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Introduction

Immunité de la muqueuse intestinale
a) Microbiote intestinal

Nos muqueuses intestinales sont colonisées par de trés nombreux microorganismes
comprenant des bactéries, des champignons, des parasites et des virus constituant ainsi le
microbiote (Kamada et al., 2013). Au sein de ce microbiote, cent trillions de bactéries sont
retrouvées au niveau de I'épithélium intestinal avec lesquelles il a établi une relation
particuliére basée sur un échange réciproque d’actions bénéfiques pour I'un ou l'autre des
partenaires (Hooper and Macpherson, 2010). Les germes composant ce microbiote intestinal
humain sont répartis en des centaines d’especes différentes dont un petit noyau d’espéces
conservées. |l s’agit d'une communauté « résidente » dominante, dite commensale et
autochtone, puisque dotée d’une grande stabilité et d’une activité métabolique aussi
importante que celle du foie.

Les nouveaux outils développés avec notamment les approches métagénomiques ont permis
d’explorer la fraction non cultivable de ces microorganismes représentant au moins 70% du
microbiote intestinal. Une étude réalisée en 2010 a partir de I’ADN bactérien extrait des selles
de 124 sujets européens, a permis 'identification de 3,3 millions de génes bactériens au sein
du microbiote intestinal, ce qui équivaut a cent cinquante fois le génome humain (Qin et al.,
2010). Chague microbiote intestinal humain est défini par noyau métagénomique conservé
puisque 50% des genes bactériens d’un individu sont partagés par au moins 50% des individus
de la cohorte. Cependant, il existe quelques individualités puisque des genes rares sont
partagés par moins de 20% des individus de la cohorte. En 2014, a partir d’'une cohorte
d’échantillons plus large (1267 échantillons provenant de trois continents différents) le
catalogue bactérien a été approfondi et équivaut actuellement a 400 fois le génome humain
soit une moyenne de 10 millions de genes (Li et al., 2014a). En 2020, un groupe d’étude a
permis de générer un catalogue de séquences unifiées représentant 204 938 références de
génome correspondant a 171 millions de séquences protéiques définissant ainsi le premier
génome unifié intestinal humain (Almeida et al., 2020).

Le microbiote bactérien intestinal est dominé par deux phyla principaux, les Firmicutes et les

Bacteroidetes, qui constituent pres de 90 % de la population totale. Le phylum des Firmicutes
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est majoritairement composé de bactéries appartenant a la classe Clostridia comme par
exemple les Ruminococcus spp. Le phylum des Bacteroidetes est, quant a lui, représenté par
plusieurs genres de Bacteroides. Enfin le phylum des Actinobacteria comprend les
Bifidobactéries (Qin et al., 2010). Dans son étude publiée en 2011, Arumugam a démontré
gu’au sein d’une population composée de sujets européens, américains et asiatiques, les
individus se répartissent en trois « entérotypes » dominants, chacun caractérisé par un
agencement d’especes dominé par les genres Bacteroides, Ruminococcus et Prevotella
(Arumugam et al., 2011). La flore commensale est établie approximativement vers |'age de 2-
3 ans et reste stable tout au long de la vie adulte pour évoluer ensuite avec le vieillissement.
Cependant la composition du microbiote intestinal peut étre plus ou moins impactée par le
mode de naissance, 'allaitement maternel, les traitements antibiotiques ou les régimes

alimentaires (Ottman et al., 2012) (Figure 1).

healthy
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Figure 1: Impact de I'dge et des facteurs environnementaux sur les fréquences des
principaux phyla du microbiote intestinal. D’aprés (Ottman et al., 2012)



La muqueuse intestinale fournit un environnement riche en nutriments indispensables a la
survie du microbiote qui en retour exerce des fonctions importantes a la physiologie humaine
définissant ainsi un équilibre symbiotique. Parmi ces fonctions, les bactéries de la flore
commensale jouent un role important dans la_maturation (mise en place des organes

lymphoides tertiaires : follicules lymphoides) et I’éducation du systéme immunitaire

(induction de réponses régulatrices face a des stimulations par les antigenes alimentaires)
(Belkaid and Hand, 2014). Macpherson a ainsi démontré que les plaques de Peyer de souris
axéniques sont appauvries en lymphocytes T CD4* et en plasmocytes sécréteurs
immunoglobulines d’isotype A (IgA) (Macpherson et al., 2001). Le microbiote exerce aussi des

fonctions métaboligues essentielles notamment en synthétisant des acides biliaires

secondaires, des vitamines ou des acides gras a chaine carbonée courte dotés de propriétés
immunorégulatrices (Figure 2). En effet, ces acides gras, notamment sécrétés par Clostridium
sp., induisent la différenciation des lymphocytes en LyT régulateur (Ly Treg) et inhibent les
voies pro-inflammatoires (Cohen et al., 2019; Thaiss et al., 2016). Le polysaccharide A (PSA)
sécrété par B. fragilis induit aussi une polarisation vers la voie des Ly Treg. Le
lipopolysaccharide penta-acétylé produit par Bacteroides sp. inhibe les réponses immunes
tandis que celui produit par Escherichia coli les exacerbe (Cohen et al., 2019). Enfin les niches
bactériennes commensales (Alcaligenes spp. /Bordetella spp) ayant colonisé les tissus
lymphoides sont capables d’induire la production d’IL-10, d’IL-22 et d’IgA, promulguant ainsi

I’'homéostasie intestinale. Enfin, le microbiote intestinal est doté d’'un pouvoir de barriére

limitant ainsi I'invasion de la muqueuse intestinale par des bactéries pathogenes. En effet, les
microorganimes commensaux contribuent a la fortification de la barriére intestinale par divers
mécanismes : stimulation de la production de peptides antimicrobiens (PAMs) ou promotion
de la régénération des cellules épithéliales intestinales (CEl) (Kamada et al., 2013). Ainsi, les
longues chaines N-acyl, sécrétées par le microbiote intestinal, contribuent a réguler les
réponses immunes et a induire les mécanismes de réparation tissulaire (Cohen et al., 2019).
Les longues chaines d’acide gras constituent une source d’énergie pour les CEl et jouent un
role dans le renforcement des propriétés de barriere de la muqueuse intestinale. Certaines
bactéries commensales, via leurs reconnaissances par des récepteurs de 'immunité innée,
jouent un réle dans la régulation des voies de I'inflammasome ou encore celles découlant du
récepteur d’aryl hydrocarbone (AhR) (Thaiss et al., 2016). De plus, ces bactéries empéchent la

croissance et I'adhérence de microorganismes pathogenes en limitant le niveau d’oxygene
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disponible ou en diminuant I'expression de leurs facteurs de virulence. Enfin les germes
commensaux sont en compétition directe avec les bactéries pathogenes vis a vis des sources

d’énergie (nutriments présents au niveau de I’épithélium intestinal) (Belkaid and Hand, 2014).
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Figure 2 : Effets immunomodulateurs induits par les germes commensaux au niveau de la
mugqueuse intestinale.

Le microbiote intestinal et ses produits modulent et orientent les réponses immunes vers une
voie immunorégulatrice via I'induction de Ly Treg, de DCs tolérogénes ainsi que des processus
de réparation des cellules épithéliales intestinales. D’aprés (Cohen et al., 2019).

Ainsi, I'ensemble des microorganismes composant le microbiote intestinal occupe une place
privilégiée au sein de I'organisme humain au vu de leurs nombreuses fonctions essentielles.
Des travaux récents ont permis de mettre en évidence qu’un appauvrissement de la flore
commensale était impliqué dans différents mécanismes aboutissant au déclenchement de
maladies inflammatoires chroniques (MICI), comme la maladie de Crohn (MC), la rectocolite
hémorragique (RCH) ou encore I'obésité et le diabete (Levy et al., 2017).

Pour permettre I'équilibre de cette symbiose hote/microbiote et ainsi empécher une
activation spontanée du systeme immunitaire pouvant conduire a une inflammation
chronique non contrblée, il est important de limiter les contacts entre les germes
commensaux et la muqueuse intestinale (Bessman and Sonnenberg, 2016a). Cette
ségrégation est assurée par les actions combinées de I'épithélium intestinal et du systéme

immunitaire muqueux.




b) Les barrieres épithéliales

Plusieurs types cellulaires, composant I'épithélium intestinal, assurent diverses fonctions et
contribuent au renouvellement de ce dernier.

i. Les cellules épithéliales intestinales (CEI)
Les cellules spécialisées intestinales sont retrouvées pour la plupart au niveau des villosités de
I'intestin (Figure 3). Ainsi nous pouvons distinguer quatre types cellulaires principaux :

- Les cellules caliciformes ou cellules de goblet assurant la production de mucus qui joue
un role majeur dans la protection de la muqueuse intestinale.

- Les cellules entéroendocrines spécialisées dans la sécrétion d’hormones.

- Les entérocytes exercant un réle d’échange (absorption de petites molécules, d’ions
et d’eau).

- Les cellules de Paneth, uniquement retrouvées au niveau des cryptes iléales sont
impliquées dans la défense vis-a-vis des pathogénes présents dans la lumiére
intestinale via la production de PAMs (Gassler, 2017; Ouellette and Bevins, 2001). Les
cellules tuft intestinales sont quant a elles impliquées dans les défenses anti-
parasitaires (Schneider et al., 2019).

Au niveau des cryptes sont localisées les cellules souches intestinales (CSI) et les cellules TA
(transit-amplifying) assurant le renouvellement de I'épithélium intestinal en 4 a 5 jours
(Gehart and Clevers, 2019).

De récentes analyses de single cell sur des CEl iléales murines isolées a ’lhoméostasie ou au
cours d’une infection, ont permis d’identifier de nouveaux sous-types de cellules entéro-
endocrines, de Paneth et de goblet mais aussi de mieux caractériser celles existantes (facteur
de transcription/récepteur/signature de génes)(Haber et al., 2017). De fagon similaire chez
I’'homme, ces analyses transcriptomiques ont permis de caractériser finement les signatures
de génes propres a chacun des principaux types cellulaires épithéliaux (Parikh et al., 2019;
Wang et al., 2020b). L’étude de différents segments intestinaux a montré une forte prévalence
des entérocytes (>70%) au niveau de la muqueuse iléale, tandis qu’il existe un enrichissement
des cellules de goblet au niveau du colon (20% versus 5% au niveau de l'iléon). Ainsi, ces
travaux ont permis de définir pour chaque CEl des marqueurs propres le role qu’elles

endossent en fonction de leur localisation intestinale mais également leur implication au cours



de pathologies inflammatoires chroniques comme les MICI (Huang et al., 2019; Parikh et al.,

2019; Smillie et al., 2019).
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Figure 3 : Principaux types cellulaires spécialisés constituant I’épithélium intestinal.

La muqueuse intestinale est constituée de quatre types cellulaires principaux exercant des
fonctions physiologiques importantes. Les cellules de Paneth (retrouvées uniquement au
niveau de l'iléon) produisent des PAMs alors que les cellules de goblet des mucines, les
entérocytes jouent un réle dans I'absorption des ions et des petites molécules enfin les
cellules entéroendocrines sont spécialisées dans la sécrétion d’hormones. D’aprées (Liévin-Le
Moal and Servin, 2013).

ii. Labarriere mécanique
Les jonctions serrées, établies entre les cellules épithéliales, assurent une barriere mécanique
(Zeisel et al., 2019). Ces derniéres sont composées au péle apical de protéines comme les
claudines ou les occludines et au pole basal de jonctions adhérentes (cadhérines) et de
desmosomes. Ces derniers jouent un role dans la modulation de I'ouverture des jonctions.
Cette barriere est renforcée par les actions d’enzymes, du pH, des PAMs et du mucus

constituant ainsi un arsenal chimique protégeant de I'invasion microbienne.



iii. Labarriere chimique

= |es peptides antimicrobiens (PAMs)

Les PAMs sont sécrétés de facon abondante au niveau des muqueuses, notamment
intestinales. Leur r6le majeur est d’exercer des actions bactéricides, cependant certains PAMs
possedent des actions plus larges sur diverses cellules modulant ainsi les réponses immunes
(Figure 4).

Les défensines, peptides cationiques de poids moléculaires compris entre 3 et 5 kilo dalton
(kDa) sont des PAMs sécrétés dans la lumiére intestinale en réponse a divers stimuli (Hazlett
and Wu, 2011). Leur structure se compose de deux feuillets B reliés entre eux par des ponts
disulfures. Une modification post-traductionnelle, assurée a la fois par I'appareil de Golgi et
ensuite par les trypsines humaines, est nécessaire pour la maturation de la forme pré-pro-
défensine en une défensine fonctionnelle. Une fois active, du fait de leur caractére
amphiphile, les défensines reconnaissent la membrane chargée négativement des micro-
organismes et s’y inserent en établissant des |ésions électrostatiques. Leur présence aboutit a
la formation de pores, a une hyperperméabilité en raison d’une rupture des membranes et
enfin a la mort du pathogéne (Hancock et al., 2016a). Les défensines sont classées en deux
catégories en fonction du réarrangement entre les cystéines, définissant ainsi les alpha-
défensines (a-défensines,) et les béta-défensines (B-défensines).

v' L'a-défensine 5 (HD5) codée par le géne DEFAS5 et I'a-défensine 6 (HD6) codée par le
géne DEFA6 sont toutes deux produites puis stockées dans les granulations des
cellules de Paneth. Un signal constitutif ou inductible aboutit a une dégranulation des
vésicules puis a la sécrétion d’a-défensines dans la lumiere intestinale. La sécrétion
inductible peut étre régulée soit par le facteur de transcription TCF4, soit par la voie
de signalisation NF-kB activée en réponse a la reconnaissance par le récepteur
cytosolique NOD2 de son ligand bactérien (muramyl dipeptide) (Gallo and Hooper,
2012). De par son activité bactéricide contre les bacilles a Gram négatif (BGN)
Staphylococcus aureus, HD5 limite la colonisation bactérienne intestinale et contribue
ainsi au controéle de I'environnement du microbiote intestinal (Salzman et al., 2003).
De plus, cette défensine posséde aussi un pouvoir antiparasitaire contre les micro-

sporidies de Toxoplasma gondii et antivirale en limitant les infections par le virus de



I'immunodéficience humaine ou les virus Herpés simplex. L’activité antimicrobienne
d’HD6 est plus modeste.

v’ Trente-huit B-défensines sont actuellement décrites chez I’lhomme. Leurs productions
sont assurées majoritairement par les cellules épithéliales de la peau, des tractus
digestif, respiratoire et uro-génital mais aussi par les macrophages ainsi que les
cellules dendritiques (DCs) (Hazlett and Wu, 2011). La B-défensine 1 (BD1) est
produite constitutivement au niveau du colon. Les B-défensines 2 et 3 (BD2 et BD3)
codées respectivement par les génes DEFB4A/DEF4B et DEFB103B/DEFB103A, sont
sécrétées dans la lumiere colique et a plus faible niveau dans celle iléale en réponse a
divers stimuli. Les voies de signalisation issues des cytokines pro-inflammatoires (I’IL-
1B, TNFa ou I'lL-22) ou des récepteurs de I'immunité innée (Toll-like receptors TLRs /
le récepteur cytosolique NOD2 pour nucleotide binding oligomerization domain 2)
représentent les principaux signaux de stimulation de I'expression de ces PAMs (Kolls
et al., 2008 ; Gallo and Hooper, 2012). Suite a leurs libérations dans la lumiére
intestinale via leurs activités antibactériennes, antivirales et antiparasitaires, les p-
défensines jouent un réle majeur dans le maintien de lintégrité de la barriere
épithéliale en limitant les translocations microbiennes (Hancock et al., 2016a).

En plus de ce role de renforcement des barriéres épithéliales, les a-défensines possedent des
actions pro-inflammatoires a I'origine du recrutement des macrophages, des monocytes et
des mastocytes via la sécrétion de chimiokines (CXCL8) par les CEl. Les B-défensines jouent
aussi le role de chiomiattractant pour les DCs a un stade immature, les LyT ou encore les
polynucléaires neutrophiles (PNN) (Hancock et al., 2016a). Cette activité chimiotactique des
défensines est dépendante de leur structure puisqu’elle s’affaiblit en I'absence de pont
disulfure. Cet afflux de leucocytes sur le site inflammatoire permet ainsi de combattre
I'infection avec d’autant plus d’efficacité. Au niveau des CEl, les a-défensines jouent un réle
dans le maintien de I'homéostasie intestinale et exercent des actions pro-apoptotiques ;
tandis que les B-défensines contribuent aux processus de cicatrisation de la muqueuse
(Hancock et al., 2016a). Les B-défensines peuvent se comporter comme des alarmines capable
d’étre reconnues par les récepteurs de I'immunité innée. Ainsi, la BD3 active les monocytes
en se liant aux TLR1&2 ou encore amplifie la signalisation issue de I’activation du TLR9. Enfin,

ces PAMs possédent des actions immunomodaulatrices : la BD3 inhibe la production de TNFa



par les monocytes activés par le LPS et les BD2 et BD4 induisent I'angiogenese via le

recrutement de cellules endothéliales.
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Figure 4 : Principaux mécanismes d’actions des PAMs.

Les peptides antimicrobiens (PAMs ou HDP (host defense peptide) exercent leurs pouvoirs
bactéricides soit en agissant directement sur I'agent pathogéne (formation de pores,
internalisation) soit en exercant des actions plus larges sur diverses cellules (neutrophiles,
lymphocytes et monocytes) modulant ainsi les réponses immunes. D’aprés (Ulm et al., 2012).

La lipocaline 2 (LCN2), un peptide antimicrobien de 25 kDa, est aussi impliquée dans la
protection de I'invasion de la muqueuse intestinale par des pathogénes et/ou les germes de
la flore commensale. Son pouvoir antibactérien s’exerce via sa capacité a neutraliser les
sidérophores, des chélateurs de fer produits et sécrétés par les micro-organismes pour leur
assurer des réserves essentielles a leur développement. De cette facon, la LCN2 les prive de
leur ressource principale en nutriment (Flo et al., 2004). Les PNN, les macrophages ou encore
les CEl constituent ses sources principales de production. La LCN2 est ensuite stockée dans les
granulations des PNN avant d’étre libérée dans la lumiere intestinale en réponse aux signaux
en partie dirigés par les cytokines de I'immunité muqueuse : I'lL-22 et I'lL-17 (Kolls et al.,
2008). Dans leurs travaux, Moschen et al. soulignent son réle primordial dans la protection de
la muqueuse intestinale contre les processus inflammatoires (Moschen et al., 2016). En effet
les absences combinées de son activité bactériostatique et de celle immunorégulatrice de I'IL-

10 laissent I'opportunité a une colonisation par des germes tels que Alistipes spp, provoquant
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une inflammation intestinale qui, si elle n’est pas controlée, peut conduire a un
développement tumoral.

Un autre PAM appartenant a la famille REG (Regenerative Islet Derived Proteins) joue un réle
prépondérant dans la protection de la barriere épithéliale. Il s’agit de REG3 gamma (REG3G),
une lectine de type C, de poids moléculaire égal a 15kDa et codée par le géne REG3G. Ce
peptide est synthétisé sous la forme d’un pro-peptide nécessitant I'action de trypsine pour
scinder le domaine N-terminal et permettre ainsi sa maturation. Grace a son domaine
carbohydrate, REG3G reconnait le peptidoglycane des bacilles a Gram positif (BGP), limitant
ainsi 'implantation et la colonisation par certaines bactéries telles que Listeria monocytogenes
et Enterococcus faecalis (Vaishnava et al., 2011). Au cours des premiers mois de vie,
I’expression de REG3G est induite au niveau de l'intestin gréle pour fagonner la composition
de la flore intestinale. Ce peptide est produit constitutivement par les cellules de Paneth,
tandis que sa production colique est induite au cours d’infections ou lors de processus
inflammatoires. En effet, les signaux issus des récepteurs de I'immunité innée (TLR4 et TLR5)
contribuent, via des voies de signalisation dépendantes de la voie Myd88 ou de celle de I'lL-

22, a sa sécrétion dans la lumiére colique (Gallo and Hooper, 2012).

= le mucus

Les cellules de goblet synthétisent des protéines glycolysées, les mucines (MUC) entrant dans
la composition du mucus. Ce gel visqueux, renouvelé toutes les six a douze heures tapisse
I’épithélium intestinal d’une couche épaisse contribuant ainsi au maintien d’une barriére
étanche au poéle apical (Johansson and Hansson, 2016a). La composition, la densité et
I’épaisseur du mucus, fluctuantes le long de l'intestin sont en corrélation directe avec
I'invasion microbienne. En effet, la couche de mucus épaissie au niveau du colon protege
d’avantage les CEl en comparaison a la muqueuse ilélale recouverte par une couche fine de
mucus. Deux catégories de mucines composent le mucus : les mucines sécrétées et celles
membranaires.

v' Les mucines secrétées (MUC2, MUCS5 et MUC6) forment un gel hydraté d’épaisseur
comprise entre 300 et 700 um et composé de deux couches. La couche extérieure,
assez mince, est colonisée par différents microorganismes ; tandis que la couche
interne proche de I'épithélium intestinal est stérile. De cette facon, ce gel muqueux

empéche I'adhérence des pathogénes et constitue une matrice captant et concentrant
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les PAMs. Parmi les mucines secrétées, la mucine 2 (MUC2), codée par le ggne MUC2,
correspond a une protéine trimérique dont les sous-unités sont reliées entre elles par
des ponts disulfures (Arike and Hansson, 2016). En plus de ces propriétés de barriere,
MUC2 possede une activité tolérogéne en induisant la production de cytokines
immunorégulatrices comme IL-10 et le TGFB (Transforming Growth Factor B) par les
DCs (Shan et al., 2013).

v' Les mucines membranaires telles que MUC1, MUC3A/B, MUC12, MUC13 et MUC17
composent le glycocalyx : une dense macromolécule d’épaisseur comprise entre 30 et
500nm a la surface des CEl (Pelaseyed and Hansson, 2020). Le géne MUC1 code pour
la mucine 1 (MUC1), un hétérodimere formé d’une chaine alpha permettant I’'adhésion
au pole apical et d’'une chaine béta impliquée dans la signalisation intracellulaire. Sa
surexpression, sa localisation aberrante ou la modification de sa glycosylation sont
associées aux adénocarcinomes.

Leurs expressions sont sous la régulation de cytokines telles que I'lL-4, IL-13, IL-9 mais aussi
des signaux issus de I'activation des TLRs (Knoop and Newberry, 2018). De plus, ces cytokines,
en modulant I'expression de la glycosyltransférase, controlent aussi le niveau de glycosylation
des mucines. Ce taux de glycosylation est non négligeable puisque constituant une source
d’énergie pour les bactéries commensales, il est directement corrélé aux propriétés de
barriere. La libération des mucines dans la lumiéere intestinale est sous le contrdle du
récepteur NLRP6 appartenant a la famille des récepteurs de type NOD (Birchenough et al.,
2015).

La Figure 5 illustre la barriére constituée par les actions combinées des PAMs et du mucus
pour limiter I'implantation et la colonisation de la muqueuse intestinale par les pathogenes

et/ou les germes de la flore commensale.

i. Labarriére microbienne

Cette fonction majeure dépendante des germes commensaux a été détaillée précédemment

(p2).
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Figure 5 : La muqueuse épithéliale intestinale constitute un rempart de protection limitant
les contacts entre le systeme immunitaire muqueux et les germes du microbiote intestinal.
Les jonctions serrées établies entre deux CEl adjacentes assurent une barriere mécanique,
grace aux protéines de jonctions serrées au pdle apical et aux jonctions adhérentes au niveau
de leur pOle basal. Les actions combinées des peptides antimicrobiens (PAMs), produit par les
cellules de Paneth au niveau de I'iléon et les cellules épithéliales au niveau du colon ainsi que
du mucus produit par les cellules de goblet jouent un réle essentiel dans le renforcement des
propriétés de barriere de la muqueuse intestinale. Au niveau du colon, la couche de mucus
interne stérile est recouverte par la couche externe colonisée par les bactéries commensales
tandis qu’au niveau de I'iléon, seule la couche de mucus externe est présente.

AMPs : peptides antimicrobiens, REG : Regenerative Islet Derived Proteins. D’aprés (Okumura
and Takeda, 2017).

13



c) Le systeme immunitaire muqueux

Le systeme immunitaire muqueux est défini par I'ensemble des structures lymphoides
associées aux surfaces muqueuses. Ce dernier a acquis une tolérance aux germes de la flore
commensale tout en les empéchant d’envahir la muqueuse. De plus, il doit maintenir une
capacité a monter une réponse efficace a I’encontre de micro-organismes pathogénes. A cette

fin, le systeme immunitaire muqueux est organisé en sites muqueux inducteurs et effecteurs.

i. Organisation du systéme immunitaire muqueux
Les sites muqueux inducteurs correspondent a des structures lymphoides organisées, au
niveau desquelles sont initiées les réponses immunitaires adaptatives. Parmi les sites
mugqueux inducteurs, nous pouvons distinguer les tissus lymphoides associées aux mugueuses
(MALT) et les ganglions lymphatiques drainant la muqueuse tels que les ganglions
mésentériques (GM) (Figure 6). Les MALTs possedent la particularité de ne pas présenter de
voies lymphatiques afférentes : les antigénes pénetrent via des cellules spécialisées (cellules
M) composant I'épithélium associé au follicule (FAE pour Follicle Associated Epithelium) et
sont transportés jusqu’au dome sub-épithélial pour étre présentés aux DCs. Les plaques de
Peyer (PP) constituent d’autres structures lymphoides organisées, retrouvées exclusivement
au niveau de l'iléon (Cornes, 1965). Les PP décrivent une organisation similaire aux autres
ganglions avec de nombreux follicules B (jusqu’a 100) entourés de zones T restreintes. Des
centres germinatifs (GC) sont observés au sein des follicules B indiquant une stimulation
permanente. Des structures identiques aux PP sont retrouvées au niveau du caecum et du
colon (Buettner and Lochner, 2016; Masahata et al., 2014). Des structures lymphoides isolées
(SLIT) (organes lymphoides tertaires) appartiennent aussi aux MALT mais contrairement aux
PP, ces SILT ne possédent que des follicules B avec de multiples CGs (Buettner and Lochner,
2016; Mowat and Agace, 2014) et quelques rares lymphocytes T. Selon la taille, nous pouvons
distinguer les cryptopatches et les follicules lymphoides isolés (FLIs) correspondant a
différents stades de maturation (Buettner and Lochner, 2016). Chez ’lhomme, les SLIT au stade
de cryptopatche n’ont pas été caractérisés. La muqueuse intestinale humaine dénombre
jusqu’a 30 000 FLIs dont la fréquence est maximale au niveau de I'iléon (Moghaddami et al.,
1998). De méme, au niveau du colon, leur fréquence augmente au fur et a mesure que I'on se

rapproche du colon recto-sigmoide (O’Leary and Sweeney, 1986). Les LTi (lymphoid tissue
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inducer) via la production de lymphotoxine B (LTa1B2) jouent un role primordial dans le
développement de ces MALTs (Buettner and Lochner, 2016). Chez la souris, contrairement aux
PP, les SLIT se développent apres la naissance et leur maturation au niveau de l'intestin gréle
est sous l'influence de signaux de la flore intestinale (Baptista et al., 2013) tandis que celle des

SLIT coliques est décrite comme indépendante du microbiote intestinal.
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Figure 6 : Structures lymphoides secondaires et tertiaires décrivant le systéme immunitaire
mugqueux.
Le systéme immunitaire muqueux est organisé en MALT comprenant les plaques de Peyers (PP) et les

structures lymphoides isolées (SLIT) et en ganglions lymphatiques drainant la muqueuse comme les
ganglions mésentériques. Ces derniers ainsi que les PP sont des organes lymphoides secondaires alors
que les SLIT correspondent a des structures lymphoides tertiaires. Les MALTs possedent la particularité
de ne pas posséder de vaisseau lymphatique afférent. Les antigénes luminaux sont reconnus par des
cellules spécialisées (cellules M) localisées au niveau de I'épithélium associé au follicule (FAE) puis sont
transportés jusqu’au dome sous-épithélial (SED) ou ils sont présentés aux DCs. Dans la LP intestinale,
les DCs sont activées par les antigenes luminaux via d’autres mécanismes (émission de dendrites,
présence de pores entre 2 cellules de goblet ou encore via les macrophages). L'activation des DCs
induit I'expression de CCR7 et puis leur migration jusqu’au ganglion mésentérique le plus proche. A ce
niveau, la réponse immune adaptive se met en place et permet |'activation des lymphocytes naifs en
lymphocytes T effecteurs et plasmocytes sécréteurs d’IgA. D’apres (Worbs et al., 2017).
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Les sites muqueux effecteurs correspondent aux zones au niveau desquelles se déroulent les
mécanismes effecteurs des réponses immunitaires muqueuses, c’est a dire I'épithélium et la
lamina propria (LP). Au sein de ces sites, sont retrouvés majoritairement des lymphocytes
intra-épithéliaux, des lymphocytes T CD4* ayant polarisé vers la voie Th17 ainsi que des
plasmocytes sécréteurs d’IgA. Les lymphocytes de I'immunité innée (ILC ; innate lymphoid cell)
et notamment les ILC3 sont largement présents au sein de la LP (Vivier et al., 2018). Des
macrophages intestinaux, des polynucléaires éosinophiles et neutrophiles (PNE/PNN) ainsi

gue des mastocytes sont également retrouvés.

ii. Laréponse du systéme immunitaire muqueux

= |nitiation de la réponse (Figure 7,n°1)

L’épithélium associé au follicule (FAE), via les cellules M, assure le passage d’antigénes
luminaux dans les PP ou les SLIT ou ils sont ensuite présentés aux DCs recrutées de facon CCR6
dépendante au sein du dome sub-épithélial (Worbs et al., 2017).

Trois grands sous-types de DCs intestinales ont été décrits : les DC1 (CD103* CD11b"), les DC2
(CD103* CD11b*) et le sous-type plus rare des DCs (CD103- CD11b* CX3CR1™) (Watchmaker et
al., 2014). Des DCs plasmacytoides intestinales (CD123*) sont aussi présentes et contrairement
aux DC1 et DC2, elles ne migrent pas une fois activées jusqu’au ganglion drainant la muqueuse.
Les DCs de la LP sont activées par des antigenes luminaux via d’autres mécanismes. Ainsi, ils
peuvent étre captés par les dendrites des DC2s (Chieppa et al., 2006; Farache et al., 2013) ou
des DCs exprimant le récepteur CX3CR1* (Niess et al., 2005). Les antigénes luminaux peuvent
aussi étre transportés jusqu’aux DCs CD103* de la LP via des pores présents entre 2 cellules de
goblet adjacentes (McDole et al., 2012). Enfin, il a été suggéré que ces antigénes pouvaient
étre reconnus par des macrophages CX3CR1* puis transférés aux DCs (CD 103*) (Mazzini et al.,

2014) (Figure 6).

= Migration (Figure 7,n°2)
Les signaux inflammatoires cytokiniques et/ou des TLRs provoquent la maturation des DCs
puis leur migration, via 'augmentation de I’expression de CCR7, vers le ganglion mésentérique

drainant ou sont initiées les réponses immunitaires adaptatives intestinales. Les DCs CD103*
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de la LP possédent la caractéristique d’exprimer une déshydrogénase (RALDH) fortement

impliquée dans le métabolisme de la vitamine A en acide rétinoique (RA).
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Figure 7 : Organisation de la réponse immune adaptative dans la LP intestinale.

Le systéme immunitaire muqueux posséde la propriété d’étre tolérant aux germes de la flore
commensale ou aux antigenes issus de I'alimentation tout en étant capable de montrer une
réponse en cas d’agression par un agent pathogene. Ceci est permis grace a une organisation
fine du systéme immunitaire muqueux, capable, en fonction du stimulus initial et de
I’environnement intestinal de monter une réponse tolérogene ou en cas d’agression une
réponse inflammatoire. Cette réponse comprend plusieurs étapes, résumées ci-dessus : 1)
activation des DCs grace a un stimulus au niveau des PP, des FLI ou encore de la lamina
propria ; 2) migration des DCs activées jusqu’au ganglion mésentérique le plus proche ; 3) mise
en place de la réponse immunitaire adaptative au niveau des zones T et des follicules B ; 4)
« homing intestinal » via I'expression de récepteurs spécifiques par les lymphocytes
effecteurs. D’aprés (Tindemans et al., 2020).
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La production de RA par les DCs CD103* influence et organise les réponses immunes au sein
des ganglions mésentériques en 1) induisant I'expression de récepteurs de « homing »
intestinal (a4B7, CCR9 se liant respectivement a MadCAM et CCL25) a la surface des
lymphocytes activés, 2) orientant la commutation isotypique vers les IgA) et 3) favorisant la
différenciation des lymphocytes T CD4* (LyTCD4*) naifs en Ly Treg (Coombes and Powrie,
2008). De plus, il a été mis en évidence chez la souris que la concentration en RA était plus
importante au niveau de l'iléon, en comparaison au colon suggérant que les DCs iléales
recoivent plus de signaux émanant du RA (Jaensson-Gyllenback et al., 2011). Les DCs présentes

au niveau des PP et du SLIT migrent du déme sub-épithelial jusqu’a la zone parafolliculaire T.

= |nitiation de la réponse adaptative au niveau des OLS : (Figure 7,n°3)

Les DCs ayant migré depuis la LP rejoignent les zones T des organes lymphoides secondaires
(OLS) et présentent via leur CMH un peptide protéique aux LyT naifs. L’'environnement
cytokinique produit par les DCs, en réponse a I'activation de ces récepteurs de I'immunité
innée par les germes commensaux/pathogénes présents dans la lumiére intestinale module
la polarisation en lymphocytes effecteurs. Au niveau des centres germinaux des follicules B
(ganglions mésentériques et PP), les Ly B naifs sont activés en plasmocytes sécréteurs d’IgA
avec ou sans la contribution des LyT. En effet, la production de TGFp par les DCs productrices
de RA au cours des réponses T-dépendantes oriente la commutation isotypique vers les IgA
(Agace and Persson, 2012; Macpherson and Uhr, 2004). Au cours des réponses T-
indépendantes, I'activation des TLRs des DCs par les bactéries commensales promulgue la
sécrétion d’APRIL (famille des cytokines TNF), BAFF ou encore de TGFB permettant ainsi la
production d’IgA (Pabst, 2012). Les FLI constituent un site majeur de production d’IgA par un
mécanisme indépendant des LyT (Knoop and Newberry, 2012). Ainsi, chez la souris, il a été
démontré un role prépondérant des LTi dans l'induction de la commutation vers les IgA au

niveau des FLI (Tsuji et al., 2008).

