM of 6 mice per group. (C) Cellsfrom mediastinal
lymph nodes of OVA sensitized and challenged mice were in vitro restimulated with OVA for 5 days
(5.10° cells/ml). Cytokine expression levels were analyzed in the supernatants by ELISA. Data are
presented as mean +SEM of 6 mice per group and are representative of 3 independent experiments.

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; ns, not significant

Figure 6: IL-33 enhances allergic airway inflammation induced by OVA-pulsed DC

On day 0, naive BALB/c mice were injected intranasally with 2.10° unpulsed DCs, OVA-pulsed DCs or
OVA-pulsed DCs in the presence of IL-33. From day 10 to 12, mice were intranasally challenged with
OVA. Twenty four hours after the last challenge, the severity of the airway inflammation was
evaluated. (A) BAL was subjected to total differential cell counts. (B), The EPO activity was quantified
in lung homogenate. Data are presented as mean +SEM of 8 mice per group.*P< 0.05; ns, not

significant.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Discussion article 3

Les cellules dendritiques jouent un role central dans I'induction de I'immunité adaptative en réponse
aux pathogénes ou aux pneumallergénes. Grace a leur nombreux récepteurs cytokiniques et
récepteurs de I'immunité innée, les cellules dendritiques peuvent percevoir une multitude de signaux
de I'environnement et déclencher on non une réponse adaptative spécifique.

En plus de leur réle de barriere physique avec I'extérieur, on sait aujourd’hui que les cellules
épithéliales participent a linduction des réponses immunes en libérant des molécules pro-
inflammatoires comme le TSLP, I'lL-25, I'lL-33, le GM-CSF et la chimiokine CCL20 (Hammad et al.,
2009; Humphreys et al., 2008).

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés aux effets de I'lL-33 sur les cellules dendritiques
dans la mise en place d’une réponse Th2 dans un modeéle d’inflammation pulmonaire allergique
induit par I'ovalbumine.

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence dans des études in vitro, que I'lL-33 activait la
production d’IL-6, d’IL-1B, de TNF et de CCL17 par les cellules dendritiques dérivées de la moelle
osseuse de souris sauvages. L’analyse cytométrique des cellules a révélé une sur-expression des
molécules de co-stimulation CD40, CD80 et OX40L par les cellules dendritiques traitées a I'lL-33. Il est
bien établi que la production d’IL-6 et de CCL17 favorise une polarisation Th2 des cellules T naives
(Allakhverdi et al., 2007; Homey and Zlotnik, 1999; Rincon et al., 1997) tout comme |'expression de
OX40L (Hammad et al., 2002; Ito et al., 2005).

La co-culture de cellules dendritiques avec des cellules CD4+ issues de souris naives, en présence
d’IL-33, induit effectivement une polarisation Th2 des cellules T avec une production accrue d’IL-5 et
d’IL-13 mais pas d’IL-4. Il est important de noter qu’en absence de cellules dendritiques, I'lL-33 n’a
pas d’effet sur les lymphocytes CD4+ naifs. Ces dernieres n’exprimant pas le récepteur ST2, I'effet
observé intervient via les molécules solubles sécrétées par les cellules dendritiques ou par un contact
direct entre les deux types cellulaires (interaction OX40L/OX40 par exemple). Aprés activation par les
cellules dendritiques, il est probable que les cellules T différenciées expriment le récepteur ST2 et
répondent alors directement a I'lL-33 présente dans le milieu.

Ces résultats sont a mettre en relation avec de précédentes études qui montraient que I'IL-33
induisait chez les Th2 une production d’IL-5 et d’IL-13, indépendamment de I'IL-4 et de la stimulation
antigénique (Kondo et al., 2008; Kurowska-Stolarska et al., 2008; Rank et al., 2009). L’équipe de
Kurowska a montré en 2008 que les cellules T générées en présence d’IL-33 produisaient I'IL-5 et I'IL-
13 par un mécanisme indépendant de I'lL-4R, de GATA3 et de STAT6, mais impliquant plutét la voie
IL-1R/TLR, via MYD88 et NFkB (Kurowska-Stolarska et al., 2008). Il existerait donc deux voies

distinctes pour la génération des lymphocytes Th2: une voie dépendante de I'lL-4 et une voie
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dépendante de I'lL-33. Ces deux voies seraient nécessaires a la mise en place d’une réponse Th2
optimale puisque cette réponse est réduite chez les souris déficiente en IL-4 ou en ST2 (Kopf et al.,
1993; Lohning et al., 1998). Ceci expliquerait également le fait que malgré le réle crucial du récepteur
ST2 dans la polarisation Th2 in vitro, il n’est pas indispensable a la génération des réponses Th2 in
vivo (Coyle et al., 1999; Hoshino et al., 1999; Townsend et al., 2000). De méme, dans des modeles
murins d’infections par des helminthes ou le RSV, la neutralisation du récepteur ST2 ou I'utilisation
de souris déficientes pour ce récepteur réduit la production d’IL-5 sans affecter la production d’IL-4
(Hoshino et al., 1999; Walzl et al., 2001).