= « Homing » intestinal (Figure 7,n°4)

Apres activation dans les ganglions, les lymphocytes effecteurs retournent grace aux
récepteurs de « homing » vers les sites effecteurs muqueux. Ainsi nous pouvons distinguer au

sein des lymphocytes effecteurs (Cerf-Bensussan and Gaboriau-Routhiau, 2010) :
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- des Ly T alpha beta intra-épithéliaux (CD8* ou double négatif) : lymphocytes cytotoxiques
impliqués dans la reconnaissance et I’élimination des CEl exprimant un phénotype anormal a
la suite d’'une infection ou un stress,

- des Ly T gamma delta intra-épithéliaux (10% des Ly). Ces lymphocytes lorsqu’ils sont stimulés
par du RA, sécrétent de I'lL-22,

- des Ly T CD4* effecteurs majoritairement Th17, spécialisés dans la production d’IL-22 et d’IL-
17, Thl spécialisés dans la production de TNFa et d’IFNy, ou Ly Treg. Les Ly Treg en régulant
la balance de différenciation Th1/Th17 jouent un réle majeur dans le maintien de la symbiose
hote/microbiote.

- des IgA produites par les plasmocytes au niveau de la LP sont prises en charge par un
récepteur poly Ig permettant ainsi leur transcytose a travers la muqueuse intestinale avant
d’étre sécrétées dans la lumiere intestinale définissant, ainsi les IgA sécrétoires. Ces dernieres,
adsorbées dans la couche de mucus ont pour fonction majeure d’empécher des contacts trop
rapprochés entre les bactéries commensales et les CEl. En effet, ces immunoglobulines sont
capables de neutraliser des toxines et des micro-organismes retrouvés dans la lumiere

intestinale (Chen et al., 2020).
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Aspects  épidémiologiques, physiopathologiques, cliniques,
diagnostics et de suivis des Maladies Inflammatoires Chroniques
de l'Intestin (MICI)

La maladie de Crohn (MC) et la Rectocolite Hémorragique (RCH) sont les deux entités
principales regroupées sous le terme de Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin. Ces
pathologies affectent environ 1,5 millions d’Américains et 2,2 millions d’Européens. Le
retentissement de ces pathologies est important puisqu’il s’agit d’affections de longue durée,
altérant la qualité de vie et nécessitant le recours a des thérapeutiques lourdes.
a) Définition

La RCH est caractérisée par une inflammation chronique et évoluant par poussées, de la
couche épithéliale superficielle de la muqueuse colique. Cette pathologie atteint
constamment le rectum et s’étend de maniére continue plus ou moins haut vers le ceecum,
respectant 'intestin gréle. Selon I'étendue des |ésions, on parle de rectite (atteinte unique du
rectum), de recto-sigmoidite (atteinte combinée du rectum et du colon sigmoide), de recto-
colite gauche (atteinte du rectum, du colon sigmoide et descendant) et enfin de pancolite
lorsque I'ensemble du colon est touché (Baumgart and Sandborn, 2007). Les formes rectite et
recto-sigmoidite sont décrites dans 30-60% des cas, la recto-colite gauche dans 16-45% des
cas et la pancolite dans seulement 15-35% des cas (Ungaro et al., 2017) (Tableau 2).

Depuis qu’elle a été décrite en 1932 par le médecin américain Burril B. Crohn a I’'h6pital du
Mount Sinai, la MC se caractérise par une inflammation chronique et discontinue de
I’ensemble des couches de la muqueuse intestinale pouvant toucher n’importe quel segment
du tube digestif. Ainsi, dans 45% des cas la MC atteint isolément I'iléon (Montreal classification
L1) et dans 32% des cas seulement le colon (L2). Les formes iléo-coliques (L3) touchent 19%
des malades et les formes totales (L4) sont retrouvées seulement dans 3% des cas (Baumgart
and Sandborn, 2012). Il existe quelque rares cas de localisation des Iésions au niveau de
I'estomac et/ou du duodénum. Dans 30 a 50% des cas, des lésions anopérinéales
correspondant a des lésions de la partie interne de I'anus et de la partie basse du rectum sont
retrouvées (Baumgart and Sandborn, 2007). La classification de Montréal distingue trois

phénotypes selon les caractéristiques initiales de la maladie : non sténosant non fistulisant
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(B1) présent chez 81% des patients, sténosant (B2) (5%) et fistulisant et inflammatoire (B3)
(14%) (Baumgart and Sandborn, 2012) (Tableau 2).

La distinction entre MC et RCH basée sur des criteres cliniques, endoscopiques, histologiques
et radiologiques, n’est pas toujours aisée. D’autres étiologies peuvent aussi étre incriminées
comme responsable d’iléite ou de colite. Ainsi, des agents infectieux parmi lesquels certaines
bactéries (Campylobacter spp, Yersinia spp), certains parasites (Entamoeba histolytica) ou en
certains virus (cytomégalovirus, Herpés simplex) ont été décrits. Parmi les étiologies non
infectieuses, nous pouvons noter les causes inflammatoires (les diverticulites, la sarcoidose),
toxiques (AINS, certaines chimiothérapies), malignes (cancer colorectal ou certains

lymphomes) et enfin vasculaires (vascularites).
b) Données épidémiologiques

Les MICI sont des pathologies chroniques affectant les populations des pays industrialisés,
impactées par leur mode de vie, puisque la prévalence dans ces régions atteint 0.5% (Kaplan,
2015) (Figure 8). L'incidence mondiale de la MC est estimée entre 0,3-12,7 cas pour 100 000
Européens et entre 0 et 20,2 cas pour 100 000 Nord-Américains (Molodecky et al., 2012). Celle
de la RCH, sensiblement similaire, est comprise entre 0,6 et 24,3 pour les Européens et entre
0 et 19,2 pour les Nord-Américains. De plus, I'incidence et la prévalence de ces pathologies
n’ont cessé de croitre ces dernieres années, essentiellement au sein des populations urbaines
établies dans des pays industrialisés (Ananthakrishnan, 2015; Kaplan, 2015). Cependant,
I'incidence ne semble pas étre influencée par le sexe mais plutot par les appartenances
ethniques. Ainsi, les populations juives d’origine ashkénaze encourent un risque trois fois plus
élevé de développer une MICI (Bernstein et al., 2006). Ces dernieres décennies ont aussi été
marquées par une élévation de l'incidence au sein de zones géographiques peu touchées
jusque-la (Ananthakrishnan, 2015). Ainsi en 10 ans, l'incidence de la MC a augmenté de 150%
a Hong Kong, de 136% en Corée du Sud et de 117% au Brésil (Eisenstein, 2016). Ces
populations ne partagent pas le méme patrimoine génétique que les populations
caucasiennes soulignant ainsi fortement I'impact de I'environnement dans |'apparition des
MICI. Ces pathologies se déclarent le plus souvent chez I’adulte jeune : la moyenne d’age lors

de la premiere crise se situant entre 15 et 40 ans (Neurath, 2014).
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Figure 8 : Prévalence des MICI dans le monde en 2015.
D’apres (Eisenstein, 2016)

c) Les facteurs de prédispositions des MICI

La physiopathologie des MICI est complexe et multifactorielle. Les récents travaux ont permis
d’identifier des facteurs génétiques et environnementaux représentant des acteurs cruciaux
agissant en synergie dans la genese des MICI. Cependant, il est important de noter
gu’individuellement ces facteurs n’ont aucun impact sur le déclenchement des MICI mais
seulement lorsqu’ils agissent en synergie entre eux. Ces genes de susceptibilité associés a des
facteurs environnementaux contribuent a altérer la composition du microbiote intestinal ainsi

que I’étanchéité de la barriere intestinale contribuant ainsi au développement des MICI.

i. Epidémiologie génétique et génétique
L'impact de la génétique dans I'apparition des MICI a été mis en évidence depuis qu’il a été
retracé chez 14% des patients atteints de MICI une histoire familiale de MC ou de RCH. En lien
avec leur caractere héréditaire, le risque relatif de développer une MICI chez une personne
liée au premier degré d’un patient atteint de MC est estimé autour de 5%. Pour ceux souffrant
de RCH, le risque est estimé autour de 1,6% (Yang et al., 1993). Dans le cas ou les deux parents
sont atteints de MICI, le risque d’étre atteint avant I'dge de 30 ans est considérablement

augmenté puisque estimé a un tiers (Halme et al., 2006). De plus, le taux de concordance entre
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des jumeaux monozygotes est estimé entre 10-15% pour la RCH et a 30-35% pour la maladie
de Crohn (Spehlmann et al., 2008).

Des études de méta-analyse a grande échelle basées sur I’analyse comparative de I'ensemble
du génome de patients atteints de MC ou de RCH versus des sujets sains, ont permis
I'identification de 163 locis associés aux MICI dont 110 communs aux deux, 37 spécifiques a la
MC et 23 propres a la RCH (Jostins et al., 2012). Certains de ces génes de susceptibilités,
associés a la MC (NOD2, PTPN22) ont montré des niveaux significatifs de protection au cours
de la RCH (Jostins et al., 2012). La présence de genes de susceptibilité commun a la MC et la
RCH permet d’ explique des histoires familiales mixtes avec des membres atteints de MC et
d’autres de RCH (Moller et al., 2015).

L'ensemble de ces génes exerce un réle crucial dans le maintien de I’homéostasie intestinale
et des mutations de ces derniers ont pour conséquence l'altération de cet équilibre. Ainsi,
certains de ces génes (CDH1, GNA12, PTPN22, HNF4A) sont rattachés a un défaut de la

perméabilité de la mugqueuse intestinale observée au cours des MICI. Une mutation dans le

géne CDH1 provoque la formation d’une protéine E-cadhérine tronquée ou une anomalie de
répartition des protéines de jonctions serrées (Muise et al., 2009). D’autres locis contribuent
a des dysfonctionnements dans les mécanismes de production et/ou de sécrétion des cellules

de Paneth (Wehkamp and Stange, 2010) ayant pour conséquence une altération des défenses

antimicrobiennes. En 2001, une mutation dans le géne NOD2 (insertion d’une cytosine en

position 3020 : 3020insC), a l'origine de la formation d’une protéine tronquée et d’une
altération de la fonctionnalité du récepteur de 'immunité innée (reconnaissance du muramyl
peptide et signalisation) est identifiée (Ogura et al., 2001). Depuis, 3 polymorphismes dans le
gene NOD2 (R702W, G908R, and 3020insC) ont été décrits et associés a une susceptibilité pour
la MC (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001). De plus, les souris déficientes pour le gene Nod2
/ présentent une diminution des capacités de défense en cas d’invasion par des pathogénes
(Petnicki-Ocwieja et al., 2009). En 2004, I'équipe de Wehkamp relie les mutations observées
dansle gene NOD2 a la diminution d’expression des défensines 5 et 6 par les cellules de Paneth
au cours de la MC (Klag et al., 2013; Wehkamp et al., 2004, 2007). La transfection de cellules
Caco-2 (cellules épithéliales du colon) avec des mutants de NOD2 confirme ces résultats
puisqu’une inefficacité de la réponse immune au cours d’une infection a Salmonelle est
observée (Hisamatsu et al.,, 2003). Enfin, il a été mis en évidence qu’une altération de la

morphologie des cellules de Paneth était reliée a des SNP (single nucleotid polymorphism)
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observés dans NOD2 (VanDussen et al., 2014) et contribuait a une rechute précoce aprés une
chirurgie. D’autres génes sont aussi associés a un défaut de sécrétion des cellules de Paneth :
ATG16L1 (Autophagy related 16 like) (Cadwell et al., 2008; Hampe et al., 2007) impliqué dans
I'autophagie et KCNN4 codant pour un canal potassique calcium dépendant (Khor et al., 2011).
Un polymorphisme dans le gene XBP1 (X-Box Binding Protein 1), un facteur de transcription
impliqué dans la réponse au stress du réticulum endoplasmique, altere aussi la morphologie
des cellules de Paneth et leur capacités antibactériennes (Kaser et al., 2008). Enfin des
mutations dans les génes (TCF7L2, LRP6), impliqués dans la voie de signalisation Wnt, peuvent
expliquer la diminution d’expression des défensines observée au cours de la MC (Armbruster
et al., 2017). Le mucus et les mucines qui le composent, établissent une barriere étanche
contribuant aux défenses antimicrobiennes. Certains polymorphismes dans les genes codant
pour des mucines MUC5AC, MUC2 et MUC19 sont associés une susceptibilité aux MICI.
D’autres génes (GPX1, GPX4) sont reliés a la régulation de la production de dérivés oxygénés
ou a la protection contre le stress oxydatif (Khor et al., 2011). Des mutations dans certains

génes impliqués dans la_reconnaissance et/ou I'élimination des pathogénes peuvent

également perturber I’'homéostasie intestinale et initier une inflammation. Ainsi, deux génes
ATG16L1 et IRGM (immunity related GTPase M) impliqués dans les processus d’autophagie,
ont été décrits comme jouant un role clef dans la pathogénése des MICI (Hampe et al., 2007;
McCarroll et al., 2008). L'autophagie est un mécanisme inné important pour permettre
I’'homéostasie intracellulaire en assurant I’élimination de composants intracellulaires et des
pathogénes. Ainsi, des mutations (variant T300A) dans le géne ATG16L1 alterent le processus
normal d’autophagie, provoquant un défaut d’élimination des bactéries pathogenes (Khor et
al., 2011). De nombreuses études ont démonté que NOD2 interagit avec ATG16L1 et que les
variations observées sur ces génes limitent leur interaction, impactant ainsi la clairance
bactérienne et les mécanismes de présentation (Travassos et al., 2010). Un autre récepteur
de I'immunité innée DECTIN-1 (CLEC7A) reconnaissant certains motifs a la surface des
champignons et sa protéine adaptatrice associée CARD9, constituent 2 autres genes de
susceptibilité associés aux MICI (Cohen et al., 2019; Khor et al., 2011) en provoquant une
altération de la voie Th17 impliquée dans la synthese de cytokines telles que I'lL-22 et I'IL-17,

nécessaires a la régulation de 'homéostasie intestinale. Des facteurs génétigues immuns ont

aussi été identifiés avec la mise en évidence de SNP dans des génes codant certaines cytokines

ou chimiokines (CCL20, CCL2), des récepteurs de cytokines (les récepteurs a I'lL-12 ou IL-23
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(Duerr et al., 2006)) ou encore des médiateurs de signalisation (STAT1, STAT3, STAT4 ou la
kinase JAK2) (Jostins et al., 2012). De plus, des mutations avec perte de fonction ont été mise
en évidence dans des génes codant des cytokines immunorégulatrices (IL10, IL10RA, ILI10RB

ou TGFB1) et associées aux formes précoces de MICI (Neurath, 2019).

IBD-related processes

Microbiota, _ Epithelial barrier
) GNA12*, HNF4A, CDH,
ERRFI1, MUC19, ITLNI*

Restitution
REL, PTGER4, NKX2-3, STAT3,
ERRF1, HNF4A, PLA2G2A/E

Solute transport
SLCOA4, SLC22A5 SLC22A4%,

Microbial AQP12A/B, SLC9A3, SLC26A3
SEeNsors
Paneth cells
— ITLNI* NOD2* ATGI6LI* XBPI1*
Innate mucosal defence
Recruitment
of mediators NOD2* ITLNI* CARDO*,

REL, SLCI1IAT, FCGR2A%/B

Signal — = Immune cell recruitment
Lt CCL11/CCL2/CCL7/CCLB,
amplification

CCRE6, |L8RA/ILERE, MSTI*

@ @ Antigen presentation
; ERAP2* LNPEF, DENNDIB

IL-23/Ty17
IL23R*, JAK2, TYK2", STAT3,

ICOSLG, IL21, TNFSF15*
I .
A T-cell regulation

[
Transducers t
and effectors

— | | NDFIP1, TNFSFS, TAGAR, IL2, IL2R¢
Plasma cel TNFRSFS, PIM3, IL7RY, IL12B, IL23
PRDM1, ICOSLG, TNFSF8, IFNG, IL:
B-cell regulation
IL5 IKZF1, BACHZ, IL7R", IRF5
Immune tolerance
Cellular responses 1L10, IL27% SBNO2, CREM,
IL1R1/L1R2, NOD2*
Autophagy ER stress Intracellular logistics Cell migration
ATG16L1* IRGM, NOD2*, CPER4, ORMDL 3, VAMP3, KIF21B, TTLLS, ARPC2, LSP1, AAMP
LRRKZ, CUL2, PARK7, DAP SERINC3, XBP1* FGFR10R CEP72, TPPP —uc
—CD
Apoptosis/necroptosis Carbohydrate metabolism Oxidative stress —uc/ch
FASLG THADA*, GCKR*, SLC2ZA4RG PROX5, BACH2, ADC, GPX4, GPX1% SLC22A4, LRRK2, cis-eQTL
DAE PUSI0, MSTI* NOD2* CARDS® HSPAG, DLD, PARK7, UTS2% PEX13 *Coding mutation

Figure 9 : Principaux génes de susceptibilité associés aux MICI.

L’homéostasie intestinale est permise grace aux actions combinées des CEl ainsi que des
acteurs de I'immunité innée et adaptative permettant de limiter les contacts entre le systeme
immunitaire muqueux et les germes de la flore commensale. Des mutations dans des genes
exergant des fonctions essentielles dans les mécanismes de défenses antibactériennes, de
renforcement de la barriére intestinale, d’autophagie ou encore de reconnaissance/activation
de réponses immunes ont été identifiées et contribuent a I'instauration d’un terrain favorable
au développement des MICI. Certains génes sont spécifiques de la MC (en noir), d’autres de
la RCH (bleu) tandis que certains sont communs aux deux maladies (rouge). P : cellule de
Paneth, G : cellule de goblet. D’apres (Khor et al., 2011).
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Il est important de noter que le risque associé (Odd ratio ; OR) de ces génes de susceptibilité
est relativement faible (Tableau 1) mais confere un terrain favorable, qui associé a des
facteurs environnementaux spécifiques peut contribuer a altérer I'équilibre symbiotique
établi avec le microbiote intestinal et par conséquent aboutir a des réponses immunitaires
désordonnées et une inflammation chronique. Ainsi, NOD2, le premier gene de susceptibilité
associé a la MC, présente un OR égal a 3,1 tandis que /L23R, associé aux MICI, confere un OR
égal a 2,0 (Jostins et al., 2012). A contrario, certains individus sains porteurs de ces génes de
susceptibilités ne développeront jamais une MICI (Jostins et al., 2012). Ces variations
génétiques expliquent seulement 13% des MC et 7.5% des RCH soulignant I'impact de
I’épigénétique mais aussi des facteurs environnementaux (Liu et al., 2015). Un porteur
caucasien européen de SNP dans le gene NOD2 aura donc un impact significativement plus
important en comparaison a sa présence chez une personne originaire d’Asie de I'Est (Jostins
et al., 2012). Enfin des études de GWAS ont aussi démontré que ces facteurs de susceptibilité
génétiques peuvent aussi jouer un réle dans la physiopathologie de la maladie. En effet, des
SNP dans NOD2 sont significativement corrélés a une atteinte iléale ainsi qu’a I'dge au

diagnostic la maladie (Cleynen et al., 2016).

ODD RATIO (OR)
MC ! RCH
NOD2 3.1 i
PTPN22 1.20 5
HNFA4 ] 0,53
. | ATG16L1 1.23 [
Autophagie
IRGM 1.24
IL23R 2.01
Cytokines | IL12RB2 1.18
IL10 1.20
CARD9 1.18
MUC19 1.33
STAT3 1.10
GPX1 1.18
VDR 1.054

Tableau 1: Odd Ratio associés aux principaux génes de susceptibilité des MICI. D’apres
(Jostins et al., 2012)
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ii. Identification des principaux facteurs de risques environnementaux
De nombreux facteurs environnementaux, tout au long de la vie, contribuent a fagconner la
flore intestinale (Figure 10A). Certaines expositions dans les premieres années de vie peuvent
étre déterminantes sur I'équilibre de la flore. Ainsi, la prise d’antibiotiques avant I'age de 5
ans expose a un risque 3 fois plus élevé de développer des MICI (Ungaro et al., 2014). Parmi
les autres facteurs conduisant a un appauvrissement du microbiote, nous pouvons noter : une
naissance par césarienne et I'absence d’allaitement maternel (Klement et al., 2004). D’autres
facteurs environnementaux, relatifs aux modes de vie, contribuent a expliquer les différences
de prévalence observées entre les pays industrialisés et ceux en voie de développement. Ainsi,
un mode de vie urbain associé a une exposition a la pollution, une alimentation non équilibrée,
grasse et pauvre en fibre, un mode de vie soumis a une forte pression ou sédentaire
augmentent le risque de développer des MICI (RR >1.5) (Ananthakrishnan, 2015).
L'urbanisation récente de certaines régions du monde explique aussi 'augmentation de
I'incidence dans ces zones (Kaplan, 2015). Le régime alimentaire joue un réle fondamental
dans la composition de la flore commensale. Une alimentation journaliere soumise a des
influences occidentales favorisera une diversité bactérienne vers un cluster Bacteroides spp,
tandis qu’un régime riche en fibres favorisera plutét une colonisation par I'espece Prevotella
spp. Le tabac constitue un facteur de risque majeur environnemental. En effet, une méta-
analyse a conclu a une augmentation du risque par 2 de développer une MC chez les fumeurs
tandis que le risque de souffrir de RCH est divisé par 2 (Mahid et al., 2006). Il exerce un effet
délétere sur la perméabilité intestinale de fagcon plus ou moins médié par une altération de la
flore commensale (Kevans et al., 2015). Plusieurs études ont démontré qu’une exposition
passive et ce depuis le plus jeune age prédispose aux mémes effets néfastes (Mahid et al.,
2007) bien que de récents rapports ne le confirment pas (Chivese et al., 2018). Chez les
patients fumeurs, la MC se présente sous une forme plus agressive nécessitant le recours plus
rapidement a un traitement immunosuppresseur ou chirurgical. De plus, certains facteurs
peuvent se combiner, en effet dans son étude Stappenbeck et al. démontre que I'association
d’une imprégnation tabagique et de la mutation T300A ATG16L1 altéere le pouvoir sécrétoire
des cellules de Paneth (Liu et al., 2018). Le méme effet divergent est observé avec un autre
facteur de risque, I'appendicectomie. En effet, a partir d’'une cohorte de patients ayant été
opérés de 'appendicite avant 50 ans, il a été mis en évidence un effet protecteur contre

I’'apparition de RCH en comparaison a la MC (Andersson et al., 2001, 2003).
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Figure 10 : Principaux facteurs de prédisposition des MICI.

A) Interactions entre les principaux facteurs environnementaux et génétiques impliqués dans
la composition du microbiote intestinal et pouvant ainsi contribuer chez certains individus au
développement de MICI. B) Les MICI sont décrites comme un processus pathologique en
constante évolution. Elles sont déclenchées par une combinaison de facteurs primaires
propres a l'individu (exposome, génome, microbiome et facteurs immuns) puis apres le
développement de la maladie, d’autres facteurs impactent leur évolution. D’aprés
(Ananthakrishnan, 2015).
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Le Tableau 2 (p41) résume les facteurs environnementaux divergents entre MC et RCH.
D’autres facteurs pourraient jouer un role dans la genése des MICI comme un environnement
aseptisé, une exposition a certaines infections, la consommation d’aspirine ou d’anti-

inflammatoire non stéroidiens (Ananthakrishnan, 2015).

iii. Le microbiote intestinal

L'association des facteurs génétiques et environnementaux impacte directement la
composition de la flore intestinale (Figure 10A). Actuellement, il n’est pas encore clairement
établi si la dysbiose observée au cours des MICI peut étre considérée comme une cause ou
une conséquence de ces pathologies (Turpin et al., 2018).

La multiplication récente des travaux de caractérisation du microbiote intestinal par
séquencage a permis des avancées considérables dans la compréhension des mécanismes
aboutissant au déclenchement des MICI. L’analyse et la caractérisation de la flore commensale
de patients souffrant de MICI ont permis de mettre en évidence une diminution de la diversité
bactérienne au sein de leurs muqueuses (Ott et al., 2004; Sartor and Wu, 2017; Yilmaz et al.,
2019). L’étude du microbiote fongique a montré une diminution de la diversité uniquement
chez les patients atteints de RCH (Sokol et al., 2017). En effet, chez les patients MC avec une
atteinte iléale, I'impact de I'environnement a favorisé la croissance des champigons par
rapport aux bactéries. De plus au cours des MICI, il est observé une augmentation du ratio
Basidiomycota/Ascomycota corrélée a I'atteinte inflammatoire. Parmi les Ascomycota, S.
cerevisiae, dont la fréquence est diminuée au cours des MICI, exerce des actions anti-
inflammatoires et empéche la colonisation des muqueuses par des bactéries pathogenes
comme E. coli entero-pathogéne (Sokol et al., 2017).

Le Tableau 2 (p41) résume les principales altérations du microbiote bactérien, fongique et
virale observées au cours des MICI. Ainsi, il a été décrit un appauvrissement de la flore par
certaines souches bactériennes appartenant au groupe Clostridium (Faecalibacterium
prausnitzii) possédant des propriétés immunomodulatrices (Sartor and Wu, 2017), alors que
la fréquence des bactéries pro-inflammatoires est augmentée (Kostic et al., 2014). En effet,
certaines souches de Clostridium induisent la sécrétion d’IL-10 permettant ainsi la
différenciation vers la voie des Ly Treg (Atarashi et al., 2013). De plus, F. prausnitzii possede la
capacité d’induire la sécrétion d’IL-10 par les DCs (Rossi et al., 2016), d’inhiber la voie du NF-

kB et la production des cytokines pro-inflammatoires qui en découlent (Quévrain et al., 2016;
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Sokol et al., 2008) ou encore d’induire la sécrétion de butyrate aux propriétés
immunomodulatrices (Machiels et al., 2014). Au sein des Enterobacteriaceae, |la fréquence de
Escherichia.coli entero-invasive est significativement augmentée au niveau de la muqueuse
iléale des patients MC (Baumgart et al., 2007; Darfeuille-Michaud et al., 2004). Cette bactérie
adhere a la surface des CEl, se multiplie au sein des macrophages provoquant ainsi une
sécrétion accrue de TNFa (Lapaquette et al., 2010). Des modifications du virome, spécifiques
a la MC et la RCH, sont aussi observées au cours des MICI et contribuent a I'installation d’une

dysbiose provoquant a terme une inflammation intestinale (Norman et al., 2015).

De nombreuses études ont démontré que certains facteurs héréditaires jouaient un role dans
la constitution de notre microbiome (Bonder et al., 2016). Ainsi, les génes de susceptibilité
précédemment identifiés peuvent contribuer au développement de MICI en altérant la
composition de la flore commensale (Figure 11). C’'est ainsi, qu’il a été mis en évidence que
des SNP dans NOD2 étaient associés a une dysbiose iléale chez les patients pédiatriques CD
(Liu et al., 2016) ainsi qu’a une augmentation des entérobactéries (Enterobacteriaceae) et une
diminution de F.prausnitzii (Cohen et al., 2019). De méme, le statut non sécréteur du géne
FUT2, conférant une susceptibilité a développer une MC (OR=1.1), provoque des altérations
du microbiome (Turpin et al., 2018). Des modifications dans le gene ATG16L1, al'origine d’'une
altération dans les réponses des LyT, provoquent une rupture de l'intégrité de la barriere
intestinale et une perte de tolérance aux bactéries commensales de la flore (Cohen et al.,
2019). Des polymorphismes dans le gene codant le récepteur a la vitamine D (VDR),
représentant un facteur de risque de développer une MICI, contribuent a expliquer
I’appauvrissement des bactéries appartenant a I'embranchement des Parabacteroides
(Simmons et al., 2000). Enfin, une diminution de l'abondance de F. prausnitzii est
significativement associée a un polymorphisme (rs1394174) présent sur le géne CNTN6

(Turpin et al., 2018).
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Figure 11 : Principaux variants génétiques pouvant altérer le microbiote intestinal

Les genes de susceptibilité associés aux MICI ont pour conséquence principale une
modification de la composition du microbiote intestinal. En effet NOD2, ATG16L1 et LRRK2
contribuent a une diminution de la sécrétion de PAMs par les cellules de Paneth. Des variants
de NOD2 sont associés a une augmentation de I'abondance des espéces bactériennes
appartenant a E. coli / Bacteroides et une diminution de Faecalibacterium. Des variants de
CARD9 ou CLEC7A altérent les réponses immunes initiées par les DCs. Un défaut dans la
production de mucus par les cellules de goblet (MUC5AC et MUC6) contribue a affaiblir la
barriere intestinale. Les noms des genes en rouge correspondent a des susceptibilités
observées au cours de la MC et de la RCH, en orange au cours de la MC et en violet ceux propre
a la RCH. Abréviations: AMP: peptides antimicrobiens. D’apres (Cohen et al., 2019).
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d) Mécanismes physiopathologiques.

Une dérégulation de I'équilibre microbiote/hote peut conduire, chez un individu
génétiquement prédisposé et sous l'influence de facteurs environnementaux a une altération
de l'étanchéité de barriere intestinale provoquant le passage des germes commensaux
initialement contenus dans la lumiere intestinale jusque dans la LP (de Souza and Fiocchi,
2016a) (Figure 12A). En effet chez les patients MICI, les fonctions de barriere de la muqueuse
intestinale sont affaiblies: diminution de I'expression des PAMs (Klag et al., 2013), des
protéines de jonctions serrées, des capacités d’auto-renouveélement de ['épithélium
diminuées (Khor et al., 2011), déplétion des cellules de goblet productrices de mucines
(Johansson et al., 2014), altération des processus d’autophagie par les CEl et appauvrissement
de la flore commensale. En plus des mutations décrites, une étude a suggéré qu’une
diminution du nombre de copies dans le gene codant pour la B-défensine 2 pourrait expliquer
la baisse de son expression au cours de la MC (Fellermann et al., 2006). L'amenuisement des
capacités de défense de la muqueuse intestinale permet alors des translocations
bactériennes, initiant par la suite une activation du systeme immunitaire muqueux.

Les germes commensaux ou pathogénes ayant pénétré dans la LP sont reconnus par les
récepteurs de I'immunité innée présents a la surface des CEls, des DCs ou encore des
macrophages intestinaux, qui une fois activés, sécretent des cytokines pro-inflammatoires.
Ces molécules contribuent a restaurer ’lhoméostasie intestinale en régulant de nombreuses
fonctions : défenses de I’hote, fonctions de barriere, régulation des processus immuns et

réparation tissulaire.
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Figure 12 : Les mécanismes physiopathologiques associés aux MICI. A) Dans la muqueuse saine,
I’équilibre entre la flore commensale et I'h6te di a une barriére intestinale étanche permet
I’'homéostasie intestinale. L’association de facteurs génétiques et environnementaux contribuent chez
certains individus a affaiblir la flore intestinale en paralléle d’'un amenuisement des fonctions de
barriere de la muqueuse intestinale provoquant des translocations bactériennes et une activation
accrue du systéme immunitaire muqueux. D’apres (Pickard et al., 2017). B) Pénétration des germes
pathogénes ou commensaux provoquant une activation de la réponse innée, une sécrétion de
nombreuses cytokines/chimiokines amplifiant la réponse inflammatoire, puis la mise en place de la
réponse immune adaptative qui si elle n’est pas suffisamment contrélée devient chronique et
provogue a terme une destruction des tissus. D’apres (Neurath, 2019).
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i. Implications des réseaux cytokiniques dans la physiopathologie des MICI

L’étude, de ces réseaux cytokiniques et de leurs dysrégulations au cours des MICI, a permis de
mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques mais aussi d’instaurer des stratégies
thérapeutiques plus adaptées (Friedrich et al., 2019) (Figure 12B). Parmi, ces cytokines, celles
appartenant a la famille de I'IL-1, jouent un role fondamental au cours des MICI. Chez ces
patients, il a été décrit une activation accrue de la voie découlant du complexe NLRP3
inflammasome, permettant les clivages des pro-IL-1B et IL-18 en des formes cytokiniques
matures (Neurath, 2019). Des blocages de ce complexe inflammasome ont permis d’inhiber
I'activité de la maladie au cours de modeles expérimentaux de colite. L’'IL-18 joue des roles
déléteres en induisant une déplétion des cellules de goblet et la synthese de médiateurs
inflammatoires (TNFa / IFNy) par d’autres cellules mononuclées infiltrées dans la LP (Nowarski
et al., 2015). Son blocage, au cours d’'un modéle de colite a contribué a I'amélioration du
phénotype clinique chez les souris (Kanai et al., 2001). L'IL-33, une autre cytokine de la famille
de I'lL-1, exerce un role pléiotropique au cours des MICI. En effet, certaines études ont montré
gue son blocage améliorait les colites expérimentales. D’autres lui ont attribué un réle
bénéfique en favorisant la réparation tissulaire via la synthese d’lIL-22 par les mastocytes
intestinaux ou encore la polarisation vers la voie des Ly Treg (Neurath, 2019). Enfin, une
augmentation de I'lL-36 a été mise en évidence au cours des MICI. Des travaux ont montré
gue son absence aggravait le phénotype clinique de colite induite au DSS en inhibant une
cascade de signalisation, dépendante de I'lL-36, IL-23 et IL-22 et impliquée dans les défenses
antibactériennes (synthése de PAM) et la cicatrisation (Ngo et al., 2018). Cependant, d’autres
études ont démontré que son absence/blocage aux cours de modeles expérimentaux a permis
de réduire I'inflammation chronique ainsi que les processus de remodelage et fibrose des
tissus. D’autres cytokines pro-inflammatoires sont aussi sécrétées comme par exemple I'IL-6
et le TNFa. L'IL-6 contribue a amplifier la production d’autres médiateurs pro-inflammatoires
activant les cellules stromales et inhibe I"apoptose des Ly T via la voie de signalisation
dépendante de STAT3 (Neurath, 2019). Cependant, elle peut aussi jouer un role bénéfique
dans les processus de cicatrisation en induisant le recrutement tissulaire de certains
macrophages (Friedrich et al., 2019). Le TNFa joue de multiples roles délétéres : induction de
la mort des cellules de Paneth par nécroptose, de I'angiogénese et de la résistance a

I’apoptose des macrophages et des LyT (Neurath, 2014). Enfin, les cytokines de la famille de
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I'lL-12 (IL-12 et IL-23) jouent un rble clef dans la polarisation des LyT CD4* naifs vers la voie
Th1 (r6le de I'lL-12) ou vers la voie Th17 (role de I'lL-23) a défaut d’une polarisation vers la
voie des Ly Treg. L’'IL-23 joue aussi un réle majeur dans I'activation des cellules lymphoides
innées de type 3 (ILC3) retrouvées de facon majoritaire au niveau des muqueuses
inflammatoires des patients MICI (Kashani and Schwartz, 2019). Ces ILC3 sont spécialisées
dans la sécrétion de cytokines (IL-22 et IL-17) (cf p54) jouant des rdles clés dans I'immunité
des muqueuses, mais aussi du GM-CSF impliqué dans le recrutement de monocytes
inflammatoires au niveau de l'intestin (Friedrich et al., 2019). Certaines cytokines sécrétées
(TNFa ou I'lL-1) ou encore I’activation des récepteurs de I'immunité innée a la surface des CEls,
des cellules endothéliales et des fibroblastes induisent la sécrétion de chimiokines délivrant
des signaux nécessaires au recrutement intestinal d’autres leucocytes : PNN, cellules NK,
monocytes, PNE mais aussi les LyT et LyB activés (Zundler et al., 2019). Les PNN infiltrés
exercent des effets néfastes sur I'épithélium intestinal. lls induisent sa destruction via des
mécanismes oxydatifs et instaurent un environnement inflammatoire via la sécrétion de
médiateurs (Brazil et al., 2013). Des monocytes initialement contenus dans la circulation
sanguine peuvent étre recrutés au sein des muqueuses intestinales en réponse a certains
signaux cytokiniques relargués par des macrophages inflammatoires et amplifier la réponse

inflammatoire (Martin et al., 2019).

ii. Amplification de la réponse immune adaptative au cours des MICI

Les DCs, activées au niveau de la muqueuse intestinale, vont migrer vers les OLS pour initier
la réponse immune adaptative. Dans les ganglions, les LyT naifs sont activés en effecteurs
avant de re-migrer vers la muqueuse intestinale grace a leurs marqueurs de « homing
intestinal » (a4 et CCR9) induits par les DCs intestinales sécrétrices de RA (Abraham and Cho,
2009; Zundler et al., 2019). Cet afflux de LyT effecteurs provoque une sécrétion accrue de
cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines, amplifiant ainsi I'inflammation intestinale
(Neurath, 2014). Les études ont mis en évidence que les profils de polarisation des LyT dans
les ganglions étaient différents entre les 2 maladies : profils Th1/Th17 au cours de la MC et
Th2/Th17 au cours de la RCH (de Souza and Fiocchi, 2016b). Plus récemment, des travaux ont
démontré qu’au cours de la RCH, I'lL-33 produite induit la différenciation des Ly T naifs en Th9

sécréteurs d’IL-9. Cette cytokine joue un rble délétere sur la barriere intestinale en supprimant

35



la prolifération des CEl et en impactant I'expression des protéines de jonctions serrées
(Nalleweg et al., 2015).

De plus, les mécanismes immunorégulateurs mis en place par I'organisme pour contenir
I’exces d’inflammation semblent étre moins performants au cours des MICI. En effet, un exces
de Smad7, une protéine bloquant les voies de signalisation du TGFp, est observé au niveau
des muqueuses inflammatoires des patients atteints de MICI (Neurath, 2014). Des études ont
démontré que des mutations dans les génes /L10 ou encore IL10RA/IL10RB étaient associées
a des formes pédiatriques de MICI (Jostins et al., 2012). Un autre groupe a récemment
démontré que chez les patients MICI, les LyT Foxp3  CD4* Treg sécrétaient moins d’IL-10 que
chez des témoins sains (Brockmann et al., 2018). Enfin, bien que I'activité des Treg semble
étre préservée au cours de ces pathologies, la présence en excés de Thl et de Thl7 tend a
saturer leur potentiel régulateur (Neurath, 2014). Cette inflammation devient chronique en
cas d’activation non controlée du systeme immunitaire et provoque a terme une destruction
des tissus.

En outre, au niveau des muqueuses intestinales, certains LyT résidents mémoires (LyT RM)
persistent au niveau de la lamina propria grace a différents facteurs tissulaires comme par
exemple le TGF-B, I'lL-15 ou encore I'expression de certains facteurs de transcription
(diminution de KLRG1, KLF2 et TCF1 et augmentation de I'expression de Blimp-1)(Zundler et
al., 2019). lIs expriment a leur surface le CD69 (récepteur antagoniste) interagissant avec
S1PR1 provoquant ainsi la rétention dans l'intestin ou encore le CD103 interagissant avec la
cadhérine-E exprimée a la surface de I'épithélium intestinal. Ces LyT RM jouent un réle dans
la persistance de linflammation chronique et le déclenchement des poussées aigués
observées au cours des MICI. En effet, ils sont capables de se-réactiver en cas de
reconnaissance d’un antigéne, puis de sécréter des chimiokines promulguant ainsi le
recrutement de cellules myéloides ainsi que des Ly présents dans la circulation sanguine. Ces
cellules recrutées produisent d’autres médiateurs pro-inflammatoires aux actions
cytotoxiques pour I'épithélium intestinal aggravant sa porosité et amplifiant ainsi les

translocations bactériennes (Zundler et al., 2019).
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iii. Identification de sous-type de réponse immune au cours des MICI

En plus de I'étude des réseaux cytokiniques, de plus en plus de travaux caractérisent les
différentes populations immunes présentes au niveau des muqueuses intestinales des
patients atteints de MICI. Cela permet au diagnostic de la maladie, de mieux anticiper les
différents types de réponses immunes, puisque directement médiées par les populations
résidentielles de la lamina propria des patients MICI. Ainsi, les récents travaux de Martin JC.
et al. ont permis d’identifier 33 clusters de sous-type cellulaires (Martin et al., 2019). Une
analyse de corrélation entre la fréquence de chaque population a mis en évidence une
association préférentielle de certains sous-types cellulaires enrichis dans la muqueuse iléale
inflammatoire de patients MC. Ce module cellulaire, nommé GIMATS, comprend des
macrophages inflammatoires (CD206'°%), des DCs activées (CD86, PDL1), des lymphocytes
activés, des plasmocytes sécréteurs d’lgG, des fibroblastes activés (CD90) et des cellules
endothéliales activées (ACKR1*). Par la suite, les patients ont été classés en 2 groupes en
fonction de leur score d’enrichissement du module : définissant ainsi les patients GIMATShigh
et les GIMATS"®", La présence de ce module n’est pas corrélée a la sévérité ou la durée de la
maladie, ni aux marqueurs systémiques d’inflammation mais associée significativement a une
absence de sevrage des corticoides suite a un traitement par anti-TNF. Chez les patients
GIMATSMe" une partie des macrophages inflammatoires, correspondant a des monocytes de
la circulation sanguine (CCR5), activent des fibroblastes intestinaux, qui en en retour sécrétent
des chimiokines (CCL2/CCL7) recrutant alors d’autres monocytes du sang (CCR5) se fixant sur
les cellules endothéliales activées exprimant le récepteur ACKR1. Ainsi pour les auteurs, chez
les patients GIMATS"e", I'inflammation observée n’est pas uniquement médiée par les Ly T
mais aussi par d’autres médiateurs (monocytes circulants infiltrant les tissus, macrophages
inflammatoires, cellules stromales activées) expliquant ainsi I'’échec des anti-TNF chez ces
patients dont le mécanisme d’action est d( a I'induction de I'apoptose des LyT. lls avancent
I’hypothése que le blocage de l'infiltration des tissus intestinaux par les monocytes via un

anticorps monoclonal anti-CCR5 pourrait étre plus efficace.
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e) Le tableau clinique observé au cours des MICI

Les MICI sont caractérisées par une inflammation chronique responsable des symptémes
digestifs et des manifestations extra-intestinales.

L'expression clinique des poussées de MC dépend de la localisation des lésions : les formes
coliques sont souvent bruyantes avec des manifestations extra-digestives fréquentes, alors
que l'atteinte isolée de l'intestin gréle peut étre asymptomatique pendant des années et

évoluer silencieusement vers certaines complications (sténoses/fistules) (Cosnes et al., 2002).

i. Les manifestations digestives

Au cours de la MC, les manifestations cliniques semblent corrélées a la localisation de la
maladie, la sévérité de l'inflammation et le comportement phénotypique de la pathologie
(Torres et al., 2017), tandis qu’au cours de la RCH, le tableau clinique est dépendant de
I'intensité de I'atteinte colique (Ungaro et al., 2017). Le Tableau 2 présente en fonction du
phénotype de la MC, le tableau clinique observé ainsi que les différences entre ces 2
pathologies. Nous pouvons noter que chez les patients MC présentant une atteinte colique,
des saignements rectaux et/ou des diarrhées hémorragiques peuvent étre observés (Torres
et al., 2017). Chez les patients atteints de RCH, il est trés fréquemment observé une diarrhée
hémorragique expliquée par I’atteinte colique constante au cours de cette pathologie. De plus
au diagnostic, 15% des patients présentent une forme sévere (Magro et al., 2017). Les phases
de poussées alternées par des phases de rémission au cours de la MC instaurent une
inflammation chronique provoquant a terme des complications de type sténoses, fistules puis
abcés nécessitant le recours a une chirurgie (Torres et al., 2017). Au cours de la RCH, des
hémorragies séveres ou un mégacolon toxique peuvent apparaitre (Ungaro et al., 2017). De
plus ces pathologies prédisposent de fagcon importante au développement de cancers

colorectaux et de I'intestin gréle (Bernstein et al., 2001a).

ii. Les manifestations extra-digestives

Les manifestations extra-intestinales associées aux MICl sont observées chez 50% des patients
MC, 30% des patients RCH et chez un quart des patients, ces dernieres peuvent apparaitre
avant le déclenchement des MICI (Vavricka et al., 2015). Les atteintes ostéo-articulaires,
évocatrices de formes intestinales actives, sont soit périphériques avec des arthralgies

pouvant toucher toutes les articulations, soit axiales avec la spondylarthrite ankylosante et la

38



sacro-iléite (Torres et al., 2017). Des atteintes cutanées comme un érythéme noueux se
présentant sous la forme d’une éruption douloureuse, bilatérale et noduleuse ou des cas de
pyoderma gangrenosum peuvent étre observées (Vavricka et al., 2015). Des atteintes
ophtalmiques (uvéite, épisclérite ou sclérite) ou encore des cholangites sclérosantes
primitives (CSP) peuvent aussi se déclarer. Enfin, un patient atteint de MICI présentera un
risque trois fois plus élevé de développer un événement thromboembolique (Larsen et al.,

2010). Le Tableau 2 présente les principales manifestations extra-intestinales.
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Maladie de Crohn Rectocolite hémorragique

-Inflammation chronique et continue
-Atteinte de la couche épithéliale superficielle

-Inflammation chronique et discontinue
-Atteinte de I’'ensemble des couches de la muqueuse intestinale

Définition -Atteinte de I'ensemble du segment du tube digestif : iléon (80%) | -Atteinte constante du rectum pouvant +/- s’étendre jusqu’au
colon(30%) caecum (pancolite 20%)
Epidémiolosi -incidence : 10.6 cas pour 100 000 habitants Europe du Nord -incidence : 24.3 cas pour 100 000 habitants Europe du Nord
pidemiologie -prévalence : 322 pour 100 000 habitants Europe -prévalence : 294 pour 100 000 habitants Europe
-37 genes spécifiques
-impliqué dans 13% des formes -23 genes spécifiques
Généti -génes associés aux fonctions sécrétoires des cellules de Paneth -impliqué dans 7,5% des formes
€NeUquUe 1 rGM,XPP1,NOD2,ATG16L1,LRRK2), 3 'autophagie _génes associés aux fonctions de barriere (HNFA4,CDIH)
(ATG16L1,IRGM), aux fonctions de barriere (NOD2,MUC2) a la composant du réticulum endoplasmique (XBP1), HLA
voie Th17 (IL23R,JAK2,STAT3)
Environne -|mpregr)a.t|on tab,aglgue (OR=1.76) -imprégnation tabagique (OR=0.58)
-appendicite => délétere . . n
mentaux -appendicite pendant le jeune age => protecteur

-prise d’antibiotique pendant I'enfance (OR=1.74)

- Firmicutes (Frank et al., 2007)
e | Clostridium groupe IV et XIVA (Kostic et al., 2014)
e | F. prausnitzii (Quévrain et al., 2016; Sokol et al., 2006)
-\ Bacteroidetes (Sartor and Wu, 2017)
e | Bacteroides fragilis
- Proteobacteria (Yilmaz et al., 2019)
e Enterobacteriaceae => E.coli entero invasive (Baumgart et
al., 2007)
e A Gammaproteobacteria
-/Candida.albicans et  S. cerevisiae
-\ Caudales bacteriophage

Facteurs de

prédisposition - Firmicutes (Frank et al., 2007; Kostic et al., 2014; Sheehan et

al., 2015)
e | F. prausnitzii (Machiels et al., 2014)

-AProteobacteria (Yilmaz et al., 2019)
e Enterobacteriaceae => E.coli (Pilarczyk-Zurek et al., 2013)
e A Gammaproteobacteria

-2 Candida.albicans et  S. cerevisiae

-J Caudales bacteriophage

Microbiote
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-maladie active (B1) : diarrhée, douleurs abdominales, anémie, !
perte de poids, fatigue, retard de croissance enfant i . . . . . .
L . . -rectite : fatigue, fievre, perte de poids, urgence fécale, ténesme
. . -maladie sténosante (B2) : douleurs post-prandiales, nausées, ' . . . . s .
Digestif ; . ' -rectocolite gauche : rectite + diarrhée hémorragique et crampes
Tableau ballonnements, syndrome occlusif. | . . . .
e \ . . L. : -pancolite : idem rectocolite gauche+ fatigue et fievre
clinique -maladie fistulisante (B3) : abcés abdominaux, fistules entériques,
anales, péri-anales. |
Extra- -érythéme noueux i - pyoderma gangrenosum
intestinale | -uvéite, épisclérite, sclérite ! cholangite sclérosante primitive
-ulcérations d’aspect aphtoides, linéaires ou en rails ! -érythéme, perte de la vascularisation, mugueuse aspect
End . | -entrecoupées de muqueuses cedémateuses nodulaires ou saines i granulaire, friable, saignant au contact, atteinte continue
ndoscopie . e .
p => aspect pavimenteux -forme + grave : ulcérations creusantes, aspect boursouflé
-iléite de reflux
Diagnostic -infiltrats inflammatoires, transmuraux, irréguliers, discontinus . . o s
. -distorsion et diminution de la densité des cryptes
-nodules lymphoides -
. . C el oy . . -7 infiltrat par des lymphocytes ou plasmocytes
Histologie | -granulome épithéloide et gigantocellulaire s i
, . -déplétion en mucines
-préservation des cellules de goblet . .
-métaplasie des cellules de Paneth

-poussées alternant avec des phases de rémission - poussées alternant avec des phases de rémission

Histoire naturelle -évolution du comportement de la maladie (5% de B3)=>a 5 ans a 10ans (Frolkis et al., 2013)

33% de chirurgie et a 10 ans : 50% (Frolkis et al., 2013) - risque chirurgical : 11.6% a 5 ans et 28% a 10 ans

-jeune age au diagnostic

-tabac

-atteinte iléale ou du rectum

-lésions péri-anales

-apparition précoce de fistules ou de sténoses

-jeune age au diagnostic

-patient non-fumeur

-pancolite

-pas de rémissions endoscopiques
-ulcérations

-marqueurs inflammatoires/ ' hémoglobine

Facteurs de risque

|
I
I
I
-localisation stable de la maladie (Louis et al., 2001a) ! -progression atteinte colique : 10-19% des patients a 5 ans et 28%
I
|
I
I
|

Tableau 2 : Principales caractéristiques propres a la MC et a la RCH récapitulant les facteurs de risques (environnementaux, génétiques),
I’épidémiologie, le tableau clinique, le diagnostic de la maladie ainsi que son évolution.
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f) La stratégie diagnostique
Le diagnostic initial repose sur |'association de signes cliniques, endoscopiques, radiologiques
et histologiques a partir des biopsies. Le Tableau 2 présente les principales caractéristiques

propres a chaque maladie et permettant d’établir le diagnostic.

Les ulcérations observées au cours de la RCH sont toujours associées a une inflammation par
opposition a la MC ou les muqueuses environnantes des plages d’ulcérations peuvent étre
non lésées (Ungaro et al., 2017). En cas d’atteinte pancolique de la RCH, I'iléon est souvent
inflammatoire voire ulcéré au niveau de ses derniers centimetres définissant ainsi l'iléite de
reflux. De plus, une atteinte de I'iléon en I'absence de pancolite chez un patient RCH doit
fortement faire suspecter une MC. La présence d’un granulome épithéloide et giganto-
cellulaire, fréquemment présent au sein de la muqueuse saine, est une caractéristique
histologique de la MC. Ces granulomes, rarement mis en évidence lors de la premiére poussée,
apparaissent dans 30 a 50% des cas au cours de I’évolution de la maladie.

L'imagerie par résonnance magnétique (IRM) bénéficie d’'une bonne sensibilité et spécificité
pour I'identification d’une MC (Horsthuis et al., 2008) alors que son intérét pour le diagnostic
de RCH est limité. Ces systemes d’imagerie sont ainsi complémentaires des examens
endoscopiques pour identifier des zones inflammatoires. La vidéo capsule endoscopique (VCE)
est réservée aux patients présentant une suspicion élevée de MC malgré des examens
endoscopiques et radiologiques négatifs. En effet, la VCE posséde une excellente valeur
prédictive négative pour le diagnostic de la MC de I'intestin gréle (Torres et al., 2017).
L'identification entre MC et RCH demeure dans certain cas complexe et c’est a distance lors
d’une récidive que le diagnostic sera posé. En effet, 10 a 20% des premiéres poussées de MICI
colique pure sont étiquetées colites indéterminées. Dans ce cas, le dosage des anticorps anti-
Saccharomyces cerevisiae (ASCA) ou la mise en évidence en immunofluorescence des
anticorps dirigés contre les granulations des polynucléaires neutrophiles (pANCA) permettent
d’orienter le diagnostic (Joossens et al., 2002). Enfin, la calprotectine fécale, corrélée avec
I'infiltrat de PNN, représente un bon marqueur de I'inflammation intestinale lui conférant une

bonne sensibilité et spécificité pour le diagnostic de MICI (Torres et al., 2017).
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g) Principales stratégies thérapeutiques

La présence d’une inflammation active, due aux MICI doit étre confirmée avant d’initier ou de
modifier un traitement médical. Une stratégie thérapeutique ascendante peut étre proposée
avec une pente d’intensification plus ou moins abrupte selon les critéres pronostiques
présents lors de la poussée inaugurale, I'évolution clinique et endoscopique (cicatrisation
mugqueuse ou extension des lésions). Des facteurs prédictifs d’'une évolution défavorable des
MICl ont été mis en évidence. Ainsi, ils pourraient définir une population de malades candidats
a un traitement plus agressif, dés la poussée inaugurale et ainsi permettre la mise en place
d’une médecine personnalisée.

Si dans un premier temps, les salicylés et les corticoides ont représenté la stratégie
thérapeutique de choix, ces quinze dernieres années ont été marquées par le succes des
« anti-TNF ». Ainsi, l'utilisation d’anticorps anti-TNF d’origine chimérique (infliximab),
humanisés (adalimumab et golimumab) permet I'induction et la maintenance d’une phase de
rémission au cours des MICI (Hanauer et al., 2006 ; Colombel et al., 2010 ; Evans and Lee,
2012). Ces anticorps (IgG1) dirigés contre le TNF membranaire (TNFm) ont comme principal
mécanisme d’action I'induction de I'apoptose des LyT exprimant le TNFm (Levin et al., 2016).
Cependant, ces traitements sont associés a de nombreux effets secondaires, dans certains cas
a une absence de réponse primaire et parfois a des phénomenes d’échappement secondaires
dus a I'immunisation du patient contre ces biothérapies (Shivaji et al., 2019). Deux études
estiment entre 13 et 40% le pourcentage de patients chez qui aucune réponse primaire n’est
observée apres l'instauration d’un traitement par anti-TNF (Ben-Horin et al., 2014; Ding et al.,
2016). Une étude récente confirme ces données avec une absence de réponse primaire apres
14 semaines de traitement évaluée a 29% aprés mise sous anti-TNF (Kennedy et al., 2019).
Une analyse multivariée a mis en évidence qu’une faible concentration en anti-TNF était
corrélée a une absence de réponse primaire (Kennedy et al., 2019). Dans certains cas, bien
gue la réponse primaire ait permis d’atteindre une phase de rémission, une perte de réponse
est ensuite observée chez 23 a 46% des malades et nécessite une modification de la dose
d’anti-TNF. Alors que pour 5 a 13 % des malades, la perte de la réponse primaire s’"accompagne
par la suite d’une résistance a 'ensemble de la classe médicamenteuse des anti-TNF (Ding et
al., 2016).

De nombreuses études ont permis d’estimer la concentration sérique en anti-TNF nécessaire

a I'obtention d’une rémission de la maladie avec une bonne valeur prédictive. Ainsi des
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concentrations en infliximab sanguines supérieures comprise entre 3-10 pg/mL (Kennedy et
al., 2019; Mitrev et al., 2017; Ungar et al., 2016; Vande Casteele et al., 2015) ou d’adalimumab
comprise entre 8-12 ug/mL (Kennedy et al., 2019; Ungar et al., 2016) ou supérieure a 4,9ug/mL
(Kopylov and Seidman, 2016) sont corrélées a une réponse thérapeutique. Une diminution de
la concentration sérique des anti-TNF est souvent corrélée avec I'apparition d’anticorps (Ac)
spécifiques dirigés contre ces biothérapies (Vermeire et al., 2007 ; Yanai et al., 2015). Ces Ac
en se fixant au fragment Fab des anti-TNF forment des complexes immuns éliminés dans la
circulation, bloquant ainsi leurs activités biologiques. La présence de ces Ac expose a un risque
trois fois plus élevé de développer des phénomeénes d’échappements secondaires (Kopylov
and Seidman, 2016). Dans une étude rétrospective d’une cohorte de patients Israéliens, il a
été démontré, qu’en cas de perte de réponse, la prévalence des Ac dirigés contre I'infliximab
était de 47% et 23% pour I'adalimumab (Yanai et al., 2015). Dans son étude prospective, le
groupe de Kennedy montre que la prévalence de ces Ac est égale a 63% pour l'infliximab et
29% pour l'adalimumab (Kennedy et al., 2019). La perfectibilité des méthodes ELISA ou
I'utilisation de méthodes alternatives telles que le dosage radio-immunologique (RIA) ont
permis la détection de ces Ac spécifiques nouvellement formés et précédant de quelques
semaines la perte de réponse. Ainsi, un titre égal a 4 microgramme par équivalent millilitre
(mcg/mEq) d’Ac dirigés spécifiquement contre I'adalimumab et un titre équivalent a
9mcg/mEq pour l'infliximab sont associés, avec une spécificité de 90%, a une perte de réponse
et ce méme en cas d’intensification de la dose d’anti-TNF (Yanai et al., 2015). Les récents
algorithmes de recommandations d’usage des anti-TNF proposent que des taux faibles d’auto-
Ac (<100 ng/mL, Théradiag) et transitoires entrainent une augmentation de la dose
d’immunosupresseur, tandis que des taux élevés d’auto-Ac (>200ng/mL,Théradiag) et
persistants motivent un changement de classe thérapeutique (Mitrev et al., 2017). De plus, il
a été démontré que l'ajout d’'un immunomodulateur a l'anti-TNF permet de limiter
I'apparition d’auto-Ac ainsi que la perte de réponse observée chez certains patients sous anti-
TNF (Ben-Horin et al., 2013; Ungar et al., 2017). En effet, cela permet de diminuer la clairance
de I'anti-TNF par le systeme réticulo-endothélial, de diminuer la production d’auto-Ac ainsi
que l'inflammation globale limitant ainsi la production de TNFa (Mitrev et al., 2017). De plus,
pour lutter contre I'apparition de ces néo-anticorps, il a été mis en évidence qu’une
association d’un anti-TNF avec un immunomodulateur ou une augmentation de la dose d’anti-

TNF limitaient leur production (Kennedy et al., 2019; Mitrev et al., 2017). Une récente étude
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publiée en 2020, a démontré une association significative entre HLA-DQA1*05 et le
développement d’Ac anti-TNF (Sazonovs et al., 2020). En effet, aprés un an de traitement, les
plus forts taux d’'immunisation contre les anti-TNF (92%) ont été observés chez les patients
porteur de ce polymorphisme, tandis qu’apres 10 ans de traitement, les plus faibles taux
d’'immunisation (10%) sont observés chez les sujets non-porteur du HLA-DQA1*05. Il a aussi
été démontré gu’une faible concentration d’anti-TNF apres 14 semaines de traitement était

corrélée a un risque d’'immunisation (Kennedy et al., 2019).
C’est pourquoi de nouvelles approches thérapeutiques basées sur I'utilisation d’Ac dirigés
contre les cytokines pro-inflammatoires ou de stratégies visant a favoriser des mécanismes

immunorégulateurs ont émergé ces derniéres années (Figure 13).

v' L'étude des réseaux cytokiniques et leurs implications dans les mécanismes

physiopathologiques a permis de mieux cibler les stratégies thérapeutiques.

Ainsi, I'utilisation des antagonistes anti-IL-12/23 (Ustekinumab bloquant la sous unité p40

commune a ces 2 cytokines) (Sandborn et al.,, 2012) ou uniquement IL-23 (Risankinumab
(Feagan et al., 2017)/Brazikumab (Sands et al., 2017) bloquant la sous-unité p19 spécifique de
I'IL-23) ont démontré des effets bénéfiques dans le traitement de la MC. Par ailleurs,
I’'Ustekinumab a été récemment approuvé dans la stratégie de prise en charge de la MC
(Feagan et al., 2016). Un rapport publié en 2020, affirme qu’apres 3 ans, I’'Ustekinumab induit
une rémission au cours de la MC, bien que 30% des patients traités aient arrété leur traitement
(Hanauer et al., 2020). L'efficacité des anti IL-23 est proposée par le blocage de 3 actions
délétéres de I'lL-23: renforcement de la production de cytokines pro-inflammatoires,
induction des voies de signalisation Th17 et diminution de la production et des fonctions des
Ly Treg (Maxwell et al., 2015). De fagon surprenante, il a été démontré que des taux initiaux
d’IL-22 élevés étaient associés a une meilleure réponse des anti-IL-23 (Sands et al., 2017). Un
essai clinique en cours tend également a prouver son efficacité dans la RCH (Ochsenkiihn et
al., 2020). L’évaluation aprés un an, a mis en évidence qu’une rémission clinique avait été
obtenue chez 53% des patients. Ainsi, I'index d’activité de la colite est passé de 8,5 a 2 (échelle
de 1-12) apres 1 an de traitement et le score Mayo de 2.3 3 1.4 (échelle de 1-3). Il estimportant
de noter que sur les 19 patients ayant recu I'anticorps monoclonal, 5 patients ont arrété le

traitement en raison de I'apparition d’effets indésirables.
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Une autre stratégie consiste en une inhibition des kinases appartenant a la famille Janus (Jak1-

Jak3 et Tyk2) impliquées dans la signalisation de nombreuses cytokines sur les cellules
immunitaires. Ainsi, le Tofacitinib, un inhibiteur de Jak1 et Jak3, a démontré son efficacité en
diminuant l'inflammation intestinale au cours de la RCH (Sandborn et al., 2017). Il est
actuellement utilisé uniguement dans le traitement de la RCH (Panés et al., 2017). En effet au
cours d’un essai cliniqgue chez des patients atteints de MC, il n’a pas été mis en évidence de
réponse ni de rémission clinique aprés administration de Tofacitinib (Panés et al., 2017). En
revanche, chez les patients RCH, I'administration de I’Ac monoclonal induisait une réponse
cliniqgue chez 16.6% des patients versus 3.6% avec le placebo et la rémission clinique était
observée chez 41% des patients versus 11,1% avec le placebo (Sandborn et al., 2017).
D’autres stratégies sont actuellement en cours d’évaluation comme par exemple le blocage
du récepteur de I'lL-1 ou de I'lL-36 (Neurath, 2019), le blocage de I'lL-6 (PF-04236921)(Danese
et al., 2019) ou encore de I'lL-9 au cours de la RCH et le blocage de Jakl au cours de la MC
(Vermeire et al.,, 2017a). Une étude publiée en 2016, a démontré que le blocage
pharmacologique de RORyt (Retinoic acid receptor-related Orphan Receptor yt) a amélioré le
tableau clinique au cours d’'un modele expérimental de colite (Withers et al., 2016), suggérant
des résultats potentiellement prometteur chez I’homme.

L’administration de cytokines aux actions immunorégulatrices s’est soldée par une absence
d’efficacité chez les patients souffrant de MICI : IL-10 (Braat et al., 2003) et inhibiteur de Smad
7 (Feagan et al., 2018a). L'IL-22 (cf p54), une cytokine dont I'expression est augmentée au
cours des MICI, renforce les propriétés de barriere de la muqueuse intestinale et induit les
processus de réparation/régénération de I'épithélium Iésé. Ainsi, une stratégie thérapeutique
intéressante serait de renforcer ses actions protectrices, soit par une injection d’'IL-22Fc
(plusieurs essais cliniques en cours [Tableau 3] ; cf p68), soit en modulant son inhibiteur soluble
IL-22BP. L’IL-22 exergant également des actions prolifératives impliquées dans les processus
tumoraux (détaillé cf p54), la deuxiéme option semble étre moins dangereuse (détaillé cf p54).
Une derniere option, consiste a promouvoir les actions de I'lL-22 en induisant sa production
via les ligands d’AhR. Dans leur étude, la stimulation de la voie de signalisation AhR-IL-22 via
I'ingestion de plantes, semble avoir induit une réponse chez les patients souffrant de RCH en

phase active (Naganuma et al., 2018).

46



—‘.._‘ Dysbiosis
\ Microbiome

Fecal microbiome
transfer

TR P Barrier alterations
[ .&.,I'J. | | Epithelial cells
= —— |-22—Fc fusion protein

Anti-fi_ = Anti- . T
e B 4 PN ; L

Anti-MAJCAMA . (G ) S1PR agonist , { ‘]

Immune cell homing N J’f A j Retention and egress — —_—
o R
- J Innate and adaptive AF A
ut vessals i
immune cells Lymph nodes

IL-1R antagonist

IL-23 and IL-36R blockers

TLRS agonist and siANA CHST15
Jak1 blocker, GATA-3 DNazyme
and RORC blocker

IBD: inflammation
and‘or fibrosis

Figure 13 : Nouvelles stratégies de prise en charge thérapeutique des patients souffrant de
MICI.

Plusieurs options semblent étre intéressantes dans le traitement des MICI résistantes aux
thérapeutiques actuelles. Ainsi, la modulation des cytokines, du « homing » intestinal des
lymphocytes, de la rétention des lymphocytes ou encore des molécules immunomodulatrices
constituent de nouvelles opportunités. Les traitements actuellement utilisés dans la prise en
charge des MICI sont en bleu et ceux en cours d’évaluation sont en rouge. D’apres (Neurath
2019).

v’ Une des stratégies alternatives est d’empécher le « homingintestinal » des

lymphocytes, empéchant ainsi l'infiltration dans les tissus inflammatoires et limitant
aussi I'accumulation de LyT résidents mémaoires.
Ainsi le Védolizumab, un anticorps monoclonal dirigé contre I'intégrine a4B7, une molécule
jouant un réle clé dans la domiciliation intestinale des Ly T (Loftus et al., 2016 ; Vermeire et
al., 2016) a été approuvé dans le traitement des MICI. Cet Ac prévient I'accumulation de Ly
activés dans la muqueuse, empéche la formation de structure lymphoide tout en supprimant
aussi le homing de certaines cellules innées (ILCs, monocytes non classique) exprimant a4p7

(Neurath, 2019). D’autres Ac monoclonaux dirigés contre les intégrines sont actuellement en
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cours d’évaluation : Alicaforsen, un inhibiteur de I'intégrine a1B2 (ligand de ICAM-1) (Greuter
et al.,, 2016) dans la prise en charge des complications aprés colectomie ou encore
I’'Etrolizumab, un inhibiteur de B7, dans le traitement de la RCH (Vermeire et al., 2014).

En paralléle, un Ac monoclonal (PF-00547659) dirigé contre le ligand de a4B7 : MAdCAM-1
est actuellement étudié dans le traitement de la MC (Sandborn et al., 2018) et de la RCH

(Vermeire et al., 2017b).

v" Une autre stratégie proposée est d’induire la rétention des lymphocytes au niveau des

ganglions.
Ainsi, le blocage de l'intégrine aEB7, exprimée a la surface des Ly effecteurs mémoires,
permettrait de réduire leur infiltration dans la LP (Zundler et al., 2019). De méme, I’Ozanimod,
un agoniste de S1PR1, permet de séquestrer les Ly dans les OLS plut6ét que dans la muqueuse

intestinale (Sandborn et al., 2016).

v" Une derniére stratégie envisagée est de compenser la dysbiose observée chez les

patients souffrant de MICI en restaurant leur microbiote via une greffe fécale.

Plusieurs études ont démontré qu’une restauration de la flore microbienne
s’accompagnait d’'une rémission clinique, bien qu’en général, les effets de Ia
transplantation aient été considérés modestes. Ainsi, dans une cohorte de patients MC
(n=25), aprés une transplantation de microbiote, 52% des patients étaient en
rémission clinique a 3 mois et 23% a 18 mois. Dans une cohorte de patient RCH, il n’a
pas été mis en évidence de différence sur les réponses cliniques et endoscopiques
entre les patients ayant recu une greffe fécale de patients sains et ceux qui avaient
conservé leur propre microbiote(Rossen et al., 2015). Cependant les auteurs mettent
en évidence que les patients ayant répondu significativement a la greffe, présentaient
un microbiote proche des patients sains et enrichis en Clostridium clusters IV and XIVa.
Enfin dans une derniere étude de patients RCH, une rémission a été observée chez 24%
des patients ayant recu une greffe contre seulement 5% pour ceux ayant regu un

placebo (Moayyedi et al., 2015).
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h) Evolution et suivi de I’activité des MICI

i. Evolution des lésions de I’épithélium intestinal.

L’évolution des MICI se caractérise le plus souvent par I'alternance de périodes de poussées
inflammatoires et de phases de rémission ou I’épithélium intestinal tente de cicatriser.

La localisation initiale de la MC reste globalement stable dans le temps, avec moins de 15 %
d’évolution d’'une forme a 'autre au terme de 10 ans de suivi (Louis et al., 2001b). L'atteinte
anopérinéale, initialement observée chez moins d'un quart des patients peut en toucher plus
de 50% au terme de quelques années d’évolution (Cosnes et al., 2011). Les formes iléo-
coliques tendent plut6t a se sténoser puis se perforer alors que |'atteinte colique reste plutot
longtemps inflammatoire (Thia et al., 2010). Ainsi aprés 10 ans d’évolution de la maladie, 50%
des patients ont subi une opération chirurgicale suite a une complication de leur maladie
(Torres et al., 2017).

L'amplitude des lésions, décrite au cours de la RCH, existe parfois d’emblée ou évolue
progressivement au fur et a mesure des poussées avec 10-30% des patients qui présentent
une extension de leur lésions (Fumery et al., 2018). Seulement 10 a 15% des patients
présentent des formes séveres de la maladie (Fumery et al., 2018). Les patients, présentant
un tableau clinique combinant RCH et CSP, pourraient avoir un phénotype distinct des formes
RCH strictes avec une colite ulcéreuse plus étendue mais moins aggressive et ne touchant pas
le rectum (Loftus et al., 2005). Le risque d’avoir recours a une chirurgie est en baisse ces
dernieres années puisqu’évalué a 11% a 5 ans d’évolution de la maladie et a 15% au bout de

10 ans (Frolkis et al., 2013).

ii. Les facteurs pronostiques

Il est difficile d’évaluer sur le long-terme le comportement des MICI mais certains facteurs ont
été identifiés [Tableau 2].