Chez I’'Homme, on trouve des populations de lymphocytes Th2 présentant des profils d’expression
cytokiniques variables (28% de Th2 co-exprimant I'lL-4, I'IL-5 et I'IL-13, et 40% de Th2 n’exprimant
que I'IL-5 et I'lL-13) (Cousins et al., 2002). Le second profil d’expression serait majoritaire chez les
patients atteints de sinusite chronique (Anand et al., 2006; Sauter et al., 2008) et d’cesophagite
éosinophilique (Yamazaki et al., 2006). Cependant, I'existence et le réle des ces populations dans

I’'asthme allergique ne sont a ce jour pas relatés dans la littérature scientifique.

Au cours de notre étude, l'utilisation de souris déficientes pour le récepteurs ST2 a révélé
I'importance de la voie IL-33/ST2 dans la phase d’'immunisation a I'allergéne. En effet, les souris
déficientes pour ce récepteur présentent une diminution de I'activation des cellules dendritiques
dans les ganglions lymphatiques apres deux immunisations en sous-cutané avec I'ovalbumine. De
plus, les cellules issues des ganglions de souris déficientes pour ST2 produisent moins d’IL-4, d’IL-5 et
d’IL-13 que des cellules issues de souris sauvages, indiquant que I'induction de la réponse Th2 par les
cellules dendritiques est compromise en absence de la voie de signalisation IL-33/ST2.

La diminution de la production d’'IL-4 par les cellules issues des souris déficientes pour ST2
immunisées avec l'allergéne suggere que la voie d’activation classique des Th2 serait également

perturbée en absence du récepteur ST2.

En ce qui concerne I'asthme allergique, la contribution de I'IlL-33 a I'activation des mastocytes,
basophiles, éosinophiles et lymphocytes Th2 est bien documentée. En revanche, aucune étude ne
mentionne un effet de I'lL-33 sur les cellules dendritiques dans cette pathologie. On sait pourtant
que ces cellules sont primordiales non seulement au cours de la phase d'immunisation a I'allergene,
mais aussi au cours de la phase effectrice. Il a été montré que le nombre de cellules dendritiques
dans le tissu interstitiel pulmonaire augmente chez la souris apres immunisation et provocation a
I'allergéne (Beaty et al., 2007; van Rijt et al., 2002).

L'administration répétée d’ovalbumine contaminée par de faibles doses de LPS au moment des

challenges entraine probablement une production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules
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épithéliales bronchiques et notamment I'lL-33, qui peut alors moduler les fonctions des cellules
dendritiques pulmonaires. Nos résultats montrent que les cellules dendritiques pulmonaires sont
moins activées chez les souris déficientes pour le récepteur ST2 que chez les souris sauvages apres
immunisation et challenge a I'ovalbumine. Par ailleurs, la capacité de migration de ces cellules vers
les ganglions lymphatiques drainants est diminuée en absence du récepteur ST2.

Afin de confirmer que I'lL-33 est responsable de l'induction de la réponse Th2 par les cellules
dendritiques, nous avons transféré des cellules dendritiques chargées a I'ovalbumine et traitées ou
non avec I'lL-33, a des souris sauvages naives. Aprés provocation allergénique, les souris ayant regu
les cellules dendritiques traitées a I'lL-33 développent une inflammation pulmonaire allergique
supérieure aux souris ayant recu des cellules non traitées. Ces résultats renforcent I'idée que I'lL-33

participerait a l'initiation de la réponse allergénique en activant les cellules dendritiques.

En résumé, ce travail a permis de caractériser in vitro et in vivo, une nouvelle fonction de I'lL-33 dans
I'inflammation pulmonaire allergique. Nous montrons ici pour la premiere fois que la voie de
signalisation 1L-33/ST2 joue un rdle critique dans la maturation et les fonctions des cellules
dendritiques au cours d’une immunisation a un allergéne et pendant la phase effectrice. Le role des
cellules épithéliales dans le contréle de la réponse immune et le développement de I'asthme
allergique émerge peu a peu. D’autres études seront nécessaires pour définir précisément comment

I'IL-33 et les autres « alarmines » régulent les réponses innées et adaptatives.

Maturation et sécrétion de I’IL-33

Malgré les innombrables travaux publiés au cours des derniers mois, de nombreuses zones d’'ombres
persistent au sujet de I'lL-33, notamment au sujet de sa localisation cellulaire ou de son mode de
sécrétion.