Le tabac constitue le premier facteur de risque associé aux complications post-opératoires et
les risques de rechute au cours de la MC (Vuitton et al., 2013). De fort taux d’ASCA ont aussi
été décrits comme un facteur de risque de développement de complications de la MC
(Dubinsky et al., 2008). Plusieurs études ont étudié la possibilité d’un lien entre les facteurs
génétiques de susceptibilité et I'évolution de la maladie. Ainsi, I’hypothése initialement
avancée de 'association des variants de NOD2 a un risque chirurgical plus important (Helio et
al., 2003), est depuis ces derniers années rattachée a la localisation iléale de la maladie
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(Cleynen et al., 2016). En 2013, un polymorphisme dans le géne FOXO3 est décrit comme
associé a une moins bonne évolution de la MC bien qu’il ne soit pas décrit comme un gene de
susceptibilité (Lee et al., 2013). Récemment, il a été confirmé que les genes de susceptibilité
étaient différents de ceux régulant le pronostic des MC (Lee et al., 2017). Ainsi, dans 2 cohortes
de patients atteint de MC, parmiles 170 genes de susceptibilité connus, aucun n’a été identifié
comme significativement associé a un mauvais pronostic de la maladie. Les auteurs mettent
en évidence 4 genes significativement reliés a une moins bonne évolution de la maladie :
FOXO03, XACT, IGFBP1 et une région du CMH, suggérant que la contribution génétique au
pronostic soit distincte de celle qui confere la susceptibilité a la maladie.

D’autres travaux ont démontré qu’une certaine signature de LyT CD8*, précédemment
identifiée dans des cohortes de patients lupiques ou souffrant de vascularites, est aussi
retrouvée dans une cohorte de patients MICI. Ainsi la présence de LyT CD8" (IBD"®"),
présentant un enrichissement pour les genes de I'lL-7 et les voies de signalisation du TCR, est
associée a risque de résistance au traitement, de rechute ou de non contréle de la maladie
(Lee et al., 2011). Des travaux ont par la suite attribué cette signature de LyT CD8* (IBDM&") 3
certains patients atteints de MICl dont les cellules T montrent des phénomenes d’épuisements
(McKinney et al., 2015).En effet, certains LyT perdent progressivement leur capacité de
réponse envers un antigene.

Au cours de la RCH, une étude a mis en évidence un polymorphisme dans le gene codant le
récepteur de 'immunité innée Dectin-1 (CLEC7A) (SNP : rs2078178) associé a un délai plus
court avant le recours a la chirurgie. Il ne s’agit pas d’un géne de susceptibilité associé a la RCH
mais plutdt un gene qui semble prédisposer a une forme plus sévére (lliev et al., 2012). Ainsi,
les souris déficientes pour le récepteur Dectin-1 (Clec7a’/") sont plus susceptibles au cours

d’'un modele de colite induite au DSS en comparaison aux souris sauvages.

iii. Evaluation de I'activité des MICI
Plusieurs scores sont utilisés en pratique pour évaluer l'activité des MICI et ainsi juger de
I’efficacité d’une stratégie thérapeutique ou estimer un risque de rechute. Ainsi différents

scores d’activités cliniques, endoscopiques, histologiques sont décrits.

50



v" Au cours de la maladie de Crohn

Le score clinique calculé selon le CDAI (Crohn Disease Activity Index) correspond a l'indice le
plus employé afin de juger de I'efficacité thérapeutique d’un essai clinique (Best et al., 1976).
Un score inférieur a 150 désigne une maladie en phase de rémission. En pratique clinique, il
est préférable d’évaluer la rémission de la MC a I'aide de I'index HBI (Harvey-Brashaw Index
<4). En effet ce score, trés bien corrélé au CDAI, est d’utilisation plus aisée car il ne nécessite
pas de recueil de données cliniques sur 7 jours.

Au cours de I'examen endoscopique, I'activité résiduelle de la maladie peut étre estimée via
le score calculé selon le CDEIS (Crohn Disease Endoscopic Index) (Mary and Modigliani, 1989).
Cet indice, doté d’'une bonne reproductibilité est considéré actuellement comme le gold
standard malgré sa complexité d’utilisation. C’est pourquoi il est préférable de quantifier cette
activité résiduelle selon le SES-CD (Simple Endoscopic Score for Crohn’s disease) (Daperno et
al., 2004). Enfin I'indice de Rutgeerts permet d’évaluer le risque de récidive clinique aprés une
résection iléo-colique car doté d’une excellente corrélation entre 'intensité des lésions et le
délai de récidive des signes cliniques (Rutgeerts et al., 1990).

En raison de I'atteinte discontinue de la muqueuse intestinale, il apparait assez complexe
d’évaluer histologiquement I'inflammation de la muqueuse, c’est pourquoi aucun indice n’est

encore décrit a ce jour.

v" Au cours de la RCH

Lors des essais cliniques, le score MAYO partiel permettant une évaluation clinique est le plus
fréquemment utilisé (Walsh et al., 2016). Au cours de I'examen endoscopique, le score UCEIS
(Ulcerative Colitis Endoscopic Index) (Travis et al., 2012) ou le sous-score endoscopique du
MAYO (Walsh et al., 2016) sont utilisés. Ces index en qualifiant I'aspect de la muqueuse
intestinale permettent d’estimer I'activité de la maladie.

Jusgu’en 2015, le RILEY score (Riley et al., 1991) et le GEBOES score (Geboes et al., 2000) ont
été employés comme index d’activité de la RCH d’un point de vue histologique, bien que
parfois non corrélés au score d’activité endoscopique (Bryant et al., 2014). Depuis deux
nouveaux indices : le Nancy histological index et le RHI (pour Robarts Histological Index) ont

été validés, afin de permettre une évaluation simplifiée et reproductible (Walsh et al., 2016).
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v" Les biomarqueurs utilisés au cours des MICI

Au cours des MICI, plusieurs biomarqueurs ont été décrits pour évaluer de fagon non invasive
I'activité résiduelle de la maladie. Ainsi le dosage de la calprotectine fécale, corrélée a I'activité
endoscopique de la maladie, est un bon outil de dépistage de l'inflammation intestinale
permettant de mesurer I'activité des MICI (van Rheenen et al., 2010). Un dosage supérieur a
100 pg/g en post opératoire est ainsi évocateur d’une rechute endoscopique de la maladie
(Torres et al., 2017). Des études récentes ont démontré que le dosage de la calprotectine
sérigue permettait de prédire la nécessité d’une intensification du traitement et/ou une
intervention chirurgicale au cours des MICI et plus particulierement au cours de la MC (Kalla
et al., 2016). Le dosage de la protéine C réactive (CRP), bien que faiblement corrélé aux scores
d’activités endoscopiques permet aussi cette évaluation. La détection sanguine d’Ac anti-TNF
assure la mise en évidence d’un échec thérapeutique et permet ainsi de rapidement effectuer
un switch thérapeutique (Nanda et al., 2013). De cette fagon, I’escalade conventionnelle de la
dose inutile, colQteuse et potentiellement dangereuse est limitée.

Le défi de ces dernieres années, tend de plus en plus a développer une médecine de précision
adaptée a une prise en charge personnalisée de la pathologie chronique. Ainsi dans le cadre
des MICI, de nombreux travaux de recherche visent a développer de nouveaux biomarqueurs
permettant entre autres d’évaluer I'activité et/ou le comportement de la maladie mais aussi
de prédire la réponse médicamenteuse ainsi que les effets indésirables. Ainsi, I'étude EMBARK
(EMerging BiomARKers in Inflammatory Bowel Disease) a eu pour objectif, de corréler un
panel de biomarqueurs aux scores d’activités endoscopiques et radiologiques afin d’identifier
de nouveaux marqueurs d’activité. En effet, chez les patients atteints de RCH, la régression
logistique ordinaire utilisant le sous-score endoscopique du MAYO a sélectionné la
combinaison de la calprotectine fécale et de la métallo protéinase sérique 9 (MMP9). Dans la
cohorte de patients atteints de MC, la combinaison de la calprotectine fécale, de la MMP9 et
de I'lL-22 sérique apparait fortement associée a |'alliance des scores endoscopiques et
radiologiques (Faubion et al., 2013). De méme, pour estimer |'effet positif d’'une mise sous
anti-TNF, I’étude de Arijs et ses collaborateurs a permis d’identifier a partir de biopsies
intestinales, une signature de genes permettant de séparer les patients répondeurs des non-
répondeurs (Arijs et al., 2009). Quant au groupe de Neurath et al, ils proposent qu’en couplant
les Ac anti-TNF a un composé fluorescent cela permettrait d’identifier les cellules intestinales

TNFa positives (MTNF*) et par conséquent de prédire la réponse thérapeutique aux anti-TNF
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chez les patients atteints de MC. En effet, ils ont démontré une corrélation positive entre un
pourcentage élevé de cellules mTNF* et une réponse primaire positive aprés 12 semaines de
traitement par anti-TNF. En outre, ils ont mis en évidence au sein de ce groupe de patients
présentant un fort taux de cellules mTNF*, une muqueuse intestinale cicatricielle apres un an
de traitement (Atreya et al., 2014). D’apres les travaux de Martin JC et al, I'identification du
caractere plus ou moins inflammatoire des populations immunes (module GIMAT) au moment
du diagnostic, permettrait d’anticiper les réponses aux traitements par anti-TNF (Martin et al.,
2019). Les récents travaux d’'une étude ont permis d’identifier un biomarqueur sanguin
pouvant étre dosé au diagnostic des MICI et permettant ainsi de prédire I’évolution de Ila
maladie ainsi que le recours précoce a un traitement (Biasci et al., 2019). Ce biomarqueur est
représenté par une combinaison de génes identifiés car différentiellement exprimés entre les
patients présentant au diagnostic la population de LyT CD8* signature (IBD"&") et ceux pour
qui elle est absente (IBD'°%) (Lee et al., 2011). Dans leur étude prospective, ils montraient a
nouveau que les patients (IBD"8") présentaient une maladie plus sévére ayant nécessité un
recours plus tot au traitement ou a une chirurgie mais aussi plus de résistance aux traitements
mis en place (Biasci et al., 2019). Une analyse comparative entre patients MICI et sains a
identifié et validé trois miARN au sein des LyT CD4* permettant de prédire la nécessité d’'une

escalade thérapeutique dans la prise en charge des MICI (Kalla et al., 2020).
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Place de I'IL-22 et de I'IL-17A dans le maintien de ’homéostasie
intestinale

a) L'interleukine 22

L'interleukine 22 (IL-22) est une cytokine découverte en 2000 par I'équipe de J-C Renauld et L.
Dumoutier (Dumoutier et al., 2000a). Par sa capacité a interagir avec les récepteurs aux
cytokines de classe I, elle appartient a la famille de I'interleukine 10 comprenant 8 autres
membres : IL-10, la sous famille IL-20 composée de I'IL-19, I'IL-20, I'lL-22, I'IL-24 et I'IL-26 et
enfin la famille des interférons de type Ill comprenant : I'lL-28a, I'lL-28B et I'lL-29. L'IL-22
humaine présente 79% d’homologie avec I'lL-22 d’origine murine et 25% de similitude avec
I'IL-10 (Dumoutier et al., 2000b) suggérant ainsi une forte conservation de la cytokine au cours

de I’évolution.

i. Geéne et protéine de I'IL-22
Le gene de I'lL-22 (/L22), situé sur le bras long du chromosome 12, code pour une protéine de
146 acides aminés (AA) (Xie et al., 2000). Deux équipes indépendantes ont étudié la structure
tridimensionnelle de I'lL-22 grdce a des expériences de cristallographie sur la cytokine
recombinante produite par E.coli (Nagem et al., 2002) ou D.melanogaster (Xu et al., 2005). La
structure protéique de I'lL-22 décrit six hélices a (A a F) organisées dans une conformation
antiparallele et reliées par des boucles. La structure primaire de la protéine comprend trois
sites de N-glycosylation ainsi que quatre cystéines permettant I'établissement de 2 ponts
disulfures indispensables pour stabiliser la protéine. La forme biologique circulante de I'lL-22
est principalement un monomere bien que pour des fortes concentrations des tétrameres ont

été observés (Dudakov et al., 2015).

ii. Les sources cellulaires et régulation de I'’expression de I'IL-22
Les sources cellulaires d’IL-22 sont multiples bien qu’uniquement constituées par les cellules
du systéme immunitaire. Chez I’'homme, les Ly Th17 et les membres du groupe 3 de la famille
des cellules lymphoides innées (ILC3) constituent les sources principales de production d’IL-

22.
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a. Sourcesinnées de I'lL-22:

Les ILCs constituent une population cellulaire d’origine hématopoiétique, présentant une
morphologie lymphoide tout en se différenciant des LyT par I'absence de récepteur spécifique
aux antigénes (TCR). Les ILCs, enrichis au niveau des muqueuses intestinales, constituent des
effecteurs de I'immunité innée en jouant un réle central dans la remodelage tissulaire, les
défenses antibactériennes et I'inflammation (Artis and Spits, 2015). Selon la classification la
plus récente basée sur leur production de cytokines et expression de facteur de transcription,
les ILCs se composent de 3 sous populations. Le groupe 3 des ILC comprend les LTi (lymphoid
tissue inducer) hautement impliqués dans I'organogénése des OLS au stade foetal via la
sécrétion de lymphotoxine (Mebius et al., 1997) et les ILC3 qui sont subdivisés en deux
groupes en fonction de I'expression du récepteur de cytotoxicité Nkp44 (ILC3 NCR* (Natural
cytoxicity receptor) et ILC NCR") expriment les facteurs de transcription RORyt et AhR (aryl
hydrocarbon receptor) et représentent une source innée majeure d’IL-22 (Vivier et al., 2018).
En effet, AhR contrdle le développement des ILC3 et son absence chez des souris a provoqué
une diminution de I'expression d’//22 (Kiss et al., 2011). Les ILC3 représentent le sous-type
majoritaire des ILCs dans le colon et dans I'iléon (Geremia and Arancibia-Carcamo, 2017). Il a
été rapporté une production majoritaire d’IL-22 a ’homéostasie par les ILC3 NCR* (Hoorweg
et al.,, 2012). Chez la souris, une équipe a démontré en réalisant un modele de souris
rapportrices pour I'lL-22 (c’est-a-dire expression de la GFP a chaque fois que le gene de I'lL-22
est exprimé) que seuls les LTi expriment la cytokine a I’'homéostasie (Savage et al., 2017). Les
DCs ainsi que les PNN représentent aussi des sources potentielles de production d’IL-22

(Mizoguchi, 2012; Zhou et al., 2018a)

b. Sources adaptatives de I'lL-22

Les LyT CD4* polarisés vers les voies Th22 et Th17 représentent les principales sources
adapatatives d’IL-22 (Rutz et al., 2014; Sonnenberg et al., 2011a). Initialement, I'lL-22 a été
décrite comme une cytokine sécrétée comme I'lFNy par les Ly Th1 (Gurney, 2004). Les Ly Th22
sont caractérisés par une production exclusive d’IL-22. Ces cellules, de phénotype mémoire,
sont retrouvées dans le sang périphérique et ont un tropisme préférentiellement cutané du
fait de I'expression des récepteurs aux chimiokines CCR10, CCR6 et CCR4 ainsi que du ligand
de sélectine CLA (Cutaneous Ligand Antigen). Elles expriment fortement le facteur de

transcription AhR mais trés peu RORyt. Les pDCs activées sécretent de I'lL-6 et du TNFa,
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induisant ainsi une polarisation Th22 (Duhen et al., 2009). Les Ly Th17 exprimant le facteur de
transcription RORyT sécretent a la fois de I'lL-22 et de I'lL-17A (Rutz et al., 2014). Enfin, les Ly
T CD8*, les LyT de I'immunité innée (NKT) et les LyT gamma delta (LyT y8) sont aussi capables
de secréter de I'lL-22 (Dudakov et al., 2015).

c. Régulation de I'expression d’IL-22

= Cytokiniques
Plusieurs signaux cytokines agissant sur les ILC3 contribuent a moduler I'expression d’IL-22 et
a l'induire en cas de signaux de danger/inflammation.
-L’IL-7 et I'lL-15 sont deux cytokines importantes pour la régulation, la survie et la prolifération
des ILC3 (Sonnenberg et al., 2011b).
-L’IL-23 est la cytokine clé dans I'induction de la sécrétion d’IL-22 par les ILC3 (Geremia et al.,
2011; Sonnenberg et al., 2012). Ainsi, I’activation de populations de phagocytes mononucléés
(DCs/macrophages) provoquent la sécrétion d’IL-23 qui en retour stimulent les ILC3 et la
production d’IL-22. En plus de leur activation par reconnaissance de motifs particuliers par les
TLRs, plusieurs signaux cytokiniques sont décrits en amont comme inducteur de la sécrétion
d’IL-23. Ainsi, I'IL-36y est capable d’agir sur les DCs CD11b* pour induire I'expression d’IL-23.
Dans un modele de colite au DSS, les animaux déficients en //136y sont plus sensibles di a un
défaut d’induction d’IL-22 de facon IL-23 dépendante (Ngo et al., 2018). De méme, les
lymphotoxines a et B sécrétées par les LTi signalent sur les DCs pour induire I’expression d’IL-
23 (Tumanov et al., 2011).
-L’activation de I'inflammasome et la production d’IL-13 contribuent a la sécrétion d’IL-22 par
les ILC3 ainsi qu’a leur stabilisation (Bergmann et al., 2017).
-L’IL-18 produite par les CEl ou encore les DCs est capable d’interagir via la voie NF-kB au
niveau du promoteur /L22 et ainsi d’induire I'expression d’IL-22 par les ILC3 (Mufioz et al.,
2015; Victor et al., 2017).
-Les facteurs neurotrophiques sécrétés par les cellules gliales, en réponse a des stimuli de
I’environnement, sont capables de signaler sur les ILC3 exprimant le récepteur RET
(neuroregulatory receptor) pour induire I'expression d’IL-22 (lbiza et al., 2016).
Certains signaux cytokiniques sont identiques pour réguler I'expression d’IL-22 par les LyT :
-Les cytokines IL-1B, IL-6,TGF-B et I'lL-23 contribuant a la différenciation en Th17 (Wolk et al.,

2002a) représentent des signaux inducteurs de I'expression d’IL-22 (Rutz et al., 2013).
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-Bien que le TGF-B est indispensable pour la différenciation en Th17, de fortes concentrations
inhibent la sécrétion d’'IL-22 via le facteur de transcription c-Maf mais pas celle d’IL-17A

(McGeachy et al., 2007).

= Facteurs de transcription
AhR est un facteur de transcription essentiel pour la production d’IL-22 par les Th22, Th17 et
les LyT y& mais aussi les ILC3 (Ouyang and O’Garra, 2019). AhR est activé en réponse a des
stimuli de [I'environnement (toxines environnementales comme par exemple la
tetrachlorodibenzo-p-dioxine TCCDD contenue dans les fumées de cigarette) mais aussi des
métabolites endogénes issus (métabolites issus de notre alimentation, métabolite du
tryptophane). Comme décrit dans la Figure 14, il représente le point central de plusieurs voies
de signalisation. Ainsi, la voie de signalisation incluant le facteur de transcription Nocht induit
la production d’IL-22 par les LyT via la production de ligands endogenes activant AhR (Alam et
al., 2010). La prostaglandine E2 promeut la production d’IL-22 par les ILC3 et les Thl7, en
signalant sur ses récepteurs EP2 et EP4, activant les voies cCAMP et AhR et inhibant le facteur

de transcription IRF-4 (Robb et al., 2018).

= Facteurs métaboliques
La voie de dégradation du tryptophane est soit médiée par IDO (indoleamine 2,3-dioxygénase)
aboutissant a la production de kynurénine impliquée dans les mécanismes de tolérance soit
par les bactéries intestinales (comme par exemple Lactobacillus) donnant des dérivés indolés :
ligands endogenes d’AhR et permettent I'induction d’IL-22 par les ILC3 (Ouyang and O’Garra,
2019). Ainsi, chez les souris déficientes en IDO, les voies induisant la production d’IL-22 via les
dérivés indolés sont renforcées permettant ainsi augmentation des fonctions de barriere et
une meilleure tolérance au cours de modéles de désordre métaboliques (Laurans et al., 2018).
En I'absence de CARD9, une protéine adaptatrice impliquée dans les voies de signalisation des
récepteurs de I'immunité innée et constituant un des génes majeurs de susceptibilité des
MICI, les souris sont plus susceptibles aux modeles de colite. En effet, en I'absence de CARD9,
le microbiote intestinal est altéré, empéchant le métabolisme normal du tryptophane en
dérivés indolés inducteur d’IL-22, provoquant une atteinte plus forte au cours d’'un modele de
colite par DSS (Lamas et al., 2016). Chez ces souris Card9 /-, 'inoculation avec des souches de

Lactobacillus sp. a permis de diminuer I'inflammation intestinale via I'induction d’IL-22. Ces
deux mécanismes de régulation de I'expression d’IL-22 sont résumés sur la Figure 14. En 2016,
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une équipe a décrit la régulation de I'expression d’IL-22 par les LyT y& via le marqueur
d’activation CD69 et son association au complexe LAT1-CD98 : un transporteur d’amino-acide
aromatique comme le tryptophane (Cibrian et al., 2016). De cette facon, le CD69 en régulant
I’expression de ce transporteur contribue via I'activation d’Ahr a induire I'expression d’IL-22.
Ces données mettent en évidence l'importance des signaux environnementaux dans la
modulation de I'expression de I'lL-22. Récemment, il a aussi été mis en évidence que
I'expression d’IL-22 par les ILC3 était soumis a un ryhtme cicardien (Godinho-Silva et al., 2019;
Teng et al., 2019). La régulation par les ligands de I’AhR souligne qu’une modulation de la flore
intestinale (alimentation, tabac, médicaments, stress ect) est directement reliée a I’expression
d’IL-22. Un autre modulateur des actions de I'lL-22 est sa régulation par un inhibiteur
spécifique et soluble : I'lL-22 binding protein (IL-22BP) présentant une analogie de structure
avec le récepteur IL-22RA1. En présence de cet inhibiteur, que nous aborderons dans une

partie spécifique, nous verrons que les actions de I'lL-22 sont bloquées [cf. p82].
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Figure 14 : AhR joue un role central dans la régulation de I’expression d’IL-22 par les ILC3 et
leslyT.

Plusieurs mécanismes contribuent a moduler les voies d’activation d’AhR comme celle
dépendante des dérivés du tryptophane via CD69, CARD9, IDO ou encore le microbiote
intestinal. La voie Notch, en produisant des ligands endogénes d’AhR et les prostaglandines
activent la voie AhR et donc I'expression d’IL-22. D’aprés (Ouyang and O’Garra, 2019).
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iii. L’IL-22:récepteurs et voies de signalisation

Le récepteur de I'lL-22 (IL-22R) est un hétérodimére composé de deux sous unités : IL-10R2
ubiquitaire et IL-22RA1 dont I'expression est restreinte aux cellules épithéliales de divers
organes notamment la peau, le rein, les organes des systemes digestif (intestin gréle, colon,
pancréas, foie) et respiratoire (poumon, trachée) (Li et al., 2014b). Le récepteur ubiquitaire
peut constituer une sous unité du récepteur pour d’autres cytokines de la famille de I'lL-10
comme IL-10, IL-26, IL-28 et IL-29 (Sabat, 2010). La sous-unité IL-22RA1 est commune avec les
récepteurs de I'lL-20 et I'lL-24 pour former un autre hétérodimere avec la sous-unité IL-20R2.
Les parties extracellulaires d’IL-22RA1 et IL-10R2 sont composées d’un tandem de deux
domaines D1 et D2. lls sont composés de sept brins [ reliés entre par des boucles et stabilisés
par deux ponts disulfures. Le récepteur IL-22RA1 comporte 3 sites de N-glycosylation dans sa
partie extracellulaire tandis qu’IL-10R2 en comporte quatre. L’IL-22 se fixe en premier sur IL-
22RA1 en raison de sa plus forte affinité, induisant un changement de conformation de I'lL-22
qui peut alors interagir avec IL-10R2. L'interaction entre IL-22 et IL-22RA1 implique les boucles
AB et I'hélice F de I'lL-22 avec les boucles L2/L4 du domaine D1 de I'lL-22RA1.Trois acides
aminés de I'lL-22 (Thr70, Arg73 et Lys162) sont cruciaux a cette interaction (Bleicher et al.,
2008). La boucle L2 du domaine IL-10R2 étant plus petite, explique I'absence d’interaction
entre IL-22 et IL-10R2 spontanément. Les études ont mis en évidence que la glycosylation
d’Asn54 était important pour I'interaction IL-22/IL-10R2. Nous reverrons par la suite dans la
partie IL-22BP, I'importance de cet acide aminé (aa) pour le couple IL-22/1L-22BP.

La partie intracellulaire d’IL-22R1 contient quatre sites avec le motif Tyr-X-X-GIn constituant
des sites de fixation du facteur de transcription STAT (signal transducer and activator of
transcription). La formation du complexe IL-22-1L-22RA1-IL-10R2 induit principalement la voie
de signalisation Janus-kinase (JAK-STAT) aboutissant a la phosphorylation de STAT3, a sa
dimérisation puis son passage dans le noyau ou il va induire les transcriptions de genes
(Lejeune et al., 2002). D’autres voies de signalisation incluant trois principales voies des MAP
kinases (p38, JNK, ERK1/2) ou encore celle PI3K (phosphoinositide-3-kinase) /AKT/mTOR ont
aussi été décrites en aval de la fixation de I'IL-22 sur son récepteur. De cette fagon, I'lL-22 se
place ainsi comme une cytokine clé assurant le dialogue entre les cellules du systeme

immunitaire et les épithéliums.
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iv. Expression de I'IL-22 au niveau des muqueuses intestinales

a. Al’homéostasie

Les ILC3 de l'intestin sont responsables de la production constitutive d’IL-22, avec des niveaux
plus élevés dans l'iléon (Kramer et al., 2017). A I’'homéostasie au sein des ILC3, les NCR*
présentent des niveaux d’expression supérieur d’IL-22 en comparaison aux ILC3 NCR

(Hoorweg et al., 2012).
b. Au cours des MICI

Nous avons vu au cours des MICI, que I'affaiblissement de la barriére intestinale provoque le
passage de microorganismes pathogénes/commensaux initialement contenus dans la lumiéere
intestinale jusque dans la LP. En réponse a cette translocation bactérienne, le systeme
immunitaire s’active et émet des signaux provoquant, en autre, une induction de I’expression
d’IL-22 au niveau du colon (Brand et al., 2006; Geremia et al., 2011). De plus, les niveaux d’IL-
22 ont été décrits comme supérieurs chez les patients atteints de MC en comparaison aux
patients souffrant de RCH (Andoh et al., 2005; Brand et al., 2006). Au cours de la MC, il a été
observé une augmentation de la concentration sanguine d’IL-22 corrélée a I'activité de la
maladie (Wolk et al., 2007). Plusieurs études ont caractérisé les sources d’'IL-22 des les

muqueuses ulcérées coliques.

-En 2010, un rapport a mis en évidence une augmentation de l'infiltration des ILC3 NKp44-
(correspondant aux ILC3 NCR’) dans les muqueuses intestinales MC en regard de celles RCH
ou encore des muqueuses saines (Takayama et al., 2010). Il est confirmé ensuite par une autre
étude ayant montré une augmentation de la fréquence des ILC3 (NCR") au niveau des colons
inflammatoires MC en comparaison a la RCH (Geremia et al., 2011). Ainsi, au niveau des zones
ulcérées, sous l'influence de I'lL-23 sécrétée par les populations de DCs/macrophages activés,
ces ILC3s sécretent de forte quantité d’IL-22.

-Les neutrophiles CD177* sécréteurs d’IL-22 infiltrent d’avantage la LP des muqueuses coliques
de patients atteints de MICI en comparaison aux muqueuses saines (Zhou et al., 2018a).
L'expression d’IL-22 par les PNN CD177 circulants est aussi augmentée. Un rdle protecteur
leur a été attribué dans la physiopathologie des MICI puisque leur absence au cours d’un
modele de colite au DSS a provoqué une altération de la perméabilité intestinale.

-Les Ly Th17, infiltrés dans les muqueuses inflammatoires MICl et sous I'influence de différents

stimuli cytokiniques présents dans la LP, expriment fortement I'lL-22.
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v. Actions de I'IL-22 sur I'épithélium intestinal
a. L’ILl-22 exerce des actions protectrices contribuant au renforcement des barriéres

intestinales

L'IL-22 est une cytokine qui exerce des actions bénéfiques sur I'épithélium intestinal en
renforcant des propriétés de barriere de la muqueuse (Sonnenberg et al., 2011a) et en
induisant sa régénération. L'IL-22 protege les CEl des agressions par des bactéries pathogenes
en stimulant la production de PAMs tels que la lipocaline 2, les B-défensines, les lectines de
type C appartenant a la famille des REG ainsi que les protéines S100 (Zheng et al., 20083;
Raffatellu et al.,, 2009; Kolls et al., 2008; Lo et al., 2019; Coorens et al., 2019) (Figure
17A,numéro 6).

De plus, I'lL-22 contribue au renforcement de la barriere intestinale en stimulant I’expression

de protéines des jonctions serrées tels que claudine-1 (Dudakov et al., 2015). En 2017, chez le

rat au cours d’un modele de colite induite par C.rodentium, I’équipe de Tsai démontre que I'IL-
22 sécrétée, en réponse a l'infection, induit I'expression de la claudine 2 (Tsai et al., 2017).
Cette protéine de jonction serrée contribue a la clairance du pathogene en augmentant la
perméabilité intestinale. Ces résultats ont ensuite été reproduits in vitro avec des cellules
épithéliales de colon humain (lignée cellulaire Caco-2) (Wang et al., 2017b).

L’IL-22, en induisant la production de_mucines (MUC 1,-2,-10,-13) par les cellules de goblet,
participe au recouvrement de la muqueuse intestinale par une couche épaisse de mucus
(Sugimoto et al., 2008a) (Figure 17A, numéro 5)

Ces propriétés définissent I'lL-22 comme un acteur crucial de I'homéostasie intestinale et

protecteur en cas d’inflammation chronigue (Figure 17A, numéro 2). Dans différents modeles

de colites expérimentales, il a été mis en évidence que I'absence d’IL-22 au cours de la colite

s’associe fortement a une augmentation de la perte de poids, de la mortalité des rongeurs

ainsi qu’une atteinte tissulaire plus sévere de la muqueuse digestive. Cette action bénéfique
a été démontrée au cours de plusieurs modeles.

o Un modele de colite innée réalisé par I'administration via I'eau de boisson des

animaux pendant 5-7 jours de dextran sulfate sodium (DSS) : un agent qui provoque

la rupture entre deux CEl adjacentes (Sugimoto et al., 2008a; Zenewicz et al., 2008;

Zindl et al., 2013). De plus, I'administration d’IL-22 recombinante (UTTR1147A IL-22
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IgG4) chez les souris au cours de ce modele a permis d’améliorer le score histologique
de la colite (Stefanich et al., 2018)

Un modele d’infection digestive par I’'entérobactérie Citrobacter rodentium, I'équipe
de Zheng ont pu mettre en avant le réle fonctionnel de I'lL-22 dans les défenses anti-
infectieuses. En effet, 'absence d’IL-22 ou sa neutralisation ont entrainé une diffusion
systémique de la bactérie et une mort prématurée des animaux (Zheng et al., 2008a).
Récemment, une équipe a démontré I'importance de la production d’IL-22 par les ILC3
dans la survie des animaux suite d’'une colite induite C. rodentium (Wang et al., 2019).
De méme, dans un modele d’infection chronique par Salmonella, les auteurs ont
démontré que la neutralisation de I'lL-22 a entrainé une inflammation chronique et
une persistance du pathogéne provoquant a terme [linstallation d’une fibrose
intestinale (Lo et al., 2019)

Un modeéle de colite de type Th1 induit par l'injection de TNBS (Trinitrobenzéne acide
sulfonique)(Monteleone et al., 2011).

Un modele de colite de type Th2 : les souris n’ayant plus de TCR (TCR KO) développent
spontanément une inflammation intestinale semblable a celle observée au cours de
la RCH. Chez ces souris, I'administration d’IL-22 par un vecteur a diminué la sévérité
de la colite (Sugimoto et al., 2008b).

Un modele de colite médié par le parasite Toxoplasma gondii provoquant une iléite
chez les animaux due a une production accrue de médiateurs pro-inflammatoires
(TNFa/IFNy) par les Ly T CD4* et a terme une nécrose tissulaire (Liesenfeld, 2002). Les
auteurs ont démontré que I'absence d’IL-22 chez les souris a exacerbé la colite
(Couturier-Maillard et al.,, 2018a). lls suggerent un role protecteur de I'IL-22
indépendant du microbiote ou du PAM REG3G mais plutot médié par I'lL-18 ou encore
par l'induction de I'expression d’AGR2 (anterior gradient homolog 2), un géne
impliqué dans la production de mucus par les cellules de goblet.

Un modéle de colite adaptatif induit par I'injection de Ly T naifs (CDR45RB" CD25)
d’une souris donneuse a des souris immunodéficientes (Rag17/) provoquant ainsi une
inflammation intestinale chronique (Powrie et al., 1994). Le transfert de LyT issus de
souris 11227/~ chez des souris sans systeme immunitaire adaptif a aggravé
significativement la colite (Zenewicz et al.,, 2008). Au cours du méme modele, le

groupe de Eken et al. a démontré que les souris receveuses déficientes pour le
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récepteur de I'lL-23 ont présenté un phénotype aggravé de la colite due a I'absence
de production d’IL-22 par les ILC3 (Eken et al., 2014).
Le rble protecteur de I'lL-22 dans le contréle de I'intégrité des barrieres est démontré dans un
modele d’infection fongique par Candida albicans. Au cours de ce modele, la neutralisation de
I'IL-22 a provoqué une dissémination de I'infection fongique due a un affaiblissement de la
barriere épithéliale (De Luca et al., 2010).
En outre, I'lL-22 exerce des actions plus systémiques permettant de lutter contre la
propagation des infections. L'IL-22 induit notamment la sécrétion par les hépatocytes du PAM
hepcidine (Smith et al., 2013) permettant de capter ’heme et de limiter ainsi les nutriments
pour le pathogéne C.rodentium (Sakamoto et al., 2017). Les travaux de cette équipe ont
démontré que les souris déficientes en IL-22 ont une mortalité nettement supérieure
expliquée par une dissémination accrue de la bactérie. L’IL-22 induit aussi I'expression de
nombreuses chimiokines permettant ainsi le recrutement de leucocytes au niveau du site
d’infection.
Cependant, il est important de noter qu’au cours de certaines études d’inflammation
chronique de l'intestin il a parfois été attribué a I'lL-22 un rble délétere.

o Au cours d’'un modele d’infection par T.gondii, les souris déficientes en IL-22 ont
présenté un score histologique significativement moins important, moins de nécrose
iléale et une augmentation de la survie (Mufioz et al., 2009). Pour ce groupe, I'lL-22
produite par les LyT Th1l7, en réponse a I'lL-23, exercerait un rble délétere pro-
inflammatoire au niveau de I'iléon notamment en induisant des métalloprotéinases. Il
est important de noter que dans ce travail, les auteurs ont infecté les rongeurs a I'aide
d’une dose T. gondii nettement supérieure en comparaison a I'étude de Couturier citée
précédemment (100 ceufs versus une trentaine).

o En 2011, un groupe a démontré lors d’'un modéle de transfert de LyT
effecteurs/mémoires (LyT eff : CD45RB'°) exempt de LyT reg issus de souris //22°/- chez
des souris Ragl’/ a contribué a une amélioration de la colite en comparaison aux
souris sauvages. En effet, le transfert de LyT eff provenant de souris 11227/ est associé
a une perte de poids moins importante, un colon moins rétréci et un score histologique
de la colite plus faible chez les souris receveuses (Kamanaka et al., 2011). Au cours de
ce modéle, contrairement au transfert de LyT naifs (CD45RB") provoquant de longues

plages d’ulcérations sur la muqueuse intestinale, I'injection de LyT eff: CD45RB"
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contribue a un épaississement de la muqueuse. De cette facon, I'lL-22 pourrait jouer
un rble néfaste en induisant la prolifération des CEl provoquant a terme une
hyperplasie de la muqueuse.

o Au cours d’'un modele de colite innée induit par I'administration d’'un Ac anti-CD40
(CD40 mADb) chez des souris immunodéficientes provoquant ainsi une inflammation
intestinale médiée par I'lL-23 (Uhlig et al., 2006), le groupe de Eken et al. a souligné un
role délétere endossé par I'lL-22 (Eken et al., 2014). Dans ce modéle, le blocage de I'IL-
22 par un Ac monoclonal a permis de diminuer les manifestations cliniques de la colite,
tandis que I'administration d’IL-22 par un plasmide restaure la colite. Les auteurs
démontrent ensuite que |'effet délétere associé a I'lL-22 est plus ou moins médié par
I'lL-23. L'IL-22, produite en réponse au signal de I'lL-23 sur les ILC3, provoque une forte
sécrétion d’IFNy et une baisse d’IL-10. L’IL-22 joue aussi un role délétere dans la colite
induite par un anti CD40 mAb en induisant le recrutement de PNN via I'induction de
chimiokines (CXCL1, CXCL2 et CXCL5)

o Dans un modele de colite spontanée induit par une délétion spécifique du récepteur
de I'lL-10 au niveau des macrophages (Cx3crice: I/10ra™/), la production d’IL-23 par les
macrophages inflammatoires induit un phénotype délétére dépendant de I'lL-22
provoquant I'afflux de nombreux PNN (Bernshtein et al., 2019). Quant au groupe de
Mathur et al, ils ont démontré au cours d’un modeéle de colite au TNBS que la
neutralisation de I'lL-22 s"accompagnait d’une diminution des marqueurs de fibrose
(aSMA, Col I et Col lll)(Mathur et al., 2019).

Cette cytokine induit également le transfert de fucose sur des protéines exprimées au pole

apical des CEl via l'induction de I'enzyme galactoside 2a L fucosyl-transferase2 (FUT2)
exprimée par les cellules épithéliales (Pickard and Chervonsky, 2015) (Figure 17A, numéro 7).
Cette glycosylation favorise la croissance de bactéries commensales au détriment de celles
pathogenes comme Salmonella typhimurium (Goto et al., 2014) ou encore de Enterococcus
faecalis au cours d’infection par C.rodentium (Pham et al., 2014) ou plus récemment C.difficile
(Nagao-Kitamoto et al., 2020) contribuant ainsi au maintien de I’homéostasie intestinale. En
outre de récents travaux démontrent dans trois cohortes indépendantes de patients atteints
de RCH, une corrélation négative entre I'expression d’IL-22BP (inhibiteur IL-22) et les enzymes
responsables de la glycosylation (Nagao-Kitamoto et al., 2020). Ainsi pour eux, les forts

niveaux d’IL-22BP observés chez des patients ayant des formes actives de la maladie
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pourraient étre responsables d’une baisse de la glycosylation et des dysbioses observées chez

ces mémes patients.

L’IL-22 induit la_régénération des épithéliums intestinaux en agissant au niveau des cellules
souches intestinales (CSI) exprimant son récepteur (IL-22R) aprés un dommage tissulaire
(Gronke and Diefenbach, 2015; Lindemans et al., 2015) (Figure 17A, numéros 18&4).
Cependant, deux récents papiers proposent que I'lL-22 induit la régénération in vivo et in vitro
dans un modele d’organoide en induisant a la fois I'expansion des cellules TA (transit
amplifying)(Zwarycz et al., 2019) et la différenciation des cellules de Paneth et en inhibant
celles des CSI via 'inhibition des voies Wnt et Notch (Zha et al., 2019). Ces mécanismes de
régénération induits par la prolifération des CSI présentes au niveau des cryptes intestinales
sont strictement dépendante de STAT3, un facteur de transcription induit par [L-22
(Lindemans et al., 2015). En effet, en administrant du DSS, a des souris ayant subi une délétion
de STAT3 spécéfiguement dans les CEl, I'’équipe de Pickert a mis en évidence chez ces animaux
une sévere réduction de I'expression de genes impliqués dans les processus de réparation
tissulaire, de réponse au stress cellulaire et de régulation de I'apoptose (Pickert et al., 2009).
Ils démontrent via des expériences de mini-perforations de la muqueuse digestive sous
contrbéle endoscopique qu’une absence de STAT3 s’associe a un retard de la cicatrisation
tissulaire. Les ILC3 constituent un acteur indispensable a la régénération des épithéliums
intestinaux lésés (Aparicio-Domingo et al., 2015). Dans un modéle de dommage tissulaire
induit par les chimiothérapies (méthotrexate), ce groupe met en évidence que |I'absence
d’ILC3 s’associe a une aggravation des lésions au niveau des cryptes. Ainsi, au cours de
dommages intestinaux, la sécrétion d’IL-22 par les ILC3 est un médiateur indispensable a la
régénération des épithéliums en induisant la prolifération des CSI et les processus de
cicatrisation via I'expression de STAT3 par les CEl. Le rOle bénéfique de I'lL-22 a aussi été
démontré sur les atteintes digestives consécutives aux greffes de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) : c’est la maladie du greffon contre I’'h6te (GVHD). Au cours d’un
modele de greffe allogénique, I'absence (//22°/") ou le blocage de cette cytokine par un Ac
monoclonal chez les souris receveuses ont provoqué des dommages intestinaux tissulaires
plus importants et donc plus de mortalité (Hanash et al., 2012). Chez ces souris, I'absence d’IL-
22 s’associe a une augmentation de I'apoptose des CEl, une diminution du nombre de CSI et
des PAMs (REG3B et REG3y) provoquant une altération des fonctions de barriére objectivée
par une augmentation de la perméabilité intestinale (Hanash et al., 2012; Zhao et al., 2018).
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Cette équipe a démontré ensuite que I'administration d’IL-22 chez les souris prévient des
manifestations intestinales de GVHD en induisant I'expression de REG3y jouant un réle dans
I'inhibition de I"apoptose des CSI et des cellules de Paneth. Finalement, I’administration d’IL-
22 recombinante (F-652) une semaine aprés une greffe de CSH, a induit une diminution des
signes systémiques de GVHD ainsi qu’une meilleure survie des souris (Lindemans et al., 2015).
Ces études ont permis la mise en place d’un essai clinique de phase Il dés lors que des
manifestations intestinales de GVHD (grade lI-1V) étaient objectivées chez des sujets ayant
recu une allogreffe de CSH. Actuellement, aucunes donnéee sur les effets potentiellement
protecteurs ou déléteres de cette injection d’IL-22 ne sont disponibles. Par ailleurs, plusieurs
essais cliniques sont en cours afin d’évaluer I'efficacité d’une injection d’IL-22 recombinante
(IL-22 Fc) dans le traitement de I’hépatique alcoolique, des MICI, de 'ulcére du pied diabétique
ou encore les pneumonies graves dues a une infection par le Sars-Cov 2 (Tableau 3). En effet,
le pouvoir régéneratif de I'lL-22 a aussi été démontré au niveau hépatique au cours d’un
modele aigué d’hépatite induit par une hépatectomie et/ou I'administration de concanavaline

A (Radaeva et al., 2004; Zhou et al., 2018b).

L’'IL-22 exerce aussi des effets protecteurs en induisant des mécanismes de réparation de

I’ADN consécutifs a un stress au niveau des CSI (Gronke et al., 2019) (Figure 17A, numéro 3).
Au cours d’'un modele de cancer colorectal (CRC) via 'administration d’un agent alkylant AOM
(azoxyméthane) suivie par deux cycles de DSS, les auteurs ont démontré que les souris
déficientes en IL-22 présentent plus de tumeurs. Afin d’identifier le role exact endossé par I'IL-
22 dans les processus de réparation, ils génerent des animaux déficients pour le récepteur de
I'lL-22 uniquement au niveau des CSI, puis ces animaux sont irradiés afin de provoquer des
cassures spontanées dans la molécule d’ADN. Une analyse transcriptomique a mis en évidence
un enrichissement des voies de réparation de I'’ADN et d’apoptose uniquement dans les
cellules issues des animaux //22%/*. lls démontrent ensuite un réle de I'lL-22 dans I'induction
d’une cascade de signalisation dont les acteurs sont STAT3 puis la kinase ATM (ataxia-
telangiectasia mutated) qui phosphoryle alors H2AX pour induire des génes impliqués dans les
processus de réparation dont p21 impliqué dans I'arrét du cycle cellulaire et PUMA impliqué
dans l'induction de I'apoptose. De cette facon, I'équipe de Gronke démontre que I'lL-22 joue
un réle dans les mécanismes de réparation de ’ADN a la suite d’un stress et qu’une absence
de sa signalisation s’associe a une diminution de I'apoptose, une augmentation du nombre de

mutations et une absence de réparation.

66



La Figure 15 présente les actions bénéfiques induites par la signalisation de I'lL-22 sur les CEl.
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Figure 15 : Actions protectrices induites par I'lL-22 sur I’épithélium intestinal.

L’'IL-22 sécrétée par les ILC3 se fixe sur ses récepteurs exprimés a la surface des CEl pour
induire I'expression de PAMs, de mucines et des protéines de jonctions serrées. L'IL-22 exerce
aussi a un signal a la surface des CSl exprimant I'lL-22R et induit des genes impliqués dans les
mécanismes de réparation tissulaire. D’apres (Hasnain and Begun, 2019).
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ID Maladie Principe actif Principe de I’étude Phase Premiers résultats
Maladie aigué du IL-221gG2 Fc | _ 1 inj/semaine/4 semaines
NCT02406651 greffon contre =F652 J. . . . Phase lla NA
> .. - Manifestations intestinales de GVHD (grade II-IV)
I'h6te (GVHD) + corticoides
/1 marqueurs de régénération
. . F652 enIVa | -Atteinte hépatique modérée a sévere hépatique (Angioprotéine 2 /
NCT02655510 | Hépatite alcoolique Jlet)7 -MELD score : Model for End-Stage Liver disease (11-28) Phase I/1l FGF / PDGF) (Arab et al., 2019)
Pas d’El graves (Tang et al., 2019)

NCT04498377 Fe52en IVvs | ) teinte modérée & sévére  J5 Phase Ii NA

placebo

COVID-19 UTTR1147A =

NCT04386616 IL-221gG4 Fc | -2 injections IV . Phase Il NA

enlVvs -Sujets hospitalisés pour pneumonie grave

placebo

UTTR1147A S , - .
entvis | Bt de st de aimiitaton L2t z
Maladie de Crohn & placebo P
RCH S . .
NCT03650413 UTTR1147A -’Etud('e <?|e la _f,ecur'lte/tolerance/ pharmacodynamie de Phase II NA
I"administration d’IL-22Fc
UTTR1147Avs | -Etude de la sécurité/tolérance et pharmacodynamie de
NCT03558152 RCH Vedolizumab | I'lL-22Fc vs placebo vs Vedolizumab Phase Il NA
vs placebo -forme modérée a séveére de RCH
NCT02833389 Ulc.ere,d.u pied UTTR1147A vs -’Etude de la sécurité/tolérance et pharmacodynamiede Phase || NA
diabétique placebo I'lL-22Fc vs placebo

Tableau 3 : Essais cliniques en cours évaluant I’efficacité de l'injection d’IL-22 recombinante au cours de plusieurs pathologies. FGF :

Fibroblast growth factor ; PDGF : Platelet Derived Growth Factor, IV : intraveineuse ; El : effet indésirable
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b. Une action prolongée d’IL-22 peut avoir des conséquences déléteres

Nous venons de décrire le role clé joué par I'lL-22 dans le contrble et la résolution de
I'inflammation intestinale, important pour limiter I'apparition de CRC (Bernstein et al., 2001a).
Plusieurs études ont, par ailleurs étudié, les liens entre I'IL-22 et les CRC. Une équipe a décrit
un polymorphisme au sein du gene codant I'lL-22, associé a une incidence augmentée de 50%
de développer un CRC (Thompson et al., 2010). Au niveau du colon, des travaux ont montré
une augmentation de I'expression de I'lL-22 au niveau des zones cancéreuses en comparaison
aux zones adjacentes saines (Kirchberger et al., 2013; Kryczek et al., 2014a). En 2013, Jiang et
al. A démontré une augmentation de la sécrétion d’IL-22 par les lymphocytes ayant infiltré la
tumeur (TILs) en comparaison aux lymphocytes périphériques (Jiang et al., 2013). De plus, les
expressions de RORyt et d’IL22 sont corrélées a un moins bon pronostic/survie chez les
patients atteints de CRC (Kryczek et al., 2014a; Tosolini et al., 2011). Ces données soulignent
une implication de I'lL-22 dans les processus cancéreux. Plusieurs modeles animaux de CRC
ont confirmé cette hypothese.

o Au cours de modeles de CRC induits par I’AOM+DSS ou par une mutation dans le gene
Apc (souris Apc ™"*; mutation dans la protéine Apc Adenomatous Polyposis Coli
provoquant son inactivation et un développement tissulaire excessif provoquant
I'apparition de polype évoluant potentiellement en cellules tumorales) I'équipe de
Huber a mis en évidence que des actions prolongées de I'lL-22 (en cas de I'absence de
contrble par I'lL-22BP) s’associent a plus fort accroissement tumoral (Huber et al.,
2012a).

o L'injection de H.hepaticus + AOM chez des souris rendues génétiquement susceptibles,
les auteurs remarquent que le blocage de I'lL-22 avec un Ac monoclonal s’associe a
une diminution significative des |ésions cancéreuses chez les souris (Kirchberger et al.,
2013). En effet, la neutralisation de I'lL-22 a permis de réduire le score de prolifération
des cellules épithéliales ainsi que I'expression de la cycline D1 (Ccnd1).

o Lors de la co-injection d’une lignée cellulaire cancéreuse (Hct-116) avec des TILs triés
de patients CRC (+ de sécrétion d’IL-22), les souris ont développé spontanément des
tumeurs plus grosses et plus de métastases par rapport aux souris ayant seulement
recu la lignée Hct-116 (Jiang et al., 2013).

o Lors de l'injection d’'une suspension de cellules humaines provenant de tumeurs

coliques a des souris humanisées immunodéficientes (absence du récepteur a I'lL-2),
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I'injection concomitante d’un Ac bloquant I'lL-22 a permis de réduire significativement
le volume/temps de développement des tumeurs (Kryczek et al., 2014a), tandis que
I'ajout d’IL-22 exogene chez ces mémes souris a accéleré considérablement le
développement tumoral démontrant I’effet pro-tumoral induit par I'lL-22.
De nombreux travaux ont permis d’identifier les différents mécanismes reliant IL-22 aux
processus de transformation tumorale, résumés dans la Figure 17 B. L’'IL-22 agit sur son

récepteur exprimé a la surface des CSI induisant leur prolifération via I'expression de

molécules mitotiques (cycline D1, p21, cyclin-dependent kinase 4) et donc la croissance
tumorale (Kirchberger et al., 2013; Sabat et al., 2014) (Figure 17B, numéro 1). L'axe IL-

22/STAT3 induit une résistance a |'apoptose via I'expression de molécules anti-apoptotiques

comme BCL-2 et BCL-X, (Jiang et al., 2013; Sabat et al., 2014) (Figure 17B, numéro 3). L’IL-22

contribue aussi a I’établissement d’une niche propice au développement de la tumeur en

protégeant contre les défenses anti-tumorales et en apportant les nutriments nécessaires via
la vascularisation de la tumeur (VEGF) (Jiang et al., 2013) (Figure 17B, numéro 2). L’IL-22 induit
I’expression de métalloprotéinases (MMP9) jouant un role dans le remodelage de la lamina

propria permettant ainsi la migration des cellules tumorales et I'invasion d’autres tissus (Ji et

al., 2014) (Figure 17B, numéro 7). De plus, STAT3 un facteur de transcription induit par I'lL-22,

est un médiateur oncogénigue important en induisant des signaux de survie/prolifération

(Bollrath et al., 2009; Grivennikov et al., 2009). En effet en I'absence de Stat3 chez la souris, il
a été mis en évidence une augmentation de I'apoptose des CSI (Matthews et al., 2011) (Figure

17, numéro 6). L’IL-22 induit aussi un stress cellulaire (Powell et al., 2020) ainsi que des dérivés

réactifs du nitrogénes responsables de cassure de I’ADN (Ziesché et al., 2007) (Figure 17B,

numéro 8 et 9). Des cultures in vitro de lignées cellulaires cancéreuses démontrent que I'lL-22
induit au sein des cellules souches I'expression des genes SOX2, NANOG ou encore POU5F1,

impliqués dans la mise en place d’un état immortel « stemness » (Kryczek et al., 2014a) (Figure

17B, numéro 5). L'IL-22 est donc impliguée dans l'initiation et I'amplification des processus
cancéreux en favorisant via STAT3 l'induction d’'une méthyltransférase DOLT1 associée a la
région promotrice des genes contribuant a la mise en place d’un état de « stemness » des
cellules tumorales (Kryczek et al., 2014a) (Figure 16). Dans une cohorte de patients atteints
de CRC, les auteurs ont démontré que les expressions DOT1L et SOX2 correlent fortement

avec un taux de survie amoindri.
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En conclusion, les actions de I'lL-22 sur les CEl semblent étre double (Figure 17), puisqu’elle
exerce des actions bénéfiques importantes pour permettre la résolution d’un épisode
inflammatoire (Figure 15) mais la persistance d’un état inflammatoire peut étre a I'origine de
transformation maligne amplifiée par la signalisation IL-22/STAT3 (Figure 16). Ainsi, le groupe
de Huber et al. a démontré que I'lL-22 joue un réle anti-tumoral au cours de la phase
d’initiation du cancer grace a son action anti-inflammatoire tandis que son blocage tardif a
permis de réduire la croissance tumorale (Huber et al., 2012b). La suppression des actions
prolifératives de I'lL-22 s’est avérée bénéfique au cours du modele génétique d’induction de
tumeurs (souris Apc ™"*) non démontré au cours d’'un modéle de cancer CRC dépendant de
I'inflammation (AOM), renforcant donc le réle endossé par I'lL-22 dans l'accélération du

processus malin.
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Figure 16 : L’IL-22 peut médier des actions impliquées dans un processus de transformation
tumorale.

En signalant sur son récepteur (IL-22R) a la surface des CEl, I'lL-22 induit, via STAT3, les
expressions de genes associés a la prolifération, la résistance a I'apoptose et la réponse anti-
infectieuse indispensables au maintien de ’homéostasie. L'IL-22 régule aussi la prolifération
de CSl via la voie STAT3/DOT1L contribuant ainsi a I’émergence de cellules immortelles et donc
a des phénoménes de transformation tumorales. D’apres (Koltsova and Grivennikov, 2014).
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La Figure 17A résume I'ensemble des actions protectrices décrites précédemment et induites
par I'lL-22 sur les CEl pour promouvoir I'intégrité de la muqueuse intestinale alors que les
actions exacerbées et non contrélées de I'lL-22, exposées dans la Figure 17B, contribuent aux
processus de tumorigénése. Cette dualité des actions de I'lL-22, dépendante de son contexte
de production, suggeére la nécessité d’une régulation de I'axe IL-22/IL-22R, d’autant que ses
effets peuvent étre potentialisés en présence d'une autre cytokine pro-inflammatoire :
I'interleukine 17A (IL-17A) (Liang et al., 2006 ; Raffatellu et al., 2009) (cf. p74).

Les actions bénéfiques induites par I'lL-22 sur la muqueuse intestinale ont contribué a la mise
en phase d’'un essai clinique, actuellement en phase I, visant a évaluer l'efficacité de
I’'administration (IV) d’IL-22 recombinante (UTTR1147A) chez des patients souffrant de formes
modérées a séveres de RCH. L'efficacité de I'UTTR1147A sera comparée a celle du
Vedolizumab (un Ac bloquant les intégrines a4B7 empéchant ainsi le « homing » des LyT) et a
un placebo. Les modeles précliniques réalisés chez I'animal (Stefanich et al., 2018) et les
études de phase | chez des volontaires sains ont relevé une bonne tolérance clinique de
I'UTTR1147A sans effet indésirable grave (Rothenberg et al., 2019).

L’association synergique de I'lL-17A et I'lL-22 a été démontrée dans plusieurs études sur des
kératinocytes et des cellules épithéliales pulmonaires mais jamais sur des CEl. En présence de
ces deux médiateurs, les auteurs ont observé une induction potentialisée de I'expression de
BD2 dans des kératinocytes (Liang et al., 2006a) ou encore de LCN2 au cours d’'un modele
d’infection pulmonaire a Klebsiella pneumonia (Aujla et al., 2008). Le mécanisme, expliquant
cet effet synergique, semble étre imputé a la similitude des voies de signalisation impliquées

en aval des récepteurs de I'lL-22 et de I'IL-17.
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Figure 17:

Dualité des actions induites par I'lL-22 au niveau des cellules épithéliales
intestinales.

A) L'IL-22 contribue via diverses actions a renforcer les propriétés de barriere des muqueuses

intestinales. B) Des actions exacerbées de cette cytokine peuvent contribuer a des
phénomeénes de transformations tumorales. D’aprés (Hernandez et al., 2018a).
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b) L’'interleukine 17A

Le gene de I'l/17 et |a protéine correspondante IL-17 ont été découvert pour la premiere fois

en 1993 dans les surnageants de LyT de rats (Rouvier et al., 1993).

i. Geéne et protéine de I'IL-17A
L'IL-17A appartient a la famille de I'interleukine 17, regroupant six membres (A a F) ayant une
forte homologie entre eux et contenant tous des résidus cystéines carboxyle terminaux
(Aggarwal and Gurney, 2002). Le géne de I'lL-17A (/L17A) code pour une protéine de 155 aa,
sécrétée sous forme d’un homodimere de 40kDa. L’'IL-17F correspond au deuxieme membre
majoritaire de cette famille. Cette cytokine, présentant 50% d’homologie avec I'IL-17A, est co-
exprimée avec cette derniére soit sous la forme d’'un homodimére ou d’un hétérodimere (IL-

17A+IL-17F).

ii. Sources cellulaires et régulation de I'lL-17A
Les LyT polarisés vers la voie Th17 ainsi que les ILC3 (LTi et ILC3 NCR* et NCR) représentent les
sources majoritaires de production d’IL-17A (Cording et al., 2016). Parmi les sources d’IL-17A,
nous pouvons aussi noter les lymphocytes y§, les LyT de I'immunité innée (NKT) et les Ly Th17
naturels (lymphocytes aB* ayant acquis la capacité de sécréter de I'lL-17 pendant leur

développement thymique (Amatya et al., 2017)).

Nous avons déja décrit précédemment (cf. p54) les signaux modulant I'expression d’IL-22,
c’est pourquoi nous ne les détaillerons ici pas lorsqu’ils sont identiques. Les cytokines IL-23,
IL-1, IL-6, TGFB impliquées dans la polarisation vers la voie des Ly Th17 représentent des
signaux inducteurs de la sécrétion d’IL-17A. Au contraire I'lL-27, une cytokine appartenant a
la famille de I'lL-12, en inhibant la différenciation des Th17 au profit de Ly Treg, constitue

signal inhibiteur de la production d’IL-17A (Awasthi et al., 2007).

iii. L’IL-17A:récepteur et voies de signalisation

Les actions de I'lL-17A sont induites par sa fixation sur son récepteur IL-17R composé de deux
sous-unités transmembranaires I'lL-17RA exprimée de fagon ubiquitaire et I'lL-17RC retrouvée
essentiellement au niveau des cellules épithéliales et des fibroblastes (Toy et al., 2006a). L’IL-
17A agit principalement sur des cellules non hématopoiétiques comme les cellules épithélailes
intestinales, pulmonaires, salivaires, du SNC, rénales, les hépatocytes, les kératinocytes. L’IL-

17 peut aussi exercer un signal sur les cellules endothéliales, les fibroblastes, les ostéoblastes,

74



les cellules immunes ou encore les macrophages et les DCs (Amatya et al., 2017; Miossec and
Kolls, 2012).

La partie extracellulaire de I'lL-17R est composée de 2 domaines fibronectines impliqués dans
la reconnaissance et la fixation du ligand. Les récepteurs de la famille de I'lL-17 (IL-17R) sont
caractérisés par un domaine intra-cytoplasmique conservé, nommé domaine SEFIR (Figure 18)
(Amatya et al., 2017). Ce motif est aussi présent au niveau du récepteur de I'lL-1 ou encore
des TLRs. La protéine adaptatrice cytosolique Actl, indispensable a la signalisation de I'IL-17,
interagit avec la sous-unité IL-17RA via une connexion entre des domaines SEFIR. Puis dans un
second temps, Act 1, via ses sites de fixation, s’associe a des protéines de la famille TRAF
(comme TRAF6) permettant ainsi I’activation de la voie du NF-kB ou encore des MAP kinases.
D’autres domaines (SEFEX), correspondant a des extensions du domaines SEFIR, ont été
décrits dans les parties intra-cytoplasmiques d’IL-17RA et IL-17RC et jouent un role dans la
fonctionnalité du récepteur. Un dernier domaine (CBAD) présent sur I'lL-17RA, exerce un réle
de régulation négative sur la signalisation d’IL-17 en induisant le facteur de transcription
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Figure 18 : Récepteurs et voies de signalisation de I'IL-17A.
D’apres (McGeachy et al., 2019)
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iv. Expression de I'IL-17A au niveau des muqueuses intestinales
a. Al’homéostasie
A I’homéostasie, I'lL-17A est tres faiblement exprimée au niveau des muqueuses intestinales
(colon/iléon).
b. Au cours des MICI

L'inflammation intestinale induite au cours des MICI, est responsable de signaux provoquant
une induction de I'expression d’IL-17 au niveau du colon (Fujino et al., 2003; Holttd et al., 2008;
Nielsen et al., 2003). De plus, des études a grande échelle ont décrit des polymorphismes dans
le gene IL23R associés de facon protectrice (Duerr et al., 2006) ou délétére (Kim et al., 2011)
aux MICI. Les auteurs ont démontré ainsi que des modifications génétiques et épigénétiques
concernant I'interaction entre I'lL23 et I'lL-17 pouvaient influenger les niveaux d’IL-17 et donc

la physiopathologie des MICI.

v. Actions de I'IL-17A sur I’épithélium intestinal

La fonction principale de I'lL-17A est d’induire une réponse immune inflammatoire afin de
combattre les agents pathogenes ayant pénétré la barriere intestinale. Ainsi, cette cytokine
induit la sécrétion par les CEl de chimiokines CXCL1, CXCL2 impliquées dans le chimiotactisme
de PNNs, CCL20 permettant le recrutement des LyT Th17, des facteurs de croissance G-CSF
(Granulocyte-Colony Stimulating Factor) et GM-CSF (Granulocyte-Macrophage-Colony
Stimulating Factor) permettant la survie des PNNs et des macrophages (Miossec and Kolls,
2012; Onishi and Gaffen, 2010) (Figure 19, numéro 2). Elle stimule I'expression par les DCs et
macrophages d’autres cytokines inflammatoires, comme I'IL-6, le TNFa et IL-1, pouvant agir
en synergie entre elles (Grivennikov et al., 2009) ou avec I'lL-17A (Albanesi et al., 1999). En
plus de la sécrétion de chimioattractants, I'lL17A induit I’expression de métalloprotéinases par
les macrophages (comme MMP1,2,3,8,9,13) provoquant le remodelage de la matrice
extracellulaire (Koenders et al., 2005).

L’IL-17A stimule I'expression par les CEl de PAMs (comme les béta-défensines, LCN2 ou encore

REG3G) des protéines de jonctions serrées comme par exemple les occludines/claudines

(Kinugasa et al., 2000; Lee et al., 2015a) ou encore de mucines (Eyerich et al., 2017; McGeachy
et al., 2019)(Figure 19, numéro 4).
L’IL-17 exerce un role dans la production d’IgA dans les PP (Veldhoen, 2017). En effet, en

privilégiant I'interaction Act1-1L-17RA plut6t que celle inhibitrice entre Actl et le récepteur
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BAFF (LyB), I'lL-17A promeut |la formation de nombreux centre germinatifs et la sécrétion d’Ac
de forte affinité (Figure 19, numéro 3).

Les propriétés pro-inflammatoires et antibactériennes ont conféré a I'lL-17A un réle bénéfique
dans les réponses contre de nombreux pathogenes comme les champignons notamment
Candida albicans (Huang et al., 2004), les virus comme Herpés Simplex Virus (Yue et al., 2008)
ou encore les bactéries telles que Klebsiella pneumonia (Happel et al., 2003), Citrobacter
rodentium ou encore Staphylococcus aureus (Ishigame et al., 2009). L’IL-17A protége aussi des
infections par des pathogenes intracellulaires comme par exemple Listeria monocytogenes ou
encore Mycobacterium tuberculosis (Veldhoen, 2017). Chez I'homme, des défauts de
production d’IL-17 sont associés au développement d’une candidose cutanéomuqueuse
chronique correspondant a une infection candidosique persistante ou récidivante. Ces
manifestations cliniques sont expliquées par des mutations dans les genes de signalisation de
I'IL-17A (IL17RA, ACT1) (Puel et al., 2011), dans le gene STAT3 résultant en un défaut de la voie
Th17 (Ma et al., 2008) ou encore un défaut du gene AIRE provoquant une expansion de clones
auto-réactifs sécrétant des auto-Ac anti-IL-17A (Puel et al., 2010).

Avec ses propriétés de renforcement des propriétés de barriere de la muqueuse intestinale,
son action bénéfique a été mise en lumiere dans de nombreux modeles expérimentaux de
colite.

o Au cours d’'un modele de colite innée induit par le DSS, plusieurs études ont démontré
qgue I'absence (Lee et al., 2015a; Song et al., 2015; Tang et al., 2018; Yang et al., 2008)
ou la neutralisation de I'lL-17A (Ogawa et al., 2004a) aggravaient la maladie chez les
souris. En effet, la perte de la signalisation IL-17A a provoqué une perte de poids, des
atteintes histologiques et un rétrécissement du colon plus important. En outre, il est
observé chez les souris /117/, une augmentation significative de la perméabilité
intestinale a J3 et J7 d’'une administration de DSS (Lee et al., 2015a). En effet, I'lL-17A
exerce un role primordial sur la localisation des protéines de jonctions serrées au cours
de dommages intestinaux permettant ainsi le renforcement de la perméabilité
intestinale. Dans son étude, I’équipe de Song et al, a démontré qu’une absence d’IL-17
s’associait a une diminution du score de prolifération J10 d’'une colite expérimentale
(Song et al., 2015). Il démontre en stimulant pendant 6h des CEl de souris que I'lL-17
agit en synergie avec un facteur de croissance FGF2 pour induire des génes impliqués

dans la réparation et le remodelage tissulaire (Mmp9, Csf2, S100A8). Ainsi, au cours
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d’une inflammation intestinale, I'lL-17 joue un réle protecteur en induisant a la fois la
réparation de I’épithélium Iésé et un renforcement de la perméabilité.

Lors du modele de colite induit par le pathogene Helicobacter bilis chez des souris
Abcbala’/, il a été démontré que le blocage de I'lL-17A était associé a une aggravation
de la clinique, expliquée par une augmentation de la perméabilité intestinale (Maxwell
et al., 2015). En effet, 'utilisation d’un Ac bloquant le récepteur de I'lL-17 provoque
une augmentation de la perméabilité, de I'expression de la claudine 4 (Cldn4, un
marqueur de lésion de I'épithélium) et une diminution des expressions des génes Lrg5 :
un gene exprimé par les CSI attestant du renouvellement intestinal ainsi que de Pigr :
un gene impliqué dans le transport trans-épithélial des IgA.

Au cours d’'un modele de colite adaptatif, une étude a mis en évidence que le transfert
de Ly T naifs triés de souris déficientes en IL-17A ou son récepteur, a provoqué une
aggravation de la maladie (O’Connor et al., 2009; Song et al., 2015). En 2018, une autre
équipe a réalisé les mémes observations et a identifié un défaut d’induction des Ly

Treg chez les souris ayant recu les LyT naifs 1117/ (Tang et al., 2018).

Cependant les effets protecteurs attitrés a la signalisation de I'lL-17A au cours d’inflammation

intestinale ont été contredits par quelques études.

O

O

(@)

Ainsi en 2006, une étude de Zhang a démontré que I'lL-17 joue un rdéle pro-
inflammatoire puisqu’au cours d’'un modele de colite au TNBS, les souris déficientes
pour le récepteur de I'lL-17 sont protégées en comparaison aux souris sauvages (Zhang
et al., 2006). Un récent rapport a confirmé que les souris déficientes en IL17A ont des
phénotypes cliniques et histologiques moins graves (Park et al., 2020).

Au cours d’'un modele de colite au DSS, il est mis en évidence que les souris déficientes
en IL-17A sont protégées grace a une diminution de médiateurs pro-inflammatoires
(Ito et al., 2008). D’autres études récentes ont démontré que l'absence de la
signalisation IL-17 s’est associé a aucune différence significative sur la perte de poids
ou le score inflammatoire (Maxwell et al., 2015; Park et al., 2020).

Au cours du transfert de LyT naifs déficients en IL-17A, les auteurs n’ont pas démontré
de différence significative en comparaison avec les souris sauvages (Leppkes et al.,
2009; Park et al., 2020). lls démontrent cependant que le transfert de LyT naifs triés de
souris RORyT déficientes diminuent les scores endoscopiques et histologiques chez les

souris receveuses, soulignant un réle pathogénique de la voie Th17 dans ce modele de
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colite (Leppkes et al., 2009). D’autres groupes ont montré au cours du transfert de LyT
11177/, une augmentation de la fréquence des ILC3 (Park et al., 2020).
Une seule de ces études contredit formellement le réle protecteur de I'lL-17A au cours de
modele de colite au DSS. Par ailleurs, les récentes études tendent a démontrer que I'absence
de signalisation IL-17 au cours de modele de colite au TNBS ou adaptatif s’associe a aucun

effet.
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Figure 19 : Role protecteur induit par I'IL-17A au niveau de la barriére intestinale.