L’IL-33 est exprimée constitutivement dans de multiples organes et types cellulaires chez I'Homme et
la souris, principalement dans les fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales. En absence
de stimulus, I'lL-33 est localisée dans le noyau sous sa forme active (non clivée). En revanche, en cas
de dommages ou de nécrose tissulaire, elle est libérée dans le milieu extracellulaire sous cette forme,
et peut alors exercer son activité de cytokine pro-inflammatoire.

Contrairement a d’autres membres de la famille de I'lL-1, le site de clivage de I'lL-33 se situe dans le
domaine “IL-1-like”, et le clivage de I'lL-33 par les caspases apoptotiques (caspases-1, -3 et 7 et
calpaine) inactive la cytokine (Cayrol and Girard, 2009; Hayakawa et al., 2009; Luthi et al., 2009;
Talabot-Ayer et al., 2009). Il est vraisemblable que I'lL-33 sous sa forme active agisse comme une

alarmine en cas de dommages ou de nécroses tissulaires, afin d’alerter localement les cellules
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immunitaires. Des fonctions similaires ont été décrites pour la cytokine IL-1a et la molécule HMGB1
(Bianchi, 2007; Eigenbrod et al.,, 2008; Klune et al., 2008). Au contraire, lors de mort cellulaire
programmée (apoptose), I'activation des caspases apoptotiques entraine I'inactivation de I'IL-33 afin
d’éviter d’induire une inflammation inutile.

Dans notre modéle d’inflammation pulmonaire allergique induite par I'ovalbumine, nous avons
observé une forte induction de I'lL-33 dans les poumons (Figure 18). La présence d’IL-33 dans le
cytoplasme des macrophages et cellules dendritiques activés suggere une induction de cette cytokine
en cas d’inflammation.

Par ailleurs, la fagon dont I'lL-33 est sécrétée par ces cellules est mal connue. En effet, I'lL-33 ne
posséde pas de peptide signal et ne peut donc pas étre sécrétée par la voie classique du réticulum
endoplasmique (Schmitz et al., 2005). Au méme titre que I'lL-1o et HMGB1, I'lL-33 pourrait étre
sécrétée via des exosomes apres fusion avec la membrane plasmique (Haraldsen et al., 2009) ou
alors étre transloquée jusqu’a la membrane plasmique par la caspase-1 activée, facilitant ensuite sa
sécrétion (Keller et al., 2008).

Au fil des années, I'lL-33 s’est révélée étre une cytokine complexe pouvant jouer le réle d’alarmine
sous sa forme nucléaire, ou de cytokine pro-inflammatoire apres sécrétion. Bien qu’activant
essentiellement la réponse Th2, la voie IL-33/ST2 peut dans certains cas favoriser le développement
des réponses Thl via les cellules NK et NKT (Bourgeois et al., 2009; Smithgall et al., 2008). Son
implication dans les pathologies diverses comme les infections virales ou parasitaires, les maladies
auto-immunes, les allergies, les maladies cardio-vasculaires ou du systéme nerveux central, et sa
capacité a activer les cellules de I'immunité innée et adaptative font de cette cytokine une des plus

complexe a ce jour.
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Figure 18 : Induction de I'IL-33 dans les poumons des souris asthmatiques. Vingt-quatre heures aprés la derniere
provocation allergénique, les poumons des souris controles NaCl et OVA sont prélevés en vu d’analyses biochimiques
et histologiques. (A) Dosage par ELISA de I'lL-33 contenue dans le surnageant de broyat de poumons (kit Duoset mlL-
33, R&D systems). (B) Marquages immuno-histochimiques de I'lL-33 sur des coupes de poumons, préalablement fixés
au paraformaldehyde, puis inclus en paraffine (goat anti mouse-IL-33, R&D systems). Ces marquages ont été réalisés
lors d’un stage dans I'équipe du Professeur Eddy Liew a I"université de Glasgow, avec I'assistance du Docteur
Mirchandani.
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DISCUSSION GENERALE

L'asthme allergique est une pathologie chronique des voies respiratoires entrainant des épisodes de
toux, des difficultés respiratoires et des sifflements. Au niveau immunologique, I'asthme se
caractérise par un recrutement massif d’éosinophiles et de lymphocytes CD4+ au niveau des voies
aériennes, accompagné d’une forte production d’Igk spécifiques de I'allergéne. La corrélation entre
I’éosinophilie et la présence de lymphocytes Th2 dans les poumons d’individus asthmatiques est bien
établie, tout comme l'implication des cytokines Th2, telles I'lL-4, I'IL-5, I'IL-9 et I'IL-13, dans
I'induction et I'amplification de l'inflammation pulmonaire allergique. Au cours de la derniére
décennie, les connaissances sur I'asthme ont considérablement évoluées, et on sait aujourd’hui qu’il
s’agit d’'une pathologie complexe faisant intervenir les lymphocytes Thl, Th2, Thl7, et les cellules
NKT. De plus, un role critique de I'immunité mucosale a été mis en évidence dans la reconnaissance
des molécules inhalées et la génération de l'inflammation pulmonaire. L'utilisation d’inhibiteurs,
d’anticorps ou encore d’animaux génétiquement modifiés permet d’étudier individuellement les
protagonistes de cette immense mise en scene et de comprendre progressivement les mécanismes

physiologiques et immunologiques de I'asthme.