La rupture de lintégrité de Ila barriere intestinale provoque [linvasion par des
microorganismes pathogénes/commensaux initialement contenus dans la lumiére intestinale.
Ils sont reconnus par les DCs ou macrophages qui s’activent et sécrétent de I'lL-23, IL-1B, IL-6
induisant la production d’IL-17A par les Ly Th17 et les ILC3. L'IL-17A et I'lL-22 produites
localement par les mémes cellules induisent la sécrétion de PAMs comme la LCN2, REG3G ou
encore les defensines (Defb) (1) mais aussi de chimiokines provoquant le recrutement de
phagocytes aux actions bactéricides (2). Au niveau des centres germinatifs des PP, I'lL-17A
induit la génération d’IgA neutralisants les toxines et les microorganismes pathogenes (3). Un
équilibre se crée entre les réponses Thl et Th17 permettant I'obtention d’'une homéostasie
intestinale (4).

DCs= cellules dendritiques, Treg= lymphocytes T régulateurs, Ten= lymphocytes T folliculaire
helper, PP= plaques de Peyer, IEL= lymphocytes intra-épithéliaux, MLN= ganglions
mésentériques. D’aprés (Veldhoen, 2017).
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Compte tenu de sa surexpression au cours des MICI (Fujino et al., 2003; Holttd et al., 2008) et
de l'efficacité des Ac monoclonaux anti-IL.-17 dans d’autres pathologies inflammatoires
(psoriasis, spondylarthrite ankylosante), la neutralisation de I'lL-17 a été proposée comme une
stratégie bénéfique dans le traitement des poussées de MC. Cet essai clinique s’est avéré
inefficace puisque des effets secondaires ainsi qu’une aggravation de l'inflammation ont été
rapportés dans le groupe ayant recu I’Ac par rapport au groupe contréle (Hueber et al., 2012a).
De méme, l"utilisation du Brodalumab, un antagoniste de I'lL-17R au cours d’un essai clinique
de phase Il, n’a démontré aucune amélioration chez les patients atteints de MC versus
I"utilisation d’un placebo (Targan et al., 2016). En outre au cours d’un essai clinique de phase
Il dans le traitement du psoriasis, I'utilisation du Secukinumab (un ac anti-IL-17A) a déclenché
le développement d’'une MC chez deux patients (Langley et al., 2014). Bien que surprenantes,
ces observations sont en accord avec les données de littérature témoignant d’'un effet
protecteur de I'lL-17 en cas d’inflammation intestinale (cf p.76). De facon étonnante, les
récentes alternatives thérapeutiques pour le traitement des MICI, ont démontré que le
blocage de I'lL-23 et donc la neutralisation de la voie de I'lL-17, améliorait les symptomes chez
les patientsatteints de MC devenus résistants aux anti-TNF. L'utilisation des antagonistes anti-
IL-12/23 (Ustekinumab bloquant la sous unité p40 commune a ces 2 cytokines)(Feagan et al.,
2016) ou uniguement anti-1L-23 (Risankinumab (Feagan et al., 2017)/Brazikumab (Sands et al.,
2017) bloqguant la sous-unité p19 de I'lL-23) ont montré des effets bénéfiques dans le
traitement de la MC. Différentes données de la littérature tentent d’expliquer le paradoxe
entre l'efficacité des anti-IL-23 dans le traitement des MICI et |'aggravation de la
symptomatologie avec les Ac bloquant I'lL-17 (Figure 20) (Whibley and Gaffen, 2015). Ainsi,
I'efficacité des anti-IL-23 peut s’expliquer par le blocage de trois actions déléteres induites par
I'lL-23 a savoir (i) le renforcement de la production de cytokines pro-inflammatoires, (ii)
I'induction des voies de signalisation Th17 et (iii) une diminution de la production et des
fonctions des Ly Treg (Maxwell et al., 2015). Par ailleurs, il est important de noter que sous
anti-IL-23, il persiste une production d’IL-17 par les lymphocytes y& (Lee et al., 2015a)
permettant d’exercer son role protecteur que nous avons détaillé précédemment. De plus, ce
serait la production d’IL-17 par les LyT CD4* sécréteur aussi d’IFNy qui expliquerait

I’exacerbation de la colite (Maxwell et al., 2015).
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Figure 20 : Dichotomie des effets entre les traitements par anti-IL23 et anti IL-17 au cours
de modéles expérimentaux de colite chez la souris.

L'utilisation d’Ac anti-IL-23 ne bloque pas I'expression d’IL-17 par les LyT y& qui exerce alors
des actions protectrices sur les CEl en renforgant la perméabilité intestinale. En outre, le
blocage de I'lL-23 contribue a I’expansion de Ly Treg tandis que I'inhibition de la signalisation
médiée par I'lL-17 s’accompagne d’effets néfastes sur la barriere intestinale (augmentation
de la perméabilité et de I'inflammation). D’aprés (Whibley and Gaffen, 2015).
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V.

L’interleukine 22 binding protein (IL-22BP)

a) Geéne et protéine de I'lL-22BP

En 2001, au cours d’une analyse de banques publiques permettant d’identifier de nouveaux
récepteurs cytokiniques appartenant a la famille de I'lL-10, I'équipe du Pr Dumoutier a
découvert le gene codant pour I'lL-22BP : [L22RA2. Ce géne, comportant 6 exons, est présent
sur le chromosome 6g24 a 40kB du géne codant pour le récepteur a l'interféron IFNy (INFyR1).
Le géne IL22RA2 code une protéine monomérique et sécrétée, comprenant 231 aa et d’un
poids moléculaire de 27kD (Dumoutier et al., 2001; Xu et al., 2001). L'absence de domaine
hydrophobe transmembranaire confére a I'lL-22BP uniquement une nature sécrétée. La
séquence protéique de I'lL-22BP présente 34% d’homologie avec I'lL-22R (Dumoutier et al.,
2001; Kotenko et al., 2001; Xu et al., 2001) (Figure 21A). Cependant, I'affinité de I'lL-22 pour
I'lL-22BP est jusqu’a 1000 fois supérieure par rapport a son propre récepteur (IL-22R) (Jones
et al., 2008a; Logsdon et al., 2002; Wolk et al., 2007). L'IL-22BP ne bloque pas les actions de
I'lL-10 mais celles découlant de la signalisation d’IL-22R (Dumoutier et al., 2001). En effet,
plusieurs études in vitro sur des lignées cellulaires ont montré qu’en présence d’IL-22BP, I'IL-
22 n’était plus capable d’induire le facteur de transcription STAT3 (voie de signalisation de I'IL-
22) ou en encore le géne SOCS3 (géne de réponse de I'lL-22) (Kotenko et al., 2001; Lim et al.,
20164a).

Chez 'lhomme, 3 isoformes du gene de I'IL22RA2 ont été décrits comme résultant d’épissage
alternatif (Figure 21B). Le variant 1 (/L22RA2v1), correspondant a la version la plus longue du
geéne (séquence exonique entiere : 6 exons), code pour l'isoforme 1 (IL-22BPil1), une protéine
de 231 aa. Le variant 2 (/L22RA2v2, sans exon 3) code pour l'isoforme 2 (IL-22BPi2), une
protéine de 210 aa. Enfin, le variant 3 (/L22RA2v3), correspondant a la version du gene la plus
courte (séquence exonique dénuée d’exon 4 et 6), code pour l'isoforme 3 (IL-22BPi3)
comprenant 109 aa (Witte et al., 2010). La présence d’une séquence supplémentaire de 32 aa
pour l'isoforme 1 entraine sa rétention dans le réticulum endoplasmique (RE) tandis que les
isoformes 2 et 3 sont sécrétés (Gémez-Fernandez et al., 2018a, 2019). L'équipe de Fernandez
a étudié les voies de sécrétion des 3 isoformes (Figure 21C). Ainsi, aprés un adressage au RE,
via leur peptide signal commun, I'isoforme 3 est directement sécrété tandis que les 2 autres

isoformes interagissent avec des protéines chaperonnes (GRP94, GRP78 et cyclophiline B). La
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séquence en aa de lI'isoforme 1 explique sa forte interaction avec GRP94, sa rétention dans le
RE puis son adressage au protéasome en vue d’'une dégradation. En paralléle, I'isoforme 1
induit aussi une voie de signalisation permettant une réponse aux protéines mal formées.
L'isoforme 2 est largement sécrété et une trés faible partie dégradée au niveau du
protéasome. Ainsi, |'utilisation d’inhibiteurs de GRP94 ou la déplétion de la cyclophiline B via
la ciclosporine augmente la sécrétion de I'isoforme 1. Par ailleurs, la ciclosporine inhibe la

sécrétion des isoformes IL-22BPi2 et IL-22BPi3 (Goémez-Fernandez et al., 2019).
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Figure 21 : Caractérisation de I'lL-22BP : I'inhibiteur soluble et spécifique de I'lIL-22.

A) Etude des interactions entre I'lL-22 et son récepteur IL-22R ainsi que I'lL-22BP (de Moura
et al., 2009). B) Description des trois isoformes de I'lL-22BP résultant d’épissage alternatif du
géne IL22RA2, (Lim et al., 2016a). C) Voies de sécrétion des différents isoformes de I'lL-22BP
dans le milieu extracellulaire. Seuls les isoformes IL-22BPi2 et IL-22BPi3 sont sécrétés, tandis
que I'lL-22BPil est retenu dans le réticulum endoplasmique, interagit avec des protéines
chaperonnes avant d’étre adressé au protéasome en vue d’une dégradation (Gomez-
Fernandez et al.,, 2019).D) Répartition tissulaire des 3 isoformes de I'IL-22BP (Lim et al.,
2016b).
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L’'IL-22BPi2 et IL-22BPi3 sont les deux isoformes capables de bloquer les actions de I'lL-22
(Gomez-Fernandez et al., 2018a; Lim et al., 2016a). En effet, naturellement I'isoforme 1 est
incapable d’interagir avec I'lL-22 puisque les résidus critiques d’interaction décrits entre IL-
22BP et IL-22 sont situés au niveau des sites d’épissage alternatif sur le gene IL-22RA2 (Jones
et al., 2008a; de Moura et al., 2009). De plus, parmi les cytokines de la famille de I'IL-10 (IL-19,
IL-20, IL-24), seule I'lL-22 est capable d’interagir avec I'lL-22BP (Dumoutier et al., 2001). L’IL-
22BPi2 est décrit comme lisoforme ayant le plus d’affinité pour I'lL-22. En effet, en
comparaison avec son récepteur, le temps de demi-vie de dissociation du complexe IL-22/IL-
22BPi2 est largement supérieur (t12 = 4,7 jours pour IL-22BPi2 versus ti/2= 7 min pour IL-22R).
L'affinité entre IL-22 et IL-22BPi3 est plus faible comme le démontrent les différentes valeurs
de la constante de dissociation (Kd) égale a 4 nM pour IL-22BPi3, a 1 nM pour IL-22R et 1 pM
pour IL-22BPi2 (Jones et al., 2008a). Des expériences in vitro en présence d’IL-22, IL-17, IL-
22BPi2 et IL-22BPi3 ont mis en évidence un pouvoir inhibiteur de I'lL-22BPi2 bien supérieur
sur I'lL-22 en comparaison a I'lL-22BPi3 (Lim et al., 2016a).

L’étude de la structure de I'lL-22BP a permis I'identification d’aa clés (Tyr67 et Arg199) pour
son interaction avec I'lL-22, ce qui a été confirmé par des études de mutagénese ainsi que des
expériences fonctionnelles (Jones et al., 2008b; de Moura et al.,, 2009). De plus, de
nombreuses interactions électrostatiques et hydrogenes établies entre I'lL-22 et I'lL-22BP
contribuent a stabiliser le complexe (de Moura et al., 2009). Parmi ces liaisons, nous pouvons
noter la liaison hydrogéne entre Asp-209 '“2287 et Asn-54 '“22 sur I'IL-22 (Jones et al., 2008a).
L'IL-22BP est exprimée au niveau des organes lymphoides (thymus, rate, ganglions
lymphatiques, appendice), digestifs (estomac, intestin gréle, colon), de la peau, des poumons,
du placenta et des glandes mammaires (Dumoutier et al., 2001) (Figure 21D). Une étude plus
récente s’est intéressée a la distribution tissulaire des différents isoformes (Lim et al., 2016a) :
I'isoforme 1 est exprimé presque exclusivement dans le placenta. L 'isoforme 2 est fortement
exprimé dans le placenta et a des niveaux plus faibles au niveau de la rate, de I'estomac, du
thymus, de l'intestin et des poumons. Enfin, I'isoforme 3, ayant une action inhibitrice bien plus
faible sur les actions de I'lL-22, est exprimé a de forts niveaux au niveau des poumons, du foie

foetal, de la prostate, du placenta, des glandes salivaires et thyroide ainsi que de l'intestin.
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b) Sources cellulaires et régulation de I'lL-22BP

Les premieres études sur les sources de production d’IL-22BP ont identifié les DCs comme la

source principale (Nagalakshmi et al., 2004).

i. Sources d’IL-22BP chez le rongeur

En 2012, I'équipe de Huber décrit une source cellulaire d’IL-22BP principalement d’origine
hématopoiétique au niveau du colon de souris a 'homéostasie. Une caractérisation plus
poussée de ces cellules lui a permis d’affirmer qu’elles ne sont pas TCR af” mais plutét CMHII*
CD11c*, correspondant a des DCs (Huber et al., 2012a). Par la suite, notre équipe a pu montrer
que, chez le rat et la souris, I'lL-22BP est produite de fagon constitutive par des DCs
conventionnelles dans les organes lymphoides secondaires (OLS) et les tissus non lymphoides
(Martin et al., 2014a). Chez le rat, les DCs CD103* CD4* des OLS (équivalentes aux DC2)
expriment fortement //22ra2 tandis que les DCs CD4™ présentent des niveaux d’expression
plus faibles. En générant des rats rapporteurs IL-22BP®? (expression de la GFP lorsque que le
géne [122ra2 est transcrit), notre équipe a confirmé ces sources. Chez la souris, cette
expression est assurée par les DC2s (CD103* CD11b*) dans les ganglions mésentériques et
I'intestin, tandis que les DCs CD103* CD8a* (DC1) et les macrophages triés de la lamina propria
expriment a un niveau plus faible //22ra2 (Martin et al., 2014a). En 2017, une équipe japonaise
a confirmé la forte I'expression d’IL-22BP par les DCs CD11b* CD8a (DC2) au niveau des PP de
I'iléon et dans une moindre mesure au niveau des ganglions mésentériques (Jinnohara et al.,

2017).

Ainsi, I'ensemble de ces données chez le rongeur semble suggérer qu’a I"homéostasie
I’expression d’IL-22BP est limitée aux DCs et a des phagocytes mononucléés de la LP et des
OLS. Cependant, les travaux de I'équipe de Huber ont montré, apres tri de différentes cellules
immunes de la LP et de ganglions de souris, une expression d’//22ra2 par les DCs mais aussi
une faible expression par des cellules CD4* CD44"e" CD62Me correspondant aux lymphocytes
T mémoires (Pelczar et al., 2016a). Ce méme groupe confirme en 2017 une expression d’IL-
22BP par les LyT ayant infiltré le foie au cours d’inflammation hépatique aigué (Kleinschmidt
et al., 2017). Enfin, il a été proposé et non reproduit a ce jour que les kératinocytes murins

constituent une source d’IL-22BP (Fukaya et al., 2018).
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ii. Sources d'IL-22BP chez I'homme

Chez 'homme, bien que I'expression d’IL-22BP par les DCs soit conservée, notre équipe a
montré que les polynucléaires éosinophiles (PNE) présents dans la lamina propria
représentent une source majeure d’IL-22BP dans l'intestin (Martin et al., 2016a). Ces sources
de production ont ensuite été confirmées par le groupe de Huber (Kempski et al., 2020; Pelczar
et al., 2016a). Comme chez la souris, ce méme groupe a également proposé qu’au niveau de
la LP humaine les LyT CD4* expriment I'/[L22RA2, bien que ces résultats méritent d’étre
confirmés (Kempski et al., 2020; Pelczar et al., 2016a) (Figure 22A)

L’expression d’IL-22BP par les DCs a été vérifiée chez ’homme en générant des DCs dérivées
de monocytes (MoDC) apres six jours de culture en présence du GM-CSF (Granulocyte
Macrohage Colony-Stimulating factor) et d’IL-4 alors que les monocytes frais n’expriment pas
I'IL22RA2. Seuls les isoformes 1 et 2 de I'lL-22BP sont exprimés par les MoDC (Martin et al.,
2014a). Ces données ont été confirmées ensuite par I'équipe de Lim et al. (Lim et al., 2016a).
Quelques années plus tard, I'équipe de Fernandez atteste que les 3 isoformes d’IL-22BP sont
exprimés par les MoDC (Gomez-Fernandez et al., 2018a), bien que les niveaux soient plus

faibles pour les isoformes 1 et 3.

iii. = Régulation de I'’expression d’'IL-22BP

De nombreux travaux se sont intéressés a caractériser les signaux régulant I'expression d’IL-
22BP par les DCs (a partir des MoDC), tandis que les signaux de régulation de la production
par les PNE sont encore méconnus.

L’acide rétinoique (RA) (Gémez-Fernandez et al., 2018a, 2019; Lim et al., 2016a; Lindahl et al.,
2019a; Martin et al., 2014a), 'interleukine 6 (Voglis et al., 2018a) et la lymphotoxine (LTa1B2)
(Guendel et al., 2020a; Kempski et al., 2020) constituent des signaux inducteurs de
I’expression d’IL-22BP (Figure 22A). Le RA provient de la dégradation de la vitamine A par
plusieurs enzymes notamment la rétinal deshydrogénase 2 (RALDH2) exprimée par les DCs
(CD103*) intestinales productrices d’IL-22BP (lwata and Yokota, 2011). Plus récemment, il a
été mis en évidence que la LTa1B2 induit I'expression d’IL-22BP par les MoDC via I'activation
de la voie non canonique du NF-kB (Kempski et al., 2020). De plus, ces travaux démontrent
gue la signalisation de la LTa1B2 est primordiale pour induire chez la souris I'expression d’IL-

22BP au niveau du colon, des ganglions mésentériques et de la rate.
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Les DCs immatures produisent de I'lL-22BP alors que leur maturation s’associe a une chute
brutale de son expression (Figure 22A). Le lipopolysaccharide (LPS) ou divers ligands des TLRs
(Gomez-Fernandez et al., 2018a; Lim et al., 2016a; Lindahl et al., 2019a; Martin et al., 2014a)
et la prostaglandine E2 (PGE2) (Martin et al., 2014a; Voglis et al., 2018a) en promouvant la
maturation des DCs induisent une diminution de I'expression d’IL-22BP. D’autres signaux ont
aussi été évoqués comme jouant un rodle inhibiteur sur I'expression d’IL-22BP par les DCs,
comme par exemple : la cascade de I'inflammasome et I'lL-18 démontré in vitro et in vivo chez
la souris (Huber et al., 2012a). Ces résultats n’ont pas été confirmés in vitro par I'équipe de
Voglis (Voglis et al., 2018a). Parmi ces signaux, il a aussi été proposé que I'expression
d’IL22RA2 par les LyT CD4* de patients atteints de MICI et répondeurs aux anti-TNF était
significativement diminuée en comparaison aux non-répondeurs (Pelczar et al., 2016b).
Pourtant, le TNFa ne module pas I'expression d’IL-22BP (Pelczar et al., 2016a). Enfin, des
polymorphismes identifiés dans le géne IL22RA2 sont associés a une modulation des niveaux
d’expression d’IL-22BP. Ainsi, le polymorphisme associé a la sclérose en plagque (SNP:
rs17066096°°) est associé a une plus forte expression d’IL-22BP par les MoDC différenciées
en présence de RA (Lindahl et al., 2019a). Le SNP plus rare (rs28385692), associé également a
la SEP, induit une diminution de la sécrétion d’'IL-22BP (Gémez-Fernandez et al., 2020). En
effet, ce SNP touche la région de I’exon 2 du géne et affecte ainsi les trois isoformes de I'IL-
22BP. Il encode la modification d’une leucine (résidu hydrophobe) en proline (résidu neutre)
en position 16 (zone du peptide signal de I'lL-22BP). L’étude in vitro dans des lignées cellulaires
de ce variant démontre une diminution de 50% de la sécrétion de chaque isoforme de I'IL-
22BP (GOmez-Fernandez et al.,, 2020). Enfin, le groupe de Sertorio et al. a identifié deux
polymorphismes associés a une augmentation de |'expression d’/L22RA2 et des formes
fibrotiques sévéres dans une cohorte de patients chinois infectés avec le parasite S.japonicum

(Sertorio et al., 2015).

La Figure 22A résume les données actuellement connues sur les sources de production et de

régulation de I'lL-22BP dans la LP intestinale saine humaine.

87



Intestinal . A& Effector Effector @ Regulatory g Innate
* Dendritic cell €@ . Neutrophils (&5 ) J e lymphoid cell

eosinophils Th17 cell Th1 cell T cell
P Lymphotoxin Retinoic ; ;
€ |L-22Binding J71L22R o Interleukin-22 « Interleukin-17 o Interleukin-23 @ e i Llpopolysacchande
Protein a1p2 acid
A B T Epithelial
permeability &
Vitamin A < \ bacterial entry

Mucus Loss of mucus layer

layer - mucines ° /. Antimicrobial -
Bacteria 4 ofo peptides )

! > ——oe Wound
Intestinal o ===®®- healing

Epithelium ;
i o8 < £ '
B : IL-22R IL-17R ,L 2

; = * L- 1123

i DCs @ . IL-22 Dee * . ok
Vitamin A v .

Lamina . P @

propria_ A 9 ILCs

'O D . O
‘ & T cells

@ @ NN
6" O

Eotaxin. :. /
Eosinophils Signals? IL-22BP A . ¢
Signals? ;

e ‘;onslriophils

HOMEOSTASIS " IBDs
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les lymphocytes T régule les actions de I'IL-22, importante pour renforcer les propriétés de barriere de la muqueuse intestinale en cas d’agression bactérienne.
L’affaiblissement des propriétés de barriere observée au cours des MICl en lien avec des facteurs environnementaux et génétiques induit un passage accru de microorganismes
initialement contenus dans la lumiéere intestinale jusque dans la LP. En réponse aux translocations bactériennes, le systéme immunitaire muqueux s’active et sécréte de fortes
quantités d’IL-22 et IL-17 par les Th17 et les ILC3. Dans les muqueuses inflammatoires de patients atteints de MICI, I'lL-22BP, augmentée du fait d’une infiltration importante
d’éosinophiles ou d’une production accrue par les lymphocytes T, pourrait neutraliser I'IL-22 sécrétée et ses actions bénéfiques.
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c) L'IL-22BP, un puissant régulateur des actions biologiques de I'IL-22

Nous avons vu précédemment que les actions de I'lL-22 [cf p 61] pouvaient étre a la fois
protectrices mais aussi délétéres en fonction du tissu épithélial cible sur lequel elle agit.
L'expression de I'IL-22BP et son role dans le contréle des actions de I'lL-22 ont été étudiés in
vivo dans plusieurs contextes inflammatoires : 1) ceux ou le role de I'lL-22 est protecteur
comme au cours des MICl ou encore de la sclérose en plaque (SEP) et 2) ceux ou cette cytokine

exerce des actions déléteres comme dans les processus tumoraux ou encore le psoriasis.

i. L’IL-22BP régule les actions protectrices de I'lIL-22

> Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin

L’'IL-22 est une cytokine largement décrite dans la littérature comme possédant un role
protecteur sur la muqueuse intestinale en renforcant les propriétés de barriére mais aussi les
processus de cicatrisation. Ainsi, en cas d’inflammation intestinale, les profils d’expression
d’IL-22 et d’'IL-22BP sont inversement régulés. Chez le rongeur, au cours d’'un modeéle de colite
aigué par administration de DSS, I'expression d’IL-22BP est minimale a J8 en parallele d’'une
augmentation de I'expression d’IL-22 (Martin et al., 2016a; Sugimoto et al., 2008b). De méme,
au cours d’'un modele de colite adaptatif, 'expression d’IL-22 augmente a partir de J15
(Zenewicz et al., 2008).

Plusieurs études ont démontré le role inhibiteur de I'lL-22BP sur les effets protecteurs de I'IL-
22 au niveau de I'épithélium intestinal au cours de modeéles expérimentaux de colites. Ainsi,
Sugimoto a démontré que l'injection, au niveau du colon des souris, d’'un vecteur non viral
contenant //22ra2 au cours d’'un modeéle de colite par DSS bloquait les actions bénéfiques
induites par I'lL-22. En effet, les souris ayant regu le vecteur viral ont une inhibition du facteur
de transcription STAT3, une diminution de la production de mucus visualisée par un marquage
moins prononcé au bleu alcyan des cellules de goblet et une augmentation significative du
score d’activité de la colite (Sugimoto et al., 2008b). Dans notre équipe, un modele de colite
aigué a été réalisé chez des rats déficients pour le géne de I'IL-22BP (//22ra27") générés dans
le laboratoire. L'ensemble des résultats obtenus soulignent que I'absence de l'inhibiteur
s’associe a une meilleure tolérance de la colite (Martin et al., 2016a). En effet les rats déficients
pour le géne de I'IL-22BP (//22ra27") semblent étre protégés au cours de la colite

puisqu’aucune perte de poids n’a été enregistrée et le score histologique quantifiant I'atteinte

89



de la muqueuse a J10 de la colite est significativement diminué en comparaison aux rats
sauvages (/122ra2*/*). De plus, en I'absence de I'lL-22BP, les actions protectrices de I'lL-22 sont
potentialisées : induction de I'expression des genes codant les PAMs (lipocaline2 et béta-
défensine2), augmentation de la production de mucus. Une autre équipe a réalisé ce méme
modele de colite aigué au DSS chez des souris déficientes pour le géne de I'lL-22BP (Huber et
al., 2012a). lls n’ont observé aucune différente significative sur le phénotype clinique (perte
de poids), endoscopique ou histologique entre les souris déficientes pour le géne de I'lL-22BP
et les souris sauvages. lls proposent que cette absence de différence chez les souris KO
pourrait étre expliquée par une diminution puis une absence d’expression de I'lL-22BP (a J10)
gui ne jouerait donc aucun role dans le contrdle des actions de I'lL-22 a la fois chez les souris
sauvages et mutées. Pourtant, leurs résultats soulignent une augmentation significative de la
prolifération des CEl chez les souris déficientes en IL-22BP en comparaison aux animaux
contrble. Ils ont confirmé cette observation dans leur récent rapport montrant que
I’'administration d’un anticorps bloquant le récepteur de la lymphotoxine (moins d’IL-22BP) au
cours d’un modele de colite au DSS n’a eu aucun effet en comparaison aux souris n’ayant pas
recu I'anticorps bloquant (Kempski et al., 2020). Au cours d’'un modele de colite par transfert
de lymphocytes T naifs chez des souris receveuses immunodéficientes (Rag17/), le groupe de
S. Huber démontre a nouveau un effet protecteur d’'une absence de I'lL-22BP. En effet pour
cette équipe ayant identifié les LyT CD4* comme une source de production d’'IL-22BP, le
transfert de LyT naifs issus de souris déficientes en IL-22BP s’accompagne d’une protection au
cours de la colite (Pelczar et al., 2016a). Ainsi ils observent une perte de poids moins
importante et des scores histologiques et endoscopiques plus faibles chez les souris ayant recu
des LyT issus de souris KO pour I'lL-22BP en comparaison aux souris sauvages.

Les travaux de notre équipe ont montré que, contrairement aux modeles animaux de colite
ou I'lL-22BP et IL-22 sont inversement exprimés, les MICI s’associent a une surexpression de
I'lL-22BP dans la LP en dépit de I'augmentation de I'lL-22 (Martin et al., 2016a) (Figure 22B).
L'infiltration importante de la LP par les PNE pourrait expliquer I'augmentation de production
d’IL-22BP et ainsi potentiellement bloquer les actions protectrices de I'lL-22. De méme, le
groupe de Huber a confirmé cette surexpression d’IL-22BP au cours des MICI et avance
I’'hypothese d’un role pathogénique joué par les LyT ayant infiltré la LP des patients MICI
(Pelczar et al., 2016a) (Figure 22B). En effet, ils semblent mettre en avant une corrélation entre

de forts niveaux d’expression d’IL-22BP par les LyT CD4* et une mauvaise réponse aux
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traitements par anti-TNF chez les patients MICI. Les niveaux d’expressions d’'IL-22 et d’IL-22BP
au cours des MICI ainsi que le réle de I'lL-22BP sur les actions de I'lL-22 sont représentés sur
la Figure 22B. La Figure 24 résume I'impact d’un excées de production d’IL-22BP au cours des

MICI sur les actions protectrices induites par I'lL-22 sur les CEl.

> Sclérose en plague

La littérature suggére que l'axe IL-22/IL-22R/IL-22BP joue un réle important dans les
mécanismes de neuro-inflammation. Initialement, le réle joué par I'lL-22 au cours des
mécanismes auto-immuns du systeme nerveux central (SNC) semble étre pro-inflammatoire
(Langrish et al., 2005), bien que la réalisation du modele d’encéphalite auto-immune (EAE)
chez une souris déficiente pour le gene /22 n’a pas identifié de différence clinique avec les
souris sauvages (Kreymborg et al., 2007). Plus récemment, un rapport confére a I'lL-22 un réle
protecteur au niveau du SNC (Lindahl et al., 2019a). Son récepteur serait exprimé uniqguement
au niveau de la barriére hémato-encéphalique des patients SEP (Kebir et al., 2007).

Au cours d’un modele d’EAE par administration de la protéine MOG (Myelin Oligodendrocyte
Protein-modeéle EAE), une équipe suédoise a identifié chez le rat une région localisée sur le
chromosome 1 leur conférant un phénotype résistant a la maladie. Le méme modeéle d’EAE
réalisé sur des rongeurs génétiquement modifiés pour bénéficier des alléles protecteurs de la
maladie a provoqué un phénotype clinique atténué ainsi qu’une sécrétion diminuée de
médiateurs pro-inflammatoires par les macrophages. De plus, chez ces rongeurs, une
diminution de I'expression du gene 1/22ra2, gene identifié dans cette région chromosomique,
par les macrophages et les splénocytes des animaux immunisés est observée. Par analogie,
chez 'homme, I'étude de différents polymorphismes du gene codant I'IL-22BP dans une
cohorte de patients suédois (n=5019) a identifié le SNP (rs276474) comme associé a un risque
de développement de la SEP (Odd Ratio = 1,26) (Beyeen et al., 2010). Par la suite, plusieurs
études ont permis d’identifier I'allele G du SNP rs17066096 sur le gene /[L22RA2 comme le
gene de susceptibilité fortement associé a la SEP, avec une p value combinée égale a 9,26 x
1073 (International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2019; International Multiple
Sclerosis Genetics Consortium et al.,, 2011; International Multiple Sclerosis Genetics
Consortium (IMSGC) et al., 2013). En 2019, une étude met en évidence in vitro que des MoDC
différenciées en présence de RA, a partir de monocytes de donneurs homozygotes GG pour le

SNP rs17066096, ont une expression d’IL-22BP significativement plus élevée (Lindahl et al.,
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2019a). Dans une cohorte espagnole, Fernandez et al identifient le SNP rs28385692 dans
IL22RA2 comme étant un facteur de risque pour la SEP, statistiquement indépendant du SNP
majeur rs17066096 (Gémez-Fernandez et al., 2020).

C’est pourquoi le role de I'lL-22BP sur le controle des actions de I'lL-22 au cours de la SEP a
été étudié. Chez la souris, dans un modeéle d’EAE, I'absence d’IL-22BP s’associe a un meilleur
phénotype clinique (Laaksonen et al., 2014a). En effet, les souris déficientes en IL22BP
récuperent plus rapidement apres le pic de la maladie et conservent une fonction motrice au
stade chronique par rapport aux souris sauvages. De plus, les souris mutées présentent des
scores inflammatoires et de démyélinisation moindres ainsi qu’une diminution de l'infiltrat
par des monocytes inflammatoires au niveau du SNC.

Dans une cohorte de patients atteints de SEP, I’équipe de Perriard a mis en évidence un taux
sérique d’'IL-22 chez les patients a un stade actif de la maladie plus élevé par rapport a une
cohorte de patients contrdle (Perriard et al., 2015). lls démontrent un effet protecteur de I'IL-
22 notamment sur les astrocytes en diminuant les phénomenes d’apoptose (Figure 23). lIs ne
retrouvent pas de différence sur les taux sériques d’IL-22BP entre les patients malades et
sains. Cependant, ils soulignent une expression d’IL-22BP supérieure dans les MoDC issues de
patients atteints de SEP. En 2019, le role délétere de I'lL-22BP au cours de la SEP est renforcé
puisque des taux d’IL-22BP sont significativement plus hauts dans le LCR des patients
présentant de fortes lésions neuro-inflammatoires (Lindahl et al., 2019a) par rapport a ceux
n’en présentant aucune. lls confirment que I'absence d’IL-22BP chez le rongeur (modéle chez
le rat et la souris) atténue significativement le tableau clinique d’EAE (Lindahl et al., 2019a).
Cet effet protecteur de I'absence d’IL-22BP est observé a |'état hétérozygote et est strictement
dépendant de I'lL-22. Ainsi, ils proposent que le phénotype homozygote pour le SNP
rs17066096 provoque une plus forte expression d’IL-22BP limitant alors les effets protecteurs
de I'lL-22 au niveau du SNC, notamment sur les lymphocytes T pour diminuer la réponse Thl

(Figure 23).
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Figure 23 : Au cours de la SEP, 'augmentation de I’expression d’IL-22BP impacte les actions
protectrices induites par I'IL-22.

Au niveau du SNC, I'lL-22BP bloque les actions protectrices induites par I'lL-22 en prévenant
la mort neuronale et en inhibant les réponses Th1 (IFNy). Au cours de la SEP, un SNP identifié
dans le gene IL22RA2 est associé a une augmentation de I'expression d’IL-22BP qui neutralise
alors I'lL-22 disponible et conduit a des lésions neuronales. D’apreés (Lindahl et al., 2019a).

> Infections pulmonaires

L’IL-22 est une cytokine agissant sur les épithéliums comme ceux recouvrant les cavités
pulmonaires et exerce des actions de cicatrisation et de renforcement des propriétés de
barriere de ces muqueuses (Aujla et al., 2008). De plus I'lL-22 et I'IL-22BP sont produites dans
le liquide broncho-alvéolaire des patients souffrant de détresse respiratoire aigué
(Whittington et al., 2004). Chez ces patients, des niveaux plus bas d’IL-22 sont observés en
regard des patients sains. Chez la souris, au cours d’'un modele de pneumonie chronique,
I’expression d’IL-22 est induite a J6 tandis que I'expression d’IL-22BP est la plus basse a J10
(Abood et al., 2019). Au cours d’un modele aigu par instillation trachéale de Pseudomonas
aeruginosa, il est observé au bout de 6 heures une augmentation transitoire de I'expression

d’IL-22 associée a une augmentation de la protéine maximale aprés 24 heures (Broquet et al.,

93



2017). Ainsi, le role protecteur joué par I'lL-22 sur les cellules épithéliales pulmonaires et son
controble par I'lL-22BP ont été étudiés dans plusieurs modeéles d’infections respiratoires.

Au cours d’un modele de pneumonie aigué, le blocage de I'lL-22BP par un anticorps
monoclonal a amélioré la tolérance clinique (Broquet et al., 2017). En effet, il est observé chez
les souris ayant recu I'anticorps une augmentation de la survie ainsi qu’une diminution de
I'infiltrat de PNN au niveau pulmonaire. Un autre groupe a confirmé ces résultats puisque dans
leur modele de sepsis via la ligature du caecum, I"'administration d’IL-22BP recombinante
provogque une augmentation significative des PNN (Weber et al., 2007).

De méme, au cours de modeles chroniques de pneumonies réalisés par une surinfection
bactérienne (S. pneumonia ou S. aureus) au cours d’une infection virale a Influenzae, I'absence
d’IL-22BP chez les souris est associée a une meilleure tolérance clinique (Abood et al., 2019;
Hebert et al., 2020; Trevejo-Nunez et al., 2019). En effet les souris présentent de meilleures
courbes de survie, perdent moins de poids et récupéerent plus rapidement par rapport aux
souris sauvages. L’absence d’IL-22BP chez ces souris permet [|'établissement d’un
environnement pro-IL-22 (attesté par une augmentation de la concentration sérique d’IL-22) :
diminution de l'inflammation pulmonaire, induction des protéines des jonctions serrées
comme Tjp1, Tjp2, Cldn4 et Ocln (Abood et al., 2019 ; Hebert et al., 2020) mais aussi expression
de PAMs comme la lipocaline (Lcn2) (Abood et al., 2019). En I'absence d’IL-22BP, la charge
bactérienne est diminuée et les souris présentent des scores histologiques d’atteintes
respiratoires plus faibles (Abood et al., 2019). Une étude transcriptomique sur les tissus
pulmonaires a mis en évidence une diminution de I'expression de génes impliqués dans la
phosphorylation oxydative chez les souris //22ra2°/". La diminution d’expression de ces génes,
strictement dépendants de I'lL-22, observée dans les macrophages de souris KO, leur permet
d’acquérir un état pro-inflammatoire et d’activation nécessaire pour résister aux infections
pulmonaires (Trevejo-Nunez et al., 2019). La Figure 24 résume le blocage des actions

protectrices de I'lL-22 au cours d’infections pulmonaires.
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Figure 24 : Etude de la modulation de I’axe IL-22/IL-22BP au cours de désordres inflammatoires chroniques.

Dans certains désordres inflammatoires, un contréle insuffisant des actions de I'lL-22 par I'lL-22BP est pathogénique comme au cours des cancers,
du psoriasis, des hépatites et des arthrites, tandis que dans d’autres situations comme les MICI, la sclérose en plaque et les infections
pulmonaires, 'exces d’IL-22BP peut bloquer les actions bénéfiques induites par I'lL-22 sur les épithéliums.
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ii. L’IL-22BP protege les épithéliums des actions exacerbées de I'lL-22.
De par ses actions prolifératives, des actions non controlées de I'lL-22 peuvent s’avérer

déléteres comme au cours du psoriasis ou des processus tumoraux (Sabat et al., 2014).

» Hépatites

Bien que les données de la littérature conferent a I'lL-22 des actions de régénération et de
cicatrisation sur les hépatocytes (Radaeva et al., 2004; Sabat et al., 2014), certaines études
ont montré que de forts taux d’IL-22 étaient associés a un moins bon pronostic au cours
d’hépatites chroniques (Kronenberger et al., 2012; Wu et al., 2015). Une étude génétique
réalisée en 2015 a mis en évidence 2 polymorphismes dans le gene IL22RA2 associés a une
plus forte expression de I'lL-22BP ainsi qu’a une fibrose plus sévere dans une population
chinoise infectée par S.japonicum (Sertorio et al., 2015).

L'équipe de S.Huber a étudié le r6le joué par I'lL-22BP sur les actions hépatiques de I'lL-22
dans deux modeles d’hépatites aigués induites par |‘acétaminophéne ou encore
I'ischémie/reperfusion (IR) chez des souris déficientes en IL-22BP et en IL-22 (Kleinschmidt et
al., 2017). Lors d’une inflammation hépatique chez le rongeur, il est observé une
augmentation de I'expression de I'lL-22 tandis que celle de I'lL-22BP reste stable. Au cours du
modele IR, provoquant la mort hépatocellulaire par accumulation de produits dérivés de
I’oxygene et une forte activation du systeme immunitaire, ils mettent en évidence que les
souris IL-22BP KO présentent significativement plus de dommages hépatiques. En I'absence
de contrdle des actions de I'lL-22 par I'IL-22BP, il est observé a 48H plus de nécrose cellulaire
et une augmentation significative des transaminases. L’administration d’acétaminophéne
chez les souris induit une mort par nécrose cellulaire due a 'augmentation du stress oxydatif.
Au cours de ce modele d’hépatite expérimental, les souris déficientes en IL-22BP présentent
a 48H, comme précédemment, plus de nécrose ainsi que de mort cellulaire. De facon
surprenante, I'absence d’IL-22 chez les souris n’a eu aucun effet sur la sévérité de la maladie
en comparaison aux souris sauvages et en I'absence d’IL-22 et d’IL-22BP aucune atteinte
hépatique n’est observée soulignant des actions strictement dépendantes de I'lL-22. Ainsi, les
travaux de ce groupe suggerent que I'lL-22BP régule les actions hépatiques de I'IL-22 et qu’une
signalisation exacerbée de I'lL-22 est a I'origine de dommages tissulaires importants au niveau
du foie en cas d’'inflammation. lls démontrent par la suite via une analyse transcriptomique

gu’une action accrue d’IL-22 induit une forte expression par les hépatocytes du gene Cxcl/10,
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codant pour une chimiokine a l'origine d’une infiltration hépatique par des monocytes
provoquant inflammation et nécrose.

En 2019, un rapport conforte le role hépato-protecteur de I'lL-22BP (Schwarzkopf et al., 2019)
(Figure 25). En effet de forts taux d’IL-22 dans le sérum de patients souffrant de cirrhose sont
associés a de fort risque d’évoluer vers une décompensation hépatique. Ainsi, un ratio IL-
22BP/IL-22 faible est de mauvais pronostic et associé au risque de décompensation hépatique
tandis que des ratios plus élevés sont observés chez des patients cirrhotiques stables ou
encore des volontaires sains. Les auteurs proposent qu’un ratio IL-22BP/IL-22 faible est
associé a une faible production d’IL-22BP ne permettant pas de correctement neutraliser
I'induction par I'lL-22 de médiateurs hépatiques pro-inflammatoires. La Figure 25 montre
gu’au cours d’hépatites, un controle insuffisant des actions de I'lL-22 par I'lL-22BP peut étre a

I'origine de processus d’inflammation et de nécrose.
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Figure 25 : Au cours d’inflammation hépatique, I'lL-22BP exerce un role hépato-protecteur
en limitant les actions pro-inflammatoires induites par I'lL-22. D’apreés (Kleinschmidt et al.,
2017).
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» Psoriasis

A I’homéostasie, I'lL-22 n’est pas exprimée au niveau de la peau contrairement a I'lL-22BP.
Cette cytokine peut étre largement induite en cas d’inflammation chronique puisque de forts
niveaux d’IL-22 sont retrouvés dans les Iésions cutanées ainsi que dans la circulation sanguine
des patients atteints de psoriasis (Martin et al., 2017a; Wolk et al., 2006). L’IL-22, en signalant
sur les cellules épithéliales de la peau, induit la prolifération et I'inhibition de la différenciation
des kératinocytes provoquant des phénomenes d’acanthose et hyperkératose, lésions
cutanées observées au cours du psoriasis (Sabat et al., 2014). Plusieurs travaux, dont ceux de
notre équipe, ont démontré une diminution de I'expression d’IL-22BP dans les zones non
lésées psoriatiques en comparaison a de la peau saine (Lindahl et al., 2017; Martin et al.,
2017a; Voglis et al., 2018a). De plus, I'analyse de biopsies appariées de patient souffrant de
psoriasis met en évidence au niveau des zones lésionnelles une trés forte induction d’IL-22
alors que celle de I'lL-22BP est trés légerement induite en regard des zones de peau non lésées
(Martin et al., 2017b). Enfin, des dosages protéiques d’IL-22 et d’IL-22BP dans le sérum de
patients atteints de psoriasis, ont démontré que le ratio IL-22/1L-22BP corréle positivement
avec le score clinique d’activité de la maladie (Martin et al., 2017b). L’ensemble des résultats
sont en faveur d’une dysrégulation de I'IL-22BP chez les patients atteints de psoriasis. Au
niveau des zones lésionnelles psoriatiques, le ratio IL-22/IL-22BP est en faveur d’une forte
guantité d’IL-22 libre disponible pouvant agir trés largement au niveau des kératinocytes.

C’est pourquoi le role joué par I'lL-22BP dans le contrdle des actions cutanées de I'lL-22 a été
étudié par plusieurs groupes dans des modeles expérimentaux de psoriasis induit par
application cutanée d’Imiquimod. En activant la voie découlant du TLR7, I'lmiquimod induit
une inflammation cutanée médiée par les cytokines de I'axe I1L-23/IL-22/I1L-17 (van der Fits et
al., 2009). Dans ce modele, plusieurs équipes ont mis en évidence une diminution de
I’expression de I'//22ra2 au niveau de la peau et des organes lymphoides des souris traitées
(Fukaya et al., 2018; Voglis et al., 2018a). Aprés cing jours de traitement, notre équipe a
montré un érytheme ainsi qu’un épaississement significativement plus important de la peau
des oreilles (cliniqguement et histologiquement) chez les rats déficients pour le géne de I'IL-
22BP (Martin et al.,, 2017b). Le blocage transitoire de I'IL-22BP a induit les méme lésions
cutanées (érytheme/épaississement de la peau des oreilles) chez des souris. D’autres groupes
ont confirmé cet effet délétere de I'absence d’IL-22BP chez |a souris au cours du méme modele

expérimental de psoriasis (Fukaya et al., 2018; Lindahl et al., 2017). De plus, 'administration
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d’IL-22BP recombinante au cours de ce modele provoque une diminution des lésions cliniques
et histologiques de psoriasis chez les souris traitées en comparaison aux souris controles
(Fukaya et al., 2018). Ils démontrent chez les souris //22ra2°/- une infiltration significativement
plus importante dans les lésions cutanées par les granulocytes (Lindahl et al., 2017) etles Ly T
gamma delta (Fukaya et al., 2018). La culture in vitro de kératinocytes en présence d’IL-22 ou
d’IL-22BP recombinante démontre que I'IL-22BP inhibe la prolifération de kératinocytes
induite par I'lL-22 (Fukaya et al., 2018). Ces auteurs ont par ailleurs proposé une production
d’IL-22BP par les kératinocytes (Fukaya et al., 2018). Chez le rongeur, en I'absence d’IL-22BP,
il est observé une augmentation significative d’actions induites par I'lL-22 comme [|’expression
de chimiokines impliquées dans le recrutement de PNN comme Cxcl/1 et Cxcl2 (Fukaya et al.,
2018 ; Lindahl et al., 2017) mais aussi de cytokines pro-inflammatoires comme I/1b, 1l117, Tnfa,
Infg, 1122, 1124 (Fukaya et al., 2018 ; Lindahl et al., 2017 ; Martin et al., 2017) ou encore de
PAMs : Reg3g, Lcn2, Defb4a,S100A7 (Fukaya et al., 2018; Martin et al.,, 2017b).
L’administration in vivo d’IL-22BP recombinante inhibe significativement |’expression de ces
génes, démontrant un pouvoir bloguant de I'lL-22BP sur les actions induites par I'lL-22 (Fukaya
et al.,, 2018).

Chez les patients souffrant de psoriasis, les genes codant pour la chimiokine CXCL1, les
interleukines /L20, IL24 et le PAM DEFB4A corrélent positivement avec le ratio /L22/IL22BP
(Martin et al., 2017b). Ainsi, I'lL-22BP apparait comme un médiateur jouant un réle protecteur
dans le controle des actions délétéres de I'lL-22 au niveau des cellules épithéliales de la peau
et une diminution de cet inhibiteur soluble joue un réle dans la physiopathologie du psoriasis

(Figure 26).
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Figure 26 : Représentation schématique de I’axe IL-22/IL-22BP au cours du psoriasis. L’IL-
22BP joue un role protecteur sur les kératinocytes en régulant les actions de prolifération et
d’inhibition d’apoptose induites par I'lL-22. Ainsi, en I'absence d’IL-22BP, la signalisation
découlant de I'lL-22 n’est plus contrélée, provoquant la prolifération de kératinocytes non
différenciés et I'apparition de phénomenes d’acanthose et hyperkératose. D’aprés (Wang et
al., 2020a).

> Polyarthrite rhumatoide

De forts niveaux d’IL22 ont été observés dans le liquide synovial de patients atteints de PR. De
plus, des niveaux plasmatiques élevés d’IL-22 sont positivement corrélés avec le facteur
rhumatoide, la sévérité de la maladie ainsi que I'évolution vers une forme érosive (Sabat et
al., 2014). Pourtant, il n’a pas été clairement mis en évidence de role pathogénique associé a
I'lL-22 au cours de différents modeles murins de PR.

Au cours d’un modele murin de polyarthrite rhumatoide chez des rats, une équipe a mis en
évidence une forte induction de I'expression d’IL-22 corrélée positivement au score clinique
chez le rongeur (Wang et al., 2017a). De plus, ils montrent qu’au cours de ce modéle une
augmentation de I'expression d’IL-22R et d’IL-22BP au niveau de la rate de ces animaux et que

le ratio IL-22R1/IL-22BP est en faveur d’un excés de la signalisation IL-22.

» Cancers
De part des actions prolifératives, nous avons vu précédemment que I'lL-22 pouvait jouer un
role dans les processus de transformation tumorale. En effet, en se fixant sur son récepteur
I'IL-22 induit la phosphorylation de STAT3, un facteur de transcription endossant le réle d’'un

proto-oncogene en induisant I'expression de genes impliqués dans la progression du cycle
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cellulaire (NANOG, SOX2) mais aussi dans l'inhibition de I'apoptose (Bcl-xL, Bcl-2 et Mcl-1)
(Koltsova and Grivennikov, 2014; Kryczek et al., 2014a). Nous avons aussi vu le roéle important
de I'lL-22 sur les CEl en induisant a la fois le renforcement des barrieres muqueuses mais aussi
la cicatrisation des épithéliums Iésés. Cependant, la littérature lui confére un réle délétere
dans le développement des CRC. En effet un SNP dans le gene /L22 est largement décrit
comme étant associé a une augmentation de 50% de I'incidence des CRC chez les porteurs
hétérozygotes (Thompson et al., 2010). Ainsi, nous allons détailler le r6le endossé par I'lL-22BP
dans le controle des actions induites par I'lL-22 dans les processus tumoraux.

En 2012, les travaux de I'équipe de Flavell ont démontré que I'lL-22BP permettait de limiter
une action prolongée de I'IL-22 sur I'épithélium intestinal suite a un épisode inflammatoire,
limitant ainsi le risque de développement tumoral (Huber et al., 2012a). Au cours d’un modeéle
de CRC dépendant de I'inflammation (AOM/DSS), les auteurs ont remarqué chez les souris
1122ra2”- présentaient un développement tumoral plus important (tumeurs plus nombreuses
et plus grosses/score de prolifération plus important) en comparaison aux souris sauvages,
suggérant que les actions non controlées de I'lL-22 ont pu induire une transformation
tumorale. Pourtant, les souris déficientes en IL-22 (//22°/") présentent elles aussi des
manifestations tumorales plus importantes par rapport aux souris sauvages. Ainsi, ils
démontrent via un blocage précoce de I'lL-22 que cette derniere joue un réle antitumoral au
cours des phases d’initiation de la transformation tumorale grdce a son action anti-
inflammatoire tandis que le blocage tardif de I'lL-22 permet ensuite de réduire la croissance
tumorale (Huber et al., 2012b). Dans un modele murin spontané de CRC non médié par
I'inflammation (Apc™P), le réle protecteur de I'lL-22BP dans le contrdle des actions exacerbées
pro-tumorales de I'lL-22 est conforté. En effet les souris 1122ra2//- ApcM" développent, au
niveau du colon, un nombre significativement plus important de tumeurs en comparaison aux
souris sauvages ou encore 11227/ ApcM™. Ainsi, I'lL-22BP joue un rdle fondamental pour
neutraliser les effets pro-cancérigenes dus a une action prolongée de I'lL-22 produite en
réponse a un dommage intestinal pour protéger/renforcer les muqueuses (Figure 27)(Figure
24). Dans un récent rapport, ce méme groupe confirme ces résultats, puisqu’ils démontrent
via le blocage du récepteur de la lymphotoxine (baisse de I'IlL-22BP) une augmentation
significative du nombre de tumeurs uniquement chez les souris ayant recu l'anticorps
bloguant (Kempski et al., 2020). Ces données n’ont a ce jour jamais été confirmées par un

autre groupe.
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Figure 27 : Régulation et role de I'lL-22BP dans le contréle des actions induites par I'lL-22 sur
la muqueuse intestinale au cours de processus tumoraux.

A I'homéostasie chez la souris, I'activation de la cascade de lI'inflammasome en cas de
dommages tissulaires ou par des ligands bactériens, provoque |'activation de I'IL-18 diminuant
I’expression d’IL-22BP par les DCs, permettant ainsi I'augmentation des actions protectrices
de I'lL-22 sur les CEl. Puis dans un second temps, |'expression d’IL-22BP est restaurée
permettant ainsi une fine régulation de I'lL-22. Ainsi, I'absence d’IL-22BP s’associe a des
actions non contrélées d’IL-22, tandis que I'absence d’IL-22 ne permet pas a cette derniere
d’exercer des effets protecteurs pour réparer la muqueuse intestinale en cas d’inflammation.
Dans les deux cas, cela s’associe a une augmentation significative du développement tumoral.
D'aprés (Huber et al., 2012).
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Chez 'homme, une récente publication a évalué pour la premiére fois I'expression d’/IL22RA2
des patients ayant développé un CRC (Kempski et al., 2020). Ainsi, son expression est
significativement diminuée au niveau des lésions tumorales en comparaison aux zones saines
et est corrélée a celle de la lymphotoxine. De plus, ils proposent que des faibles niveaux d’IL-
22BP pourraient constituer un facteur de risque pronostic dans les CRC. En effet, ils
démontrent dans 2 cohortes indépendantes que de faibles niveaux d’IL-22BP sont associés a
un mauvais pronostic tandis que de forts niveaux semblent étre corrélés a une meilleure
survie. Un groupe a démontré, en paralléle d’une augmentation de I'lL-22, un induction de
I’expression d’IL-22BP au niveau des lésions tumorales de patients atteints de carcinome
hépatocellulaire (Jiang et al., 2013). Une autre équipe a décrit qu’un polymorphisme dans
I'intron 4 du géne IL22RA2 était associé a un meilleur pronostic ainsi qu’a une diminution du
risque de rechute post-chimiothérapie au cours des leucémies lymphoides chroniques (LLC)

(Wade et al., 2011).

iii. Conclusion

En conclusion, I'lL-22BP apparait comme un médiateur essentiel pour finement moduler les
actions de I'lL-22 qui, en fonction du contexte et du tissu, peuvent s’avérer étre bénéfiques
ou déléteres. Au cours de désordres inflammatoires chroniques, le réle pivot de I'lL-22BP dans
le controle des actions de I'lL-22 a été étudié et démontré (Figure 24). Ainsi, une dysrégulation
de I'axe 1L-22/1L-22R/IL-22BP peut étre impliquée dans les mécanismes physiopathologiques
de certaines maladies inflammatoires chroniques.

Au cours de la MC, I'activation non controlée du systeme immunitaire en réponse a l'invasion
dans la LP par des bactéries de la flore commensaleou pathogenes, conduit a une stimulation
permanente de I'épithélium intestinal provoquant a terme une inflammation chronique et des
dommages tissulaires. Ainsi, I'objectif principal des stratégies thérapeutiques utilisées au
cours de la MC vise a réparer et renforcer les propriétés de barrieres de la muqueuse
intestinale. C'est pourquoi la mise en place des anti-TNF a permis de révolutionner la prise en
charge thérapeutique des patients atteints de MC. Cependant, la multiplication d’échecs
thérapeutiques chez certains patients et les nombreux effets indésirables soulignent

I'importance de développer de nouvelles cibles thérapeutiques. Les données de la littérature
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issus de modeles murins ont clairement démontré que les cytokines IL-22 et IL-17 exercent
des actions protectrices sur les CEl.

Notre équipe s’est intéressée depuis plusieurs années au rble joué par I'lL-22BP sur la
modulation des actions protectrices induites par I'lL-22 au cours d’inflammation chronique
intestinale. Nos précédents travaux ont permis d’identifier les DCs et les éosinophiles comme
les sources principales de production d’IL-22BP dans I'intestin humain (Martin et al., 2016a).
Au cours des MICI, nous avons démontré une augmentation de |’expression d’IL-22BP en lien
avec la forte infiltration de PNE dans la LP. Enfin, nous avons démontré au cours d’un modele
expérimental de colite induit au DSS que I'absence d’IL-22BP chez les rats s’associait a une
meilleure tolérance clinique de la colite (perte de poids, longueur du colon) et a un
renforcement des actions induites par I'IL-22 (Martin et al., 2016b).

C’est pourquoi, l'objectif principal de ce projet de doctorat a été d’étudier l'intérét d’'un

renforcement des actions induites par I'lL-22 et IL-17 pour réduire les dommages épithéliaux
observés au cours des poussées de MC. Au cours de ce travail, nous avons finement caractérisé
la réponse moléculaire induite par les actions combinées de I'lL-22 et I'lL-17 sur des
mugqueuses intestinales de patients atteints de MC et évalué I'impact de I'lL-22BP sur cette
signature moléculaire.

Ces dernieres années, de nombreux travaux dont les n6tres ont permis de mieux comprendre
les sources cellulaires ainsi que la régulation de I'lL-22BP. Les DCs et les éosinophiles résidents
intestinaux représentent une source majeure de production d’IL-22BP chez I'homme.
Cependant, la suggestion récente d’une troisieme source de production endossée par les LyT
CDA4*souligne I'importance de clarifier les sources cellulaires d’IL-22BP chez I’'homme. En effet,
au cours des MICI ou I'expression d’IL-22BP a été démontrée comme augmentée, il apparait
fondamental d’identifier les cellules productrices de cet inhibiteur soluble. Dans une
mugqueuse inflammatoire de patients atteints de MICI, nous pouvons supposer que les niveaux
d’IL-22BP ne seront pas les mémes en fonction d’'une production d’IL-22BP par les LyT ou les
DCs. Par ailleurs, I’hypothése que les anti-TNF pourraient agir en diminuant I'expression d’IL-
22BP par les LyT CD4* est importante a vérifier et ne pourra étre valable qu’en s’assurant d’'une
production d’IL-22BP par ces cellules. Il a en effet été mis en évidence une corrélation positive
entre les niveaux d’expression des genes [L22RA2 et TNFa, suggérant qu’une mauvaise

réponse aux anti-TNF pourrait étre mis en évidence par de forts dosages d’IL-22BP. Au vu de
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ces informations, il est donc apparu important dans un second objectif, au cours de ce projet

de these, de clarifier chez I’'homme les sources cellulaires d’IL-22BP au cours de la MC.
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Hypothese et objectifs principaux

L’hypothése principale soutenue au cours de ce projet serait que les forts niveaux d’IL-22BP

observés au niveau des muqueuses inflammatoires de patients atteints de MC pourraient
bloguer les actions protectrices de I'lL-22 sur les épithéliums.

Ainsi, les objectifs spécifiques au cours de ce travail de thése ont été doubles.

1- Clarifier les sources cellulaires humaines intestinales d’IL-22BP au cours de la MC.

Pour mener a bien cet objectif, a partir de segments intestinaux et de ganglions mésentériques
issus de résection iléo-coliques de patients atteints de MC, différentes populations
immunitaires (DCs, lymphocytes T CD4* et CD8* [naives et mémoires], éosinophiles et
lymphocytes B) ont été isolées, puis I'expression d’IL-22BP a été évaluée en RT-qPCR. Afin
d’évaluer I'expression protéique d’IL-22BP, des dosages en ELISA ont été réalisés dans des
surnageants de culture de cellules fraichement triées de patients atteints de MC. Enfin, nous
avons étudié les effets d’une absence de production d’IL-22BP par les LyT au cours d’'un
modéle de wasting disease induit chez le rat par I'injection de LyT effecteurs CD4* CD45RChish
chez un animal receveur immunodéficient (//2rg’/’). De plus, en évaluant les niveaux d’IL-22BP
dans les surnageants de culture de biopsies saines et MICI, nous avons identifié chez I'homme
des signaux régulant sa sécrétion intestinale. L’ensemble des résultats sont présentés dans

I’Article 1.

2-Démontrer qu’un renforcement des actions combinées de I'lL-22 et IL-17, pourrait

représenter une stratégie thérapeutique innovante au cours de la MC.

Pour répondre, a cet objectif, nous avons analysé les modifications transcriptomiques induites
dans des biopsies intestinales saines ayant été stimulées avec de I'lL-22 et/ou IL-17. Ainsi, nous
avons caractérisé des genes impliqués dans un programme moléculaire largement induit par
I'lL-22 et I'IL-17. Nous avons par la suite évalué I'expression de ce programme dans une
cohorte de patients MICI, pour laquelle nous disposions de biopsies appariées (muqueuses
saines versus inflammatoires). Par la suite, le méme modele de stimulation ex-vivo de biopsies
intestinales de patients MC a été réalisé afin d’évaluer la possibilité de moduler les expressions
des genes compris dans le programme moléculaire en ajoutant artificiellement des cytokines.
Enfin, nous avons étudié I'impact de I'lL-22BP sur la signature moléculaire induite par I'lL-22
et IL-17 dans des muqueuses intestinales. L’'ensemble de ces résultats ne sont pas encore

publiés et sont présentés dans la seconde partie des résultats.
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Résultats

Partie I : Clarification chez ’homme au cours de la maladie
de Crohn des sources cellulaires d’IL-22BP

Résumé :

Les actions de I'lL-22, une cytokine exercant un ro6le protecteur sur les CEl en cas
d’inflammation, sont inhibées par I'lL-22BP. Dans 'intestin humain, les éosinophiles et les DCs
ont été identifiés comme les sources de production majeures d’IL-22BP. Cependant, il a été
récemment proposé que les LyT pourraient représenter une source additionnelle de
production d'IL-22BP. Ainsi, I'objectif principal de ce travail a été de clarifier ces sources
cellulaires chez I’homme au cours de la MC.

En évaluant I'expression d’/L22RA2 dans différentes fractions cellulaires isolées de LP et de
ganglions mésentériques (GM), nous avons confirmé son expression par les PNE et les
DCs/macrophages. En comparaison a celle des DCs, I'expression dans les fractions T est
beaucoup plus faible voir absente. De plus, 'activation des LyT n’a pas induit une expression
d’IL22RA2. Nous avons aussi voulu évaluer la production protéique d’IL-22BP dans les
mugqueuses intestinales de patients atteints de MC, en dosant I'lL-22BP dans des surnageants
de culture de DCs, LyT et éosinophiles fraichement triés de la LP et de GM. Nous avons identifié
pour la premiére fois une sécrétion d’IL-22BP par les éosinophiles, en lien avec I'expression en
ARNmM mais pas pour les LyT. Enfin au cours d’un modele de wasting disease induit chez des
rats /l12rg’/;, nous n’avons pas observé de différence sur les phénotypes de colite entre
I'injection de LyT CD4* CD45RCe" [122ra2 /- et 1122ra2*/*.

Nous avons évalué les niveaux de sécrétion d’IL-22BP en mettant en culture pendant 6 heures
des biopsies intestinales de tissus normaux et MICI. Nous avons démontré une hétérogénéité
des niveaux intestinaux d’IL-22BP au sein des muqueuses saines et MC. Nous avons cherché a
comprendre cette variabilité et ainsi identifié que la production iléale était plus importante.
De plus de fagon intéressante, nous avons observé, que les forts niveaux d’IL-22BP des
mugqueuses coliqgues MC correspondaient uniguement a des patients fumeurs.

En conclusion, les résultats obtenus n’ont apporté aucun argument en faveur d’une
production majoritaire par les LyT mais ont plutot renforcé l'idée que ceux sont les

éosinophiles résidants de la LP qui sont la source principale d’IL-22BP.
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Abstract

Background & aims: IL-22 binding protein (IL-22BP) is a soluble and specific inhibitor of
IL-22, a cytokine with known protective actions on intestinal epithelial cells during
inflammation. Although eosinophils and mononuclear phagocytes (MNP) were shown to be the
sources of IL-22BP in the lamina propria (LP), it has recently been proposed that CD4" T cells
represent an additional and source of IL-22BP in the gut during Crohn's disease (CD) and in a
model of colitis induced by T cell transfer in mice. The main objective of this work was to
confirm these findings.

Methods: We investigated IL-22BP cellular sources in CD subjects gut using qPCR on FACS-
sorted LP and mesenteric lymph nodes (MLN) cell subsets and ELISA on supernatants of sorted
cells or from ex-vivo culture of intestinal biopsies. To determine the potential role of IL-22BP
produced by T cells in vivo, we used a rat model of colitis and wasting disease induced by
adoptive transfer of CD4" CDR45RC"¢" T cells in //2rg”" immunodeficient rats.

Results: MNP (HLA DR" CD11c¢" cells) and eosinophils isolated from LP CD tissues expressed
IL22RA2, while the expression measured in the CD4" and CD8" T cells fractions was
undetectable or 100-1000 times lower than in MNP. Correlating with RT-qPCR data, we
determined a significant level of IL-22BP protein only in supernatant of FACS-sorted
eosinophils from LP CD tissues but not in T cells supernatants. In MLN, /L22RA2 expression
in T cells was 1000-fold lower than in DCs without differences between naive and
effector/memory phenotypes. IL22RA2 expression was undetectable after ex vivo activation of
both CD4" and CD8" T cells from LP or MLNs and accordingly IL-22BP was not detected in
their supernatant. The transfer of CD4" CD45RC"&" T cells from either /122ra2”/ or 1122ra2*/*
rats induced colitis and wasting disease with similar kinetics and severity in //2rg”" rats. We

also identified higher production of IL-22BP from ileum as compared to colon biopsies which
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correlated with the level of eotaxin-2. Finally, and unexpectedly, high ex vivo production of IL-
22BP in mucosa biopsies from CD patients was only observed in smokers.

Conclusion: We confirmed that eosinophils and MNPs are the sources of IL-22BP in the gut
during CD but found no evidence for IL-22BP expression by T cells. This work also provides

new insights on factors regulating intestinal IL-22BP levels.
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Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD) is a group a chronic inflammatory conditions of the
gastrointestinal tract, the main clinical entities of which are Crohn’s disease (CD) and ulcerative
colitis (UC)!. IBD progressively leads to bowel damage and disability that significantly alter
the quality of life?. IBD prevalence has increased steadily worldwide®. IBD is thought to result
from complex interactions between environmental®, genetic’, microbial® and immune factors
responsible’ for sustained inflammatory responses damaging the gut epithelium and leading to
disease-associated intestinal remodeling®. Interleukin-(IL) 22, a member of the IL-10 family of
cytokines, is strongly induced during IBD flares’, as a result of increased production by
populations of lymphocytes including CD4" T cells and group 3 innate lymphoid cells (ILC3)*-
1 TL-22 receptor (IL-22R) expression is mostly limited to epithelial cells'?> and protective
actions of IL-22 on the gut epithelium have been largely suggested in different rodent models
of gut inflammation'*>~!7. IL-22 contributes to increase epithelial barrier properties by inducing

15,18

the secretion of antimicrobial peptides and mucins'®. IL-22 also promotes intestinal

epithelial cell (IEC) survival and proliferation to support epithelial regeneration and healing'*2°.
When unregulated, however, IL-22 actions on IEC can also promote tumor cell proliferation®!~
24 IL-22 binding protein (IL-22BP) is a soluble inhibitor specifically preventing IL-22R
engagement by IL-22%. IL-22BP thus acts as a negative regulator to control the level of IL-22-
induced epithelial response in vivo**=?. We?! and others®? previously showed that IL-22BP
expression is increased during IBD. We also reported increased IL-22-dependent protection
against DSS-induced colitis in IL-22BP-deficent rats®!, though this effect was not seen in
mice®®, which suggested possible interspecies differences with regard to IL-22BP-dependent
regulation of IL-22. Murine IL-22BP, however, was shown to protect against T cell-dependent
colitis and to prevent lasting pro-proliferative actions of IL-22 that can support tumorigenesis=°.

1122ra2 expression is detected in subsets of dendritic cells (DCs)*%2-35 and macrophages®>=®
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in the gut lamina propria (LP) and gut-associated lymphoid structures in rodents. We confirmed
the high expression of IL22RA2 in human gut MNP and identified eosinophils as another source
of IL-22BP in the LP of healthy and IBD tissues®!, as later confirmed by Pelczar et al*?.
Interestingly, the latter further revealed unsuspected expression of IL-22BP by CD4" T cells in

3239 and suggested T cells also contributed to increased IL-22BP

human and mouse gut tissues
levels observed in the inflamed IBD intestine. Adoptive transfer of T cells from //22ra2”" mice
in Ragl’/ immunodeficient mice led to more severe colitis as compared to IL-22BP-sufficient

T cells®?, hence suggesting possible pathogenic functions of T-cell derived IL-22BP in IBD.

IL-22BP expression by murine T cells, however, was not confirmed by several other

34,36,40,41 )42

groups or by the analysis of the InmGen database (immgen.org)**, indicating that more
clarification is still required with regard to IL-22BP cell sources in the gut. This is of particular
importance in IBD given the major pathophysiological implications linked to the increased
production of IL-22BP observed in inflamed tissues.

In this study, we sought to thoroughly revisit the cellular sources of IL-22BP in the LP of CD
patients and for the first time in CD samples of mesenteric lymph nodes (MLNs). While we

verified the expression of IL-22BP in eosinophils and mononuclear phagocytes (MNP), we

could not obtain evidence for /L22RA2 expression in CD T cells.
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Materials and Methods:

Human samples

For identification IL-22BP sources, specimens were obtained from surgical pieces from CD
patients undergoing resection due to relapse (Table 1 and Table 2). For ex vivo culture, colonic
and ileum biopsies of mucosal areas were also obtained from 43 active CD and 6 active UC
patients undergoing endoscopy (Table 3). For RT-qPCR analysis, colonic and ileum biopsies
of mucosal areas were also obtained from 24 active CD and 10 active UC patients undergoing
endoscopy (Table 4). Control biopsies (n=16) from patients undergoing resection for CRC were
also included. Normal colonic tissue samples were taken 10 cm downstream to the tumor. The
tissue fragments were processed according to the French guidelines for research on human
tissues. Informed patient consent was obtained according to the French bioethics law. Ethical

approval was obtained from the local ethics committee (DC-2008-402).