Mon principal travail de thése s’inscrit dans un projet plus vaste entrepris au laboratoire il y a
plusieurs années, et visant a caractériser le role des lymphocytes Th17 dans différents modéles de
pathologies. De nombreux travaux ont démontré |'implication de cette population dans les maladies
inflammatoires, et notamment dans les maladies auto-immunes.

Une premiere étude réalisée a I'Institut avait permis de caractériser le réle de I'lL-17A au cours de
I"asthme allergique chez la souris. Ici, je me suis intéressée au réle d’'une autre cytokine Th17 : I'lL-22.
Les fonctions de I'lL-22 étaient jusqu’alors trés peu décrites dans la littérature. Différentes études
réalisées chez la souris avaient montré que I'lL-22 exercait un rOle protecteur et régénérateur
tissulaire dans certaines infections bactériennes (Aujla et al., 2008; Liang et al., 2006; Pickert et al.,
2009; Zenewicz et al., 2008; Zheng et al., 2008), mais serait pro-inflammatoire dans des pathologies
du systeme immunitaire tels le psoriasis, la polyarthrite rheumatoide ou les maladies inflammatoires
intestinales (Geboes et al., 2009; Ma et al., 2008; Munoz et al., 2009; Zheng et al., 2007).

Notre étude a mis en évidence un double réle de I'lL-22 dans I'asthme allergique. En effet, nous
avons montré qu’elle était importante aussi bien dans l'induction de la pathologie, que dans la
régulation négative de l'inflammation pulmonaire au moment des provocations allergéniques. Nous

avons également découvert que |'effet régulateur de I'lL-22 dépendait en partie de I'lL-17.
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Dans notre modele, I'lL-17 et I'lL-22 sont majoritairement produites par les lymphocytes Th17, bien
que quelques études mentionnent une production d’IL-17 et/ou d’IL-22 par les cellules y6 et les iNKT
(Simonian et al., 2010; Leite-de-Moraes et al., résultats non publiés).

Bien que I'lL-17 et I'lL-22 se partagent certaines fonctions dans I'asthme allergique, leurs mécanismes
d’action sont distincts. En effet, le récepteur IL-17RA est préférentiellement exprimés par les cellules
d’origine hématopoiétique, alors que le récepteur IL-22R est exclusivement exprimé par les cellules
non immunitaires. De ce fait, les modes d’action de ces deux cytokines sont radicalement différents.
Cependant, il n'est pas exclu que ces cytokines puissent agir en coopération pour réguler ou
exacerber certains processus inflammatoires. Ceci expliquerait pourquoi I'lL-22 peut exercer des
effets différents en fonction de la disponibilité en IL-17 (Sonnenberg et al., 2010). L’expression
différentielle de ces deux cytokines pourrait expliquer les fonctions antagonistes de I'lL-22 dans les
différentes pathologies étudiées. De nouvelles expériences seront nécessaires pour comprendre

précisément le lien entre ces deux cytokines dans les pathologies impliquant les Th17.

Chez 'Homme, la différenciation des lymphocytes Th17 est dépendante de I'lL-1B, I'IL-6 et de I'IL-23
(Acosta-Rodriguez et al., 2007; Burgler et al., 2009). Les études réalisées chez la souris indiquent que
I'IL-1B n’est pas nécessaire a la polarisation des Th17, mais potentialise la production d’IL-17A (Nakae
et al., 2003b; Sutton et al., 2006). Nakae et colléegues ont montré que les cellules présentatrices
d’antigenes pouvaient orienter la différenciation Th17 par la production d’IL-1B et par l'induction de
I’expression de la molécule OX40 a la surface des cellules T (Nakae et al., 2001). Plus récemment, ce
méme groupe a mis en évidence un role décisif de I'lL-1B dans I'induction des Th17 dans un modele
d’arthrite chez la souris (Nakae et al., 2003c). Les cellules Th17 étant essentielles dans I'induction de
I"'asthme, I'’étude des facteurs favorisant la polarisation Th17 tel I'IL-1B est donc importante. De plus,
il a été montré que I'lL-1B et son isoforme I'lL-1a pouvaient dans certains modeles expérimentaux
contribuer a la génération des réponses Th2 et favorisaient la croissance des cellules B. La production
d’IL-1B étant dépendante de I'activation de la caspase-1 par I'inflammasome, nous nous sommes
donc intéressés au role de lI'inflammasome NLRP3 et a la voie de signalisation IL-1R/IL-1 dans
I'asthme allergique. La plupart des études entreprises dans ce but utilisaient des modeéles
expérimentaux d’inflammation pulmonaire allergique induit par l'ovalbumine en présence
d’hydroxyde d’aluminium. Or, cet adjuvant est connu pour étre un activateur de I'inflammasome
(Kool et al., 2008b). En utilisant un modéle moins agressif et plus physiologique d’inflammation
induite par immunisation a l'ovalbumine sans adjuvant, nous avons constaté l'implication de
I'inflammasome NLRP3 dans la production d’IL-1f et la génération d’une réponse Th2 allergique. De

plus, nous avons observé une importante réduction de I'inflammation pulmonaire chez les souris
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déficientes en IL-1R1, IL-1a ou en IL-B comparativement aux souris sauvages aprés immunisation et
provocation allergénique.

L'intervention de la voie IL-1R/IL-1 et I'effet amplificateur de I'lL-1B sur les Th17 pourraient expliquer,
du moins en partie, le lien entre les infections respiratoires et la recrudescence de I'asthme chez les
patients. En effet, apres inhalation, les pathogenes d’origine virale ou bactérienne sont reconnus au
niveau des voies aériennes par les cellules présentatrices d’antigénes alvéolaires et par les cellules
épithéliales bronchiques qui s’activent et produisent alors des cytokines et des chimiokines pro-
inflammatoires. En réponse a ces pathogénes, les macrophages et les cellules dendritiques
produisent de I'lL-1B et de I'lL-23, (Sallusto and Baggiolini, 2008) qui favorisent la polarisation Th17.
Or, notre étude montre que I'lL-17 et I'lL-22, les principales cytokines produites par les Th1l7,
participent a I'induction de la réponse inflammatoire pulmonaire. De nouvelles investigations seront
nécessaires pour comprendre avec précision si les Thl7 sont responsables de I'exacerbation de
I’asthme en cas d’infections respiratoires.

La reconnaissance des pathogénes ou des molécules présentant une activité enzymatique par les
cellules épithéliales bronchiques entraine la production d’IL-25, d’IL-33 et de TSLP, qui contribuent a
la mise en place de la réponse allergique. Dans le but d’éclaircir les mécanismes d’action de ces
alarmines, nous nous sommes intéressés au réle de I'lL-33 dans la phase d’immunisation, puis au
cours des provocations allergéniques.

Notre étude a révélée un réle, jusqu’alors inconnu, de I'lL-33 sur les cellules dendritiques. En effet,
nous montrons que I'll-33 est un puissant activateur des cellules dendritiques et oriente la
polarisation vers le type 2 via la production d’IL-6 et de CCL17 et par I'expression de la molécule
OX40L. Nous avons également constaté une réduction de I'activation des cellules dendritiques au
cours de I'immunisation a I'ovalbumine chez les souris déficientes pour le récepteur ST2. De plus, le
transfert de cellules dendritiques préalablement traitées avec I'lL-33 exacerbe le recrutement des
éosinophiles dans les poumons des souris aprés provocation allergénique. Ces résultats prouvent que
la production d’IL-33 par les cellules structurales peut contribuer de fagon précoce a I'induction de la
réponse Th2, via I'activation des cellules dendritiques.

L'étude de I'lL-22, de I'axe IL-1R1/IL-1 et de I'lL-33 m’a permis d’aborder différents aspects de la
réponse immune dans |'asthme allergique. Mes travaux apportent de nouveaux éléments de
compréhension de cette pathologie qui viendront s’ajouter (ou se confronter) aux connaissances
actuelles. Il est important de noter que ces résultats ont été obtenus dans un modele expérimental
reproduisant artificiellement I'asthme chez la souris. Les animaux utilisés, de génotypes sauvages ou
transgéniques, étaient congéniques, de méme age et étaient élevés dans des conditions
rigoureusement contrélées. On peut alors s’interroger sur la pertinence des résultats et leur

transposition a I’humain.
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1. La pertinence des modeles expérimentaux d’asthme allergique chez la
souris

L'utilité des modeles animaux dans I'étude de I'asthme allergique est controversée. Bien que les
études chez I'animal aient apporté de nombreuses avancées scientifiques dans la compréhension de
la pathophysiologie de I'asthme, d’autres études ont révélé des différences importantes dans la
physiologie et I'immunologie entre ’'Homme et la souris.

Les détracteurs des modeles animaux d’asthme allergique se basent sur l'inefficacité chez I’'Homme
de certaines thérapies développées chez la souris. En effet, plusieurs des agents thérapeutiques
identifiés dans des modeles murins, comme I'IL-12 ou les antagonistes du PAF, de I'lL-4 ou de I'IL-5,
se sont révélés décevants aux cours d’essais cliniques chez 'Homme. A linverse, les essais de
thérapies anti-IgE réalisés chez la souris avaient donné des résultats mitigés, alors que cette thérapie
se révele trés efficace chez les patients atteints d’asthme sévére. Ces disparités peuvent s’expliquer
par les protocoles d’induction de I'asthme utilisés chez la souris. Comme nous I'avons vu dans
I'introduction, il existe différents modeles murins d’asthme allergique qui se distinguent par le type
d’allergéne utilisé, I'utilisation d’adjuvant, la voie de sensibilisation et de provocation, la durée du
protocole ou la souche de souris utilisée. Les modeles d’asthme allergique utilisant I"hydroxyde
d’aluminium sont depuis longtemps employés dans les laboratoires de recherche, et ceci bien avant
gue les mécanismes d’action de cet adjuvant aient été élucidés. On sait aujourd’hui que I’hydroxyde
d’aluminium potentialise la réponse immunitaire en déstabilisant les phagosomes et en activant
I'inflammasome NLRP3 et la production d’IL-1B et d’IL-18 (Eisenbarth et al., 2008; Franchi and Nunez,
2008; Hornung et al., 2008). De plus, son effet cytotoxique entraine une libération locale d’acide
urique qui contribue a la maturation des cellules dendritiques (Kool et al., 2008b). L’administration
de cet adjuvant lors des immunisations induit une inflammation allergique et une HRB indépendante
des mastocytes et des IgE. Plusieurs études montrent clairement que les protocoles d’'immunisation
sans adjuvant permettent d’obtenir une réponse Th2 comparable a celle obtenue avec adjuvant, en
évitant les complications non-physiologiques qui pourraient interférer avec I'expérience (Brewer et
al., 1999; Conrad et al., 2009; Zosky and Sly, 2007).

Toutefois, les travaux d’Eisenbarth ont démontré I'importance des signaux de danger au moment des
immunisations, puisque I'administration intranasale d’ovalbumine ultra-pure entraine une tolérance
immunitaire (Eisenbarth et al.,, 2002). Les modeles d’asthme allergique sans adjuvant utilisent
généralement une source d’ovalbumine contaminée par de faibles doses de LPS, qui jouent alors le
réle de signaux de danger. Ces modeles permettent de reproduire artificiellement chez la souris les
caractéristiques de la maladie telles la production de cytokines Th2, le recrutement éosinophilique, la

dégranulation mastocytaire, I'hyperplasie des cellules de Goblet, la production d’IgE spécifiques de
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I'antigene et 'HRB. De méme, les modéles expérimentaux, dans lesquels 'immunisation est réalisée
par instillation de I'allergéne sans adjuvant, se généralisent. C’'est le cas du modele induit par 'HDM
qui reproduit chez la souris de facon plus réaliste la physiopathologie humaine.

Malgré I’évolution des modeéles animaux d’asthme allergique, les différences anatomiques et
immunologiques entre 'Homme et la souris rendent délicat la transposition des résultats de I'animal
vers I'Homme. Les principales différences observées entre ces deux espéces sont résumées dans le

tableau ci-dessous (Tableau 3).

Tableau 3 : Différences entre les modeéles murins et la pathophysiologie humaine dans I'asthme allergique

1 Lessouris ne développent pas d’asthme spontanément

2 Au niveau anatomique, I'arbre bronchique murin présente moins de ramifications bronchiques, dans lesquelles les échanges
gazeux sont impossibles, que celui de 'Homme

3 Proportionnellement a sa taille, la surface des alvéoles pulmonaires est supérieure chez la souris
A I'exception de la trachée, les voies aériennes de la souris ne comprennent pas de glandes submucosales, alors qu’elles sont
abondantes chez 'Homme

5 La capacité de dégranulation des éosinophiles murins est inférieure a celle des éosinophiles humains
Linflammation vasculaire et périvasculaire est importante chez la souris, mais quasiment inexistante chez ’'Homme

7  Les souris de laboratoire sont généralement hébergées dans des conditions plus propres et contrélées que les patients
asthmatiques

8 Les souris répondent différemment a certains médiateurs. C’est le cas de I’histamine, des neurokinines, des leucotriénes C4, qui
causent des broncho constrictions chez 'Homme mais pas chez la souris

9 Les souris sont incapables de respirer par la bouche. La respiration orale chez ’'Homme contourne les fonctions d’épuration de
Iair dans les voies aériennes supérieures

10 Les souris n"ont pas le reflex de toux, modifiant considérablement la réaction d’hyper réactivité bronchique en cas de crise

(D’apres Finkelman FD, 2008)

En dépit de ces disparités, I'utilisation de modeles murins a permis de faire avancer les connaissances
scientifiques sur les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans I’'asthme allergique, et de
mettre au point de nouvelles thérapies. C'est le cas des traitements a base de corticostéroides,
d’inhibiteurs de leucotriénes ou des agonistes des phosphodiesterases qui ont tous été élaborés
grace a des modeles expérimentaux d’asthme allergique chez la souris. De méme, l'effet anti-
éosinophilique des traitements anti-IL-5, d’abord testé dans des modeles murins d’asthme allergique,
est aujourd’hui en essai chez des patients atteints de syndrome hyperéosinophilique, de dermatites
éosinophiles ou d’cesophagites éosinophiles (Finkelman and Wills-Karp, 2008).

Malgré les disparités avec I'espéce humaine, les modeéles animaux restent donc indispensables a
I’étude des pathologies humaines et au développement de nouvelles thérapies. Les modeéles murins
ont I'avantage d’étre peu colteux et d’offrir de nombreuses possibilités, telles la création d’animaux
génétiqguement modifiés. Néanmoins, chaque expérimentateur doit avoir conscience des limites de

son modele, et de la valeur prédictive et non théorique de ses résultats.
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PERSPECTIVES THERAPEUTIQUES

La recrudescence de l'asthme dans les pays industrialisés a entrainé une multiplication des
laboratoires s’intéressant a cette pathologie. Malgré le nombre important de publications
scientifiques sur ce sujet, la physiopathologie de I'asthme est loin d’étre entierement comprise, et de
nombreuses zones d’'ombres restent a éclaircir.

Au cours de ma thése, j'ai abordé différentes facettes de la réponse immunitaire de I'asthme
allergique en utilisant un modele expérimental d’inflammation pulmonaire allergique chez la souris.
A travers trois différents projets, j’ai eu I'opportunité d’étudier des molécules et des mécanismes mis
en jeu aussi bien dans la phase d'immunisation a I'allergéne, que lors de la phase effectrice. De ce
fait, je me suis intéressée a des populations cellulaires variées, telles les cellules dendritiques, les
lymphocytes Th2 et Th1l7 ou les éosinophiles. Cette diversité m’a permis d’acquérir de solides
connaissances immunologiques et une vision globale de la pathologie. Bien que fondamentales, mes
recherches ouvrent de nouvelles pistes thérapeutiques dans le traitement de I'asthme allergique.

La mise en évidence du réle régulateur de I'lL-22, en partenariat ou non avec I'lL-17, confére une
nouvelle fonction aux lymphocytes Th17, qui pourraient, contre toute attente, participer a la
résolution de I'asthme.

Les exemples de régulation de I'inflammation mucosale par I'lL-22 se multiplient dans la littérature et
I'IL-22 pourrait constituer une nouvelle arme pour les laboratoires pharmaceutiques. En effet, I'lL-22
joue un role protecteur dans certaines infections bactériennes et aide a la régénération des tissus
dans le poumon et lintestin. On peut alors imaginer traiter ces infections avec de [I'lL-22
recombinante ou bien stimuler in vivo la synthése d’IL-22 par les cellules productrices. L’activation de
la voie AhR pourrait permettre d’accroitre la production de cette cytokine par les Th17. Par ailleurs,
I'activation des récepteurs AhR entraine également la production d’IL-17A et F pouvant étre
déléteres dans d’autres pathologies. L'administration directe d’IL-22 recombinante par voie
systémique comme traitement complémentaire en cas d’infection bactérienne, se heurte aux
problemes des doses a administrer, de la demi-vie de la cytokine dans la circulation et évidement du
co(t d’un tel traitement. Mais avant toute utilisation thérapeutique, les fonctions et les mécanismes
d’action de I'lL-22 devront étre clairement identifiés.

Notre étude a confirmé un role pro-inflammatoire de I'lL-1a et § au cours de I'asthme allergique. Des
thérapies anti-IL-1 sont en cours d’essais cliniques dans d’autres maladies inflammatoires chroniques
comme la polyarthrite rhumatoide ou les cryopyrinopathies. Cependant, le caractére pléiotrope de

I'IL-1 rend difficile la généralisation de ces traitements. En effet, I'lL-1 agit sur de nombreux types
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cellulaires et active la transcription de génes de l'inflammation, mais aussi des facteurs de
croissances des cellules souches et des cellules mésenchymateuses. De plus, I'asthme est une
pathologie majoritairement Th2 dans laquelle I'lL-1 ne joue qu’un rdle d’amplificateur. C'est
pourquoi, I'lL-1 n’apparait pas étre une cible de choix dans le traitement de I'asthme allergique.

A l'inverse, de part ses nombreux effet sur la réponse Th2, I'lL-33 constitue une cible potentielle dans
le traitement de I'asthme allergique. Une étude chez la souris a montré l'efficacité d’un traitement
anti-IL-33 dans la résolution de cette pathologie (Liu et al., 2009). Par ailleurs, I'échec des précédents
essais de thérapies anti cytokines Th2 chez 'Homme suggerent que la simple inhibition de I'lL-33
serait insuffisante pour annihiler complétement I'inflammation pulmonaire. Il est probable que les
traitements en tandem, plutét que les monothérapies débouchent sur des meilleurs résultats,
comme le prouve une étude récente dans laquelle les patients sont traités avec un anti-IL-5 associé a

un antagoniste du récepteur CCR3 (Erin et al., 2002).
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CONCLUSIONS

L'augmentation de la prévalence et des colits engendrés par I'asthme font de cette maladie un
véritable probléeme de santé publique en France comme dans de nombreux pays industrialisés. Les
travaux de recherche menés chez ’'Homme ou sur des modeles animaux, ont permis une meilleure
compréhension de la maladie asthmatique et la découverte de cibles thérapeutiques potentielles.
Cependant, la composante multifactorielle et I'hétérogénéité de la maladie chez I'Homme
compliquent le développement de nouvelles thérapies. Une approche plus personnalisée de la
pathologie pourrait dans bien des cas permettre d’adapter le traitement a chaque type d’asthme et
d’augmenter les chances de réussite. Néanmoins, comme dans de nombreuses maladies
inflammatoires chroniques, les espoirs de guérison sont minces, et les thérapies s’attachent plutét a
réduire les symptomes et a limiter la progression de la maladie. Dans le cas de I'asthme allergique,
une meilleure éducation et un suivi médical personnalisé, permettraient dans bien des cas

d’améliorer les conditions de vie des patients et de réduire les hospitalisations.
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Anne-Gaélle BESNARD

Etude des mécanismes immunitaires dans un modéle d’inflammation
pulmonaire allergique chez la souris : Réles de l'interleukine-22

Résumé :

L’asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes. Chez les individus sensibles,
linhalation d’allergénes entraine une inflammation pulmonaire se traduisant par des épisodes
récurrents de toux, de difficultés respiratoires et une sécrétion de mucus. Des études réalisées chez
I'animal ont mis en évidence un rdle crucial des lymphocytes Th2 et des cytokines associées (IL-4, IL-
5 et IL-13). Plus récemment, il a été montré que les lymphocytes Th17 participaient a la
physiopathologie de I'asthme. La présente étude s’intéresse a une cytokine majoritairement produite
par les Th17 : I'lL-22. Différents travaux indiquent que cette cytokine serait impliquée dans I'immunité
mucosale ou elle exercerait des effets protecteurs ou pro-inflammatoires en fonction du modéle
expérimental étudié.

En utilisant un modéle murin d’inflammation pulmonaire allergique induite par I'ovalbumine, nous
avons montré que I'lL-22 jouait un role pro-inflammatoire au cours de 'induction de I'asthme allergique
puisque les souris déficientes en IL-22 développent une forme atténuée de la maladie. A linverse,
nous avons constaté que I'lL-22 avait un effet protecteur dans la phase effectrice, et que cet effet était
dépendant de I'lL-17A. Nos travaux mettent donc en lumiére une double fonction de I'lL-22 dans
I'asthme allergique chez la souris.

En parallele de ce travail, nous nous sommes intéressés au role de I'lL-1 et de l'inflammasome
NLRP3 dans ce méme modéle d’'inflammation pulmonaire.

Enfin, une troisiétme étude a permis de mettre en lumiére un réle encore inconnu de l'interleukine-33
dans l'activation des cellules dendritiques au cours de la mise en place de la réponse asthmatique.

Mots-clés : inflammation pulmonaire, asthme, IL-22, IL-17, IL-1, NLRP3 inflammasome, IL-33

Roles of interleukin-22 in a mouse model of allergic airways inflammation

Summary:

Asthma is a heterogenous inflammatory disorder of the airways characterized by chronic airway
inflammation, airway hyper-reactivity and by symptoms of recurrent wheezing, coughing and shortness
breath. Understanding of the role of allergy and Th2 cells in asthma has benefited from mouse model
of allergic asthma. Recently, several studies highlighted Th17 involvement in asthma pathogenesis.

In the present study, we investigate the role of IL-22, a Th17-related cytokine, in a mouse model of
allergic lung inflammation induced by ovalbumin. First, using IL-22 deficient mice, we demonstrated a
pro-inflammatory role of IL-22 during the sensitization phase. In contrast, we observed a protective
function of IL-22 during the effective phase. This protective effect of IL-22 seems to be dependent of
IL-17. In conclusion, we demonstrate here a dual role of IL-22 in asthma pathogenesis.

Since interleukin-1f is critical for Th17 polarization in human, we also investigated the role of IL-1
signalling and NLRP3 inflammasome in our model of allergic airway inflammation. We showed that
NLRP3 inflammasome and IL-1R/IL-1 pathway are critical to induce allergic lung inflammation, even in
the absence of adjuvant.

Finally, we studied the effect of interleukin-33 on dendritic cells activation and Th2 priming during
antigen sensitization and in established asthma.

Keywords : lung inflammation, asthma, IL-22, IL-17, IL-1, NLRP3 inflammasome, IL-33
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