Animals

1122ra2"/ rats were generated on the Sprague-Dawley background using zinc-finger nucleases
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) at our local Rats Transgenesis and were previously described>!.
All animal experiments were performed in accordance with the European Union Guidelines.
All animal studies were conducted according to the guidelines of the French Agriculture
Ministry. These studies were approved by the Veterinary Departmental Services committee (#

E.44011).

Wasting disease
I12rg/ SPD rats (n=6) aged of 6 weeks previously described** were injected via the tail vein
with 3.10° sorted TCRap" CD4" CD45RC"e" T cells from 1122ra27/ rats or controls /I122ra2*/*

littermates. CD45RC"&" T cells were sorted by flow cytometry from magnetically enriched
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CD4" single-cell spleen suspensions (ThermoFisher Scientific, ref 11033). A control with a
PBS injection was also performed. Wasting disease development and colitis was monitored by
changes in weight. Rats were sacrificed when most of the animals undergo 15-20% of initial

weight loss.

Purification of human cells

Immune cells were isolated from fresh human intestine and MLN. First, in human intestine
samples the mucosa was isolated. To remove epithelial cells, the tissue was cut in small pieces
and further incubated for 15 min at 37°C under slow rotation (100 rpm) twice time with
dissociation solution (HBSS without Ca’" Mg** - HEPES 10mM — EDTA 5mM). The
remaining tissue was washed in PBS, further minced with a scalpel and incubated for 40 min at
37°C in HBSS (with Ca*" and Mg?") with Collagenase IV (0,5 mg/mL-Sigma ref C5138) and
DNase I (0,1 mg/mL-Sigma) under 100 rpm rotation and vortexing every 20 min. Cells
suspension was then filtered through 70um pore size cell strainers (BD Biosciences) and
processed for cell sorting. After removal adipose tissue, human MLN were cut in small pieces
and incubated for 30 min at 37°C on a shaking incubator in Collagenase D solution (2mg/mL-
Sigma-ref ref 1108882001) containing 0,1 mg/mL DNase I. Then, cell suspension was then

filtered through 70um pore size cell strainers (BD Biosciences) and processed for cell sorting.

Cells sorting from human LP and MLN

Human intestine LP and MLN cells were stained with antibodies specific for CD45 (clone
2D1/APCCy7), CD3 (clone UCHT1/FITC), CD4 (clone SK3/PECy7), CD19 (clone HIB19
/PE), CDI1l1c (clone B-LY6/APC), HLA-DR (clone G46-6/V500) (BD Biosciences) and
SIGLEC-8 (clone 7C9/PE) (BioLegend, San Diego, CA). The addition of the CD14 mAb (clone

MSE2/PECy7) then allowed a precise separation between the DCs and macrophages. Cells
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isolated from MLN were also stained with the following CD45RA (clone HI100/APC) and
CD62L (clone Dreg56/PE) mAbs to isolate naive and non-naive (memory/effector) T cells.
Dead cells were excluded by gating on 4°, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-negative cells.

Cell sorting was performed on a BD FACS Aria Cell sorter (BD Biosciences).

Real-time quantitative PCR

After sorting, cells were suspended in TRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific) and frozen at
80°C. Total RNA was prepared using an RNeasy mini kit (Qiagen,Valencia, CA) according to
manufacturer’s instructions. Reverse transcription was performed using Murine Moloney
Leukemia Virus Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) following manufacturer’s
instructions. Gene expressions were assessed with the TagMan Fast Advanced Master Mix
reagent (Applied Biosystems, Foster City, Calif). Primers and probes were purchased from
Applied Biosystems (see Table 5 for complete list). Real-time PCR was performed using the
StepOne Plus System (Applied Biosystems). Then, relative expression was normalized to
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase and calculated using 2-°P¢', Results were

expressed in arbitrary unit (a.u.).

Monocyte-derived dendritic cells

Dendritic cells were generated from monocytes isolated from healthy volunteers. Monocytes
were isolated either by elutriation of PBMCs (Clinical Development and Transfer Platform,
Nantes, France) or by magnetic labelling (untouched cells, Human monocyte Isolation kit II).
To obtain monocytes-derived dendritic cells (moDC), 2.5x10° monocytes were incubated in a
6-well plate in 5 mL of complete medium (RPMI 1640 medium containing 10% Fetal Calf
serum (FCS), 1% L-glutamin, 1% antibiotics, ImM Sodium Pyruvate, ImM HEPES, 1% non-

essential amino acids) supplemented with recombinant human IL-4 (200U/mL) and
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recombinant human GM-CSF (100U/mL) for 6 days at 37°C with 5% CO,. When indicated,
cells were treated with retinoic acid (RA) (100nM, Sigma Aldrich), LPS (1 pg/mL, Sigma
Aldrich) and TNFa (50 ng/mL, Miltenyi). After 6 days, moDC and supernatants were collected

and frozen at —80°C until use.

Ex- vivo culture of gut biopsies

Biopsies from healthy and CD patients were cultured ex vivo during 6 hours at 37°C — 5% Co2
under slow rotations. Biopsy were placed (1 biopsy per well) in 4-well Petri dishes in 500uL
serum-free medium (Media 1640, Gibco) supplemented with BSA (0.01%), 200pug/mL
Penicillin/Streptomycin (Gibco ref 15140-122) and 0.25ug/mL Fungizone (Gibco ref 15290-

026). After 6 hours, supernatants were collected and frozen -80°C until use.

ELISA assay for 22BP

Measurement of IL-22BP in the supernatant of stimulated biopsy was performed with the
Human IL-22BP ELISA DuoSet kit (R&D System, DY-1087-05) according to manufacturer’s
instruction. Briefly, a 96-well microplate was coated with a rabbit monoclonal anti-IL-22BP
[4pg/mL] and incubated at room temperature (RT) overnight. The next day, after blocking 100-
uL standard dilutions and pure samples were added to each well and incubated 2 hours at RT.
Then, 100uL/well of goat anti-IL-22BP [70ng/mL] were added and 2 hours incubation at RT
was performed. Finally, ELISA was revealed, and plates were read at 450 nm with TECAN
Spark instrument. According to the supplier's instructions (R&D Systems), the detection limit

was 94 pg/mL.

Multiplex assay
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Cytokines (IFNy, IL-10, IL-17A, IL-22, IL-6, IL-8, IL-1pB, IL-18, IL-23 and TNFa) and
chemokines (MIP-1p, CXCL10, CXCL1, CXCL2, CCL2, OSM, CXCL11, CXCLS5, CXL6 and
MIG) were measured in 6 hours culture supernatants of biopsies from CD mucosa (n=29 colons)
with a multiplex assay from Biotechne (Rennes, France) according to the supplier's instructions.

Analysis was carried out using a Luminex MAGPIX® instrument.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism Software (GraphPad Software, San
Diego, CA). Means comparisons of unpaired samples were performed using the Mann—Whitney
U-test or the Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-test. The Wilcoxon signed-rank test was

used for paired samples. P-values <0.05 were considered statistically significant.
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Results

High level of IL-22BP expression is limited to MNP and eosinophils in human

We previously showed that human MNP (DCs and macrophages) and eosinophils purified from
uninflamed colons of controls expressed significant levels of /L22RA2 mRNA, whereas almost
no expression was detected in epithelial cells, lymphocytes and neutrophils®'. To revisit the
cellular distribution of IL-22BP mRNA expression in CD patients, we FACS-sorted
populations of HLA-DR" CD11¢" MNP, eosinophils, CD4" and CD8" T cells and B cells from
uninflamed and inflamed LP tissues (n= 5 CD patients with only 2 of them having matched
areas, Table 1) (Supp Figure 1) and analyzed them by RT-qPCR for IL22RA2 expression
(Figure 1A). HLA-DR" CD11c¢" MNP presented the highest levels of IL22RA2 levels followed
by eosinophils, in which average expression was about 3-fold lower, though with more
variability, as 2 out of the 5 samples analyzed had low-to-no IL-22BP mRNA detected.
Compared to MNP and eosinophils, IL-22BP expression in CD4" T cells was 100-1000-fold
lower and two samples had undetectable levels (Figure 1A). In addition, IL-22BP expression
in CD4" T cells was similar to that detected in CD8" T cells and B cells (Figure 1A).

Pelczar et al. reported 7/122ra2 expression in mouse MLN CD4" T cells was especially high in
memory cells*’. We FACS-sorted naive and non-naive populations CD4" and CD8" T cells,
MNP and B cells isolated from MLN collected on CD surgical resections (n=5). In order to
dissect standard naive vs effector/memory T cells populations in lymph node, we stained for
CD45RA and CD62L. The common presence of both CR45RA and CD62L is routinely and
used here to identify naive T cells** (Supp Figure 2). The absence of both markers is
characteristic of effector memory T cells while the singular expression of CDR45RA and
CD62L is associated to Temra cells and central memory T cells, respectively*®. Cells not
positively stained for CD45RA and CD62L were sorted together and will later be called non-

naive T cells. As shown in Figure 1A, significant expression of /L22RA2 was consistently
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detected in MNP whereas low levels were observed in lymphocytes, which did not differ
between naive and non-naive subsets of CD4" and CD8" T cells. Again, similar expression
existed between T and B lymphocytes (Figure 1A). To assess whether IL-22BP expression
could be induced in T cells upon TCR-mediated activation, we FACS-sorted T cells from CD
intestine and MLN and stimulated them with PMA plus Ionomycine (PMA-+Iono) for 20 hours.
T cell activation was verified by the induction of /L2RA (encoding for CD25) expression
(Figure 1B). However, upon stimulation, neither CD4" and CD8" T cells upregulated /L22RA2
expression in intestine, nor naive and non-naive fractions T cells in MLN (Figure 1C).

It is possible that IL22RA2 mRNA expression is transitorily induced upon TCR-dependent
stimulation and was not captured in our single time point analysis. We thus quantified the levels
of secreted IL-22BP protein in cell supernatants by ELISA using monocyte-derived DCs
(moDC), which express IL22RA2%*% as a positive control. MoDC were differentiated with or
without retinoic acid (RA) (moDC-RA), which we** and others***¢ identified as a major inducer
of IL-22BP expression in moDC and we reaffirmed in Figure 2A. As previously
demonstrated®>**, LPS or TNF-induced maturation of moDCs significantly decreased IL22RA2
mRNA expression, independently of RA preconditioning (Figure 2A). Secreted [L-22BP was
only detected in supernatants of moDC-RA and higher levels were observed in unstimulated
vs. LPS-stimulated cells, as confirmed by the significant correlation existing between IL-22BP
levels quantified by RT-PCR and ELISA (Figure 2B&C).

We then specifically isolated and cultured during 20 hours HLA DR", CD11c", CD14" cells,
corresponding to DCs, eosinophils and T cells from three CD (Table 2) LP tissues (supp Figure
3). When applying this ELISA assay to the quantification of IL-22BP in culture supernatants,
only one eosinophil supernatant returned detectable levels (Table 6), suggesting sensitivity of
the ELISA assay may not be sufficient to detect DC-derived IL-22BP, especially because of ex

vivo associated maturation induced by tissue processing, cell sorting and cell culture, a
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phenomenon well-described for tissue DC***7. Concordant with RT-qPCR data in Figure 1C,
IL-22BP was not detected in supernatants of both resting and stimulated LP T cells, whereas
the production of IFNy was strongly induced upon stimulation (Table 7). Similarly, in MLN,
IL-22BP was not detected in supernatants of both resting and stimulated T cells both naive and
non-naive fractions (data not shown). While the sensitivity of the ELISA assay remained low,

these data do not support human gut T cells as potential sources for IL-22BP.

IL-22BP deficient CD4* CD45RC"g" T cells induced the same colitis phenotype as IL-
22BP-sufficient cells.

Interspecies differences exist with regard to IL-22BP sources®!36:4!

and biological functions
between human, mouse and rats. While we observed a negative regulation of IL-22 actions by
endogenous IL-22BP during acute DSS colitis in the rat’!, this was not the case in mice?®.
Pelczar et al. suggested T-cell derived IL-22BP was blocking IL-22 during transfer colitis in
mice®?. Because of our discordant observations about IL-22BP production by T cells, we
assessed whether rat IL-22BP-deficent T cells*? could induce less severe colonic inflammation
in the colitis and wasting disease model induced by the transfer of CD4* CD45RCM¢" T cells in
I12rg”" immunodeficient rats, which we recently described (Guillonneau et al unpublished data).
We compared CD4" CD45RCMe" T cells from 1/22ra2*/" and 1122ra2/ rats we previously
described®! and observed no significant difference in their capacity to promote colitis as
assessed by weight loss. Indeed, injection of CD4* CD45RCeh effector T cells in 1/2rg™" rats
successfully induced a wasting disease and colitis phenotype as indicated by the breakdown of
the weight curve in these animals compared to the control condition (PBS) (Figure 3).

However, injection of effector T cells from //22ra2"/ rats did not induce a difference in weight

gain in //2rg”" recipients compared to controls //22ra2"/* littermates rats.
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IL-22BP levels correlate with eosinophil attracting eotaxins in human gut tissues.

We previously reported variable levels of IL22RA2 mRNA expression in IBD biopsies across
patients®' and we sought to identify possible factors associated with this heterogeneity in CD.
We analyzed IL-22BP in the supernatant of biopsies from non-IBD intestinal tissues (healthy)
and CD lesions (both uninflamed and inflamed biopsies) after 6h culture (Figure 4A) (Table
3&4). High amounts of IL-22BP (ranging from 94 to 812 pg/ml in normal tissues and up to
8795 pg/mL in CD lesions) were detected in some samples with wide inter-sample variability.
Compared to colonic biopsies, levels of IL-22BP were significantly higher in ileum biopsies
both healthy and IBD tissues, as confirmed by RT-qPCR (Figures 4A&B). Surprisingly,
similar levels of secreted IL-22BP were detected between non-IBD and CD tissues in both
ileum and colon, as well as between CD and UC biopsies. Interestingly, we observed a small
but significant correlation between levels of IL-22BP and eotaxin-2, a major chemokine
involved in eosinophil recruitment in the gut LP*, but not between IL-22BP and TNFo. (Figure
4C). Because eotaxins levels reflect eosinophil abundance in LP mucosa®, these results suggest
that higher production of IL-22BP observed in some biopsies could reflect increased infiltration
of eosinophils.

We then sought to correlate IL-22BP levels with clinical data. For the colonic CD samples, we
found no correlation between IL-22BP levels and clinical features such as outcome of disease,
response to anti-TNF or need to surgery (data not shown). Interestingly, we found that all high
IL-22BP producers, in both colon and ileum, were active smokers (Figure SA). To assess
whether these high levels of IL-22BP are not related to tobacco-induced inflammation, we
assayed panels of pro-inflammatory chemokines and cytokines in these same supernatants. The
heatmap in Figure 5B is a non-clustered representation of the secretion profiles between
smokers and non-smokers. Thus, we have interestingly observed inflammatory profiles in both

smokers and non-smokers. Moreover, in half of the smoking patients with high levels of IL-
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22BP, we did not measure pro-inflammatory chemokines and cytokines in their culture
supernatants (Figure 5B). Thus, these results have shown that IL-22BP levels are not associated
with the level of inflammation. Moreover, they are mediators largely produced by T cells,
reinforcing the idea that IL-22BP levels are not correlated with T cell infiltration. To conclude,
we have shown that the high intestinal levels of IL-22BP can be explained by ileum localization

and tobacco impregnation.
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Discussion

Data presented in this study confirm the production of IL-22BP by MNP and eosinophils in CD
gut tissues, but do not support a production by T cells in LP nor in MLN as recently reported
by Huber's group*?*°. The reason for the discrepancies regarding expression of IL22RA2 in
human remain to be elucidated. /L22RA2 expression was either undetected or detected at 100
times lower levels in T cells than MNP from CD mucosa, similar to what we observed
previously in normal colonic mucosa®'. IL22RA2 expression levels in T cells were in fact
equivalent to those in B cells which are not currently identify as a cellular source of IL-22BP.
In Pelczar’s study, results for IL22RA2 expression in IBD mucosa were reported on two
separate graphs, making thus the comparison between CD4" T cells and DCs impossible®?. They
also assessed 122ra2 expression in CD4" T cell subsets from mice LN and reported increased
expression in memory as compared to naive fractions. We could not confirm these data in
human MLN in which IL22RA2 expression levels in both naive and non-naive CD4", as well
as CD8" T cells, were either undetectable or 1000 times less than DCs. Although we could not
exclude that a rare subset of LP T cells expresses IL22RA2 during IBD, mining of our recently
published single cell analysis data of CD inflammatory lesions® revealed a lack of IL22RA?2
mRNA expression by T cells.

The statement from Huber group that CD4" T cells express IL-22BP in mice is actually
challenged by many reports from other groups which did not observe expression of //122ra2 by
CD4" T cells in small intestine-LP*%*! and LN**4°. Moreover, IL-22BP protein level by mouse
T cells has not been reported so far. Importantly, evidences for a production of IL-22BP by
mouse T cells were further provided in an experimental model of naive T cell-induce colitis®2.
Indeed, transfer of naive T cells from 1/22ra2"/" but not II122ra2”/ mice into Ragl/ mice
induced more severe colitis implicating T cell-derived IL-22BP as pathogenic in this model.

Contrasting again with these data in mice, we found no evidence for a reduced colitogenic
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action of IL-22BP-deficient T cells upon transfer in //2rg”’~ immunodeficient rats. This is
consistent with previous data including ours in rat showing an absence of 1/22ra2 expression in
CD4" T cells from spleen®® or LNs®!. However, it is important to note that this is not exactly
the same model of adoptive transfer colitis, nor is it the same rodent species, especially as
differences between rats and mice have already been observed in another DSS-induced
colitis?6-!,

Several assays have been used to measure IL-22BP protein production. We previously use
immunofluorescence analysis to demonstrate that LP eosinophils were by far the most abundant
IL-22BP expressing cells in normal and CD mucosa’!. Few DCs expressing IL-22BP were
identified whereas none of IL-22BP-expressing cells expressed CD3. Huber group used
intracellular flow cytometry to demonstrate IL-22BP expression by DCs, eosinophils and CD4"
T cells from LP3%*°, the levels of which were reported to be enhanced during IBD only in CD4*
T cells*. Although not mentioned by authors, DCs actually also appear to upregulate
intracellular IL-22BP in their data. Strikingly, virtually all DCs appear to express IL-22BP in
their report which therefore questions about the specificity of the staining observe in flow
cytometry given the previously described restricted expression of IL22RA2 by a specific subset
of DCs (DC2)*!*2. We therefore sought to reproduce these findings but could not evidence
specific intracellular staining with the same Ab due to high background (data not shown). To
circumvent this problem, we used an ELISA assay for IL-22BP but found no evidence for
production by T cells from LP or MLN in line with RT-qPCR results.

IL-22BP levels in culture supernatants from normal and CD biopsies are consistent with the
fact that eosinophils are the major source of IL-22BP in the gut. Indeed, we demonstrated
significantly higher levels of IL-22BP in the ileum compared to the colon consistent with the
known intestinal distribution of eosinophils**-3-33, At the protein level, we measured only IL-

22BP levels in a supernatant of sorted eosinophils from LP CD tissues. We found no correlation
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between TNFo and IL-22BP as shown by Pelczar et al at the mRNA level*?, but observed a
weak but significant correlation between IL-22BP and eotaxin-2, a major chemokine involved
in eosinophil recruitment in the gut LP*. No other correlation between IL-22BP and pro-
inflammatory chemokine levels was observed, suggesting that IL-22BP levels are not
modulated by the state of inflammation. Blood eosinophils®' do not express IL22RA2 indicating
that its expression is specifically induced by signals during their traffic to the intestine or in the
intestine LP environment, the nature of which remaining to be identified.

Surprisingly, we did not detect higher levels of IL-22BP in IBD biopsies as compared to
biopsies from normal tissue, but rather a large interindividual variability. Intriguingly, all CD
biopsies with high levels of IL-22BP were harvested from active smokers patients both in ileal
and colonic mucosa. Although the same observation was made in our small cohort of UC
patients, these findings remain to be confirmed in larger number of samples. Moreover, some
smokers do not have an increase in IL-22BP suggesting an immediate potential effect of tobacco
on IL-22BP secretion. Although the exact mechanism remains unknown, but provides an

additional argument for a damaging effect of smoking during CD.
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Legends to figures:

Figure 1: IL-22BP is expressed by human MNP and eosinophils but not T cells.

(A) IL22RA2 expression was analysed by RT-qPCR on FACS-sorted MNP, eosinophils and T
cells from LP and MLN CD tissues (n=5). For gut results, red circles correspond to inflamed
mucosa and the black one to uninflamed mucosa. Concerning MLN graph, naive lymphocytes
refer to CD45RA" CD62L" cells while non-naive to all the others. Each point represents the
ratio of /L22RA2 to HPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase) expression, as
determined by the 2/"%“‘method of relative quantification. (B)&(C) Fresh isolated T cells from
LP and MLN CD tissues have been stimulated with media culture or PMA (50ng/m) +
Ionomycine (250ng/mL). After 20 hours, /L22RA2 and IL2Ra gene expression were evaluated
by RT-qPCR in resting and stimulated T cells. Each symbol represents one sample. Means
comparisons of unpaired samples were performed using the Kruskal-Wallis test. P-value <0,05
were considered statistically significant. CD: Crohn’s disease; DCs: dendritic cells, M6:

macrophages; MLN: mesenteric lymph node, MNP: mononuclear phagocytes.

Figure 2: IL-22BP level assessed using ELISA in monocytes-derived DCs.

Human monocytes from peripheral blood of healthy donors were differentiated into DCs
(moDCs) in complete medium with GM-CSF and IL-4 for 6 days. When indicated, ligands were
added of culture. (A) On day 6, IL22RA2 expression was analysed by quantitative RT—qPCR.
Bars represent meants.e.m. ratio of /L22RA2 gene to HPRT expression as determined by the
2744Ct method of relative quantification from n=11 independent experiments. (B) At day 6,
supernatants were collected and frozen -80°C until measurement of IL-22BP level with ELISA.
(C) Correlation between IL22RA2 expression and IL-22BP protein levels. Means comparisons

of paired samples were performed using the Wilcoxon test. Correlation were calculated using

the Spearman rank correlation test. P-value < 0,05 were considered statistically significant. ***
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p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; moDCs: monocyte-derived dendritic cell; RA: retinoic acid;

LPS: Lipopolysaccharide; TNFa: Tumor necrosis factor alpha.

Figure 3: IL-22BP deficient and sufficient CD45RC"gh CD4"* T cells promote the same
colitis phenotype in 112rg7/ rat.

I12rg’/ SPD rats (n=6) aged of 6 weeks were injected via the tail vein with 3.10° sorted TCRaf"
CD4" CD45RChe" T cells from 1/22ra27/ rats or controls I[22ra2"/* littermates. Disease

development was assessed by weight loss.

Figure 4: In human gut tissue, IL-22BP levels are stronger in the ileum and correlate with
those of eotaxin-2

(A) ELISA assay of IL-22BP in 6 hours culture supernatants of biopsies from normal mucosa
(He) (n=4 ileum and n=12 colons), CD mucosa (n=11 ileum and n=32 colons) and UC mucosa
(n=6 colons) biopsies. (B) IL22RA2 gene expression evaluated by RT-qPCR in fresh normal
gut tissue (He) (n=7 ileum and n=15 colons), CD mucosa (n=14 ileum and n=10 colons) and
UC mucosa (n= 10 colons). (C) Correlation between IL-22BP and eotaxin-2/TNFa protein
levels measured in 6 hours culture supernatants of biopsies from normal and CD tissues. Each
symbol represents one sample. Means comparisons of unpaired samples were performed using
the Mann Whitney test. Correlation were calculated using the Spearman rank correlation test.
P-value < 0,05 were considered statistically significant. *** p<0,001; * p<0,05 n.s: non-

significant. He: normal tissue; CD- Crohn’s disease; UC: ulcerative colitis.

Figure 5: Higher IL-22BP levels are observed in CD-smokers without correlating with

mucosal inflammation.
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(A) ELISA assay of IL-22BP in 6 hours culture supernatant of biopsies from CD gut mucosa
(n=11 ileum and n=32 colons) according to smoking status. Means comparisons of unpaired
samples were performed using the Mann Whitney test. P-value < 0,05 were considered
statistically significant. * p<0,05; n.s: non-significant. CD- Crohn’s disease. (B) Heatmap of
chemokine and cytokine protein assays in culture supernatants of biopsies from CD colonic

mucosa (n=29 colons).
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Figure 1: IL-22BP is expressed by human MNP and eosinophils but not T cells.

(A) IL22RA2 expression was analysed by RT-qPCR on FACS-sorted MNP, eosinophils and T
cells from LP and MLN CD tissues (n=5). For gut results, red circles correspond to inflamed
mucosa and the black one to uninflamed mucosa. Concerning MLN graph, naive lymphocytes
refer to CD45RA" CD62L" cells while non-naive to all the others. Each point represents the
ratio of /L22RA2 to HPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase) expression, as
determined by the 2/"%“‘method of relative quantification. (B)&(C) Fresh isolated T cells from
LP and MLN CD tissues have been stimulated with media culture or PMA (50ng/m) +
Ionomycine (250ng/mL). After 20 hours, /L22RA2 and IL2Ra gene expression were evaluated
by RT-qPCR in resting and stimulated T cells. Each symbol represents one sample. Means

comparisons of unpaired samples were performed using the Kruskal-Wallis test. P-value <0,05
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were considered statistically significant. CD: Crohn’s disease; DCs: dendritic cells, M6:

macrophages; MLN: mesenteric lymph node, MNP: mononuclear phagocytes.
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Figure 2: IL-22BP level assessed using ELISA in monocytes-derived DCs.

Human monocytes from peripheral blood of healthy donors were differentiated into DCs
(moDCs) in complete medium with GM-CSF and IL-4 for 6 days. When indicated, ligands were
added of culture. (A) On day 6, IL22RA2 expression was analysed by quantitative RT—qPCR.
Bars represent meants.e.m. ratio of /L22RA2 gene to HPRT expression as determined by the
2744C method of relative quantification from n=11 independent experiments. (B) At day 6,
supernatants were collected and frozen -80°C until measurement of IL-22BP level with ELISA.
(C) Correlation between IL22RA2 expression and IL-22BP protein levels. Means comparisons
of paired samples were performed using the Wilcoxon test. Correlation were calculated using
the Spearman rank correlation test. P-value < 0,05 were considered statistically significant. ***
p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; moDCs: monocyte-derived dendritic cell; RA: retinoic acid;

LPS: Lipopolysaccharide; TNFa: Tumor necrosis factor alpha.
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FIGURE 3

RN
o
2

75-
o I I/I/H\I/I\N. /LLI\\ 1
¢ S
0 . ~

T LI Y 1

5 10 15 20 25 30
Days post-transfer

Percent mass change (%)
(&)}
@

)
T

—~ PBS ->ll2rg’I
1122ra2*I*-> l12rg’
—~ 122ra2 [ -> I12rg |

Figure 3: IL-22BP deficient and sufficient CD45RC"2h CD4"* T cells promote the same
colitis phenotype in 112rg7/ rat.

I12rg’/ SPD rats (n=6) aged of 6 weeks were injected via the tail vein with 3.10° sorted TCRafp"
CD4" CD45RCMe" T cells from 1[22ra27/ rats or controls I[22ra2"/" littermates. Disease

development was assessed by weight loss.
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Figure 4: In human gut tissue, IL-22BP levels are stronger in the ileum and correlate with
those of eotaxin-2.

(A) ELISA assay of IL-22BP in 6 hours culture supernatants of biopsies from normal mucosa
(He) (n=4 ileum and n=12 colons), CD mucosa (n=11 ileum and n=32 colons) and UC mucosa
(n=6 colons) biopsies. (B) IL22RA2 gene expression evaluated by RT-qPCR in fresh normal
gut tissue (He) (n=7 ileum and n=15 colons), CD mucosa (n=14 ileum and n=10 colons) and
UC mucosa (n= 10 colons). (C) Correlation between IL-22BP and eotaxin-2/TNFa protein
levels measured in 6 hours culture supernatants of biopsies from normal and CD tissues. Each
symbol represents one sample. Means comparisons of unpaired samples were performed using

the Mann Whitney test. Correlation were calculated using the Spearman rank correlation test.
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P-value < 0,05 were considered statistically significant. *** p<0,001; * p<0,05 n.s: non-

significant. He: normal tissue; CD- Crohn’s disease; UC: ulcerative colitis.
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FIGURE 5
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Figure 5: Higher IL-22BP levels are observed in CD-smokers without correlating with
mucosal inflammation.

(A) ELISA assay of IL-22BP in 6 hours culture supernatant of biopsies from CD gut mucosa
(n=11 ileum and n=32 colons) according to smoking status. Means comparisons of unpaired
samples were performed using the Mann Whitney test. P-value < 0,05 were considered
statistically significant. * p<0,05; n.s: non-significant. CD- Crohn’s disease. (B) Heatmap of
chemokine and cytokine protein assays in culture supernatants of biopsies from CD colonic

mucosa (n=29 colons).
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Supplementary Table

Table 1: Clinical data

CD
(n=5)

Sex (F/M)

Age (years)*

Disease evolution (years)*
Smoking (yes/no)

Involvement

ileum

colon

ileum + colon
Phenotype
BI

B2

B3

B2B3

Ongoing medications
Anti-TNFa
Immunosuppressants
Anti-IL-23

Absence

(4/1)
48 £21.0
18+ 14.5
(n.d for 1; 1/4)

W

—_ = W O

_— = N

*meanztsd, n.d: not done
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Table 2: Clinical data

CD

(n=3)
Sex (F/M) (1/2)
Age (years)* 28+2.9
Disease evolution (years)* 6+£2.8
Smoking (yes/no) (n.d for 1; 0/2)
Involvement
ileum 2
colon 0
ileum + colon 1
Phenotype
Bl 2
B2 1
B3
B2B3
Ongoing medications
Anti-TNFo. 2
Immunosuppressants 1
Anti-IL-23
Absence

*meanztsd, n.d: not done
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Table 3: Clinical data

Controls

CD

UC

LOCALIZATION

ILEUM | COLON
[mn=4] | [n=12]

ILEUM
[n=11]

COLON
[n=32]

COLON
[n=0]

Sex (F/M)
Age (years)*
Disease
(years)*
Smoking (y/n)

Involvement CD

ileum
colon
ileum + colon

Involvement UC

left side
distal
pancolitis

Ongoing medications

Anti-TNFa
Immunosuppressants
Anti-TNFo+IS
Anti-integrin
Absence

evolution

(8/3)
37+7.6

15+9.8

(2/9)

A O DD DD W

15/17
33+£12.5

8+7,3

(17/15)

22

B~ B O

(3/3)
46.5+ 15.6

6+4.6

(3/3)

N

O = = = W

*meantsd
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Table 4: Clinical data

Controls CD ucC

ILEUM L ILEUM L L

LOCALIZATION U, COLON U. COLON COLON
[n=4] | [n=12] | [n=14] [n=10] [n=10]
Sex (F/M) - - (9/5) 6/4 (2/8)
Age (years)* - - 42+ 11.8 | 36 £13.7 41 £11.6
Disease evolution i ] 10+ 7.5 9478 62435
(years)*
Smoking (y/n) - - (6/8) (5/5) (0/10)
Involvement CD
ileum 6 0
colon 0 3
ileum + colon 8 7
Involvement UC
left side 1
distal 4
pancolitis 5
Ongoing medications
Anti-TNF o 7 2 4
Immunosuppressants 4 1 2
Anti-TNFo+IS 2 3 1
5-ASA 1 4 2
Absence 0 0 1
*meantsd
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Table 5: List of probes used in the study.

Target Gene Reference Furnisher
hIL-22BP IL22RA2 Hs00364814 ml Applied Biosystems

hCD25 IL2RA Hs00907777 _ml Applied Biosystems

hHPRT HPRTI Hs99999909 m1 Applied Biosystems
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Table 6: IL-22BP protein assay in culture supernatant of fresh sorted cells from CD LP

Fresh sorted DCs (HLA DR, CD11C", CD14"), eosinophils and T cells from CD ileum mucosa

were cultured (40 000 cells per well) in media culture. After 20 hours, IL-22BP protein level

was evaluated in the culture supernatant using ELISA. Data are representative of three

independent experiments on 3 different donors. IL-22BP dosages are expressed in pg/mL and

values below the detection limit, according to the supplier's instructions, are reported as

<94pg/mL. n.d: not done.

CD-LP DCs Eosinophils T cells
Inflamed Ileum#1 n.d 321 <94
Inflamed Ileum#2 <94 <94 <94
Inflamed Ileum#3 <94 <94 <94
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Table 7: IL-22NP and IFNy protein assays in culture supernatant of fresh sorted T cells
from CD LP.

Fresh isolated CD4" T cells (100 000 cells per well) from CD mucosa have been stimulated
with media culture or PMA (50ng/mL) + Ionomycine (250ng/mL). After 20 hours, IL-22BP
and IFNy secretion were evaluated in the supernatant using Elisa. Data are representative of
five independent experiments on 3 different donors. IL-22BP dosages are expressed in pg/mL
and values below the detection limit, according to the supplier's instructions, are reported as <
94pg/mL. Similarly, IFNy dosages are expressed in pg/mL and values below the detection limit,

according to the supplier's instructions, are reported as < 17pg/mL. n.d: not done.

CD4" T cells
CD LP medium PMA-+Ionomycine
IFNy 1L-22BP I[FNy IL-22BP
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Uninflamed
< < <
colon-CD#1 17 94 8946 94
Inflamed
< < <
colon-CD#1 17 94 2060 94
Uninflamed
< < <
ileum-CD#2 17 94 36275 94
Inflamed
<1 <94 1 <94
ileum-CD#2 7 9 6138 9
Uninflamed
< < <
colon-CD#3 17 94 23440 94
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Supplementary Results
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Supplementary Figure 1: Purity of isolated LP cells from CD patients.
(A) In human gut, eosinophils, MNP, B and T cells were sorted using the indicated gating
strategies. (B) Purity was assessed on sorted cells (eosinophils, MNP, T and B cells) by using

the same gating strategies and was > 90%.
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Supp Figure 2
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Supplementary Figure 2: Purity of isolated MLN cells from CD patients.

(A) In human MLN, DC, B and T cells (naive and non-naive phenotype) were sorted using the
indicated gating strategies. (B) Purity was assessed on sorted cells (MNP, CD4" T cells and
CD8+ T cells (naive and non-naive fractions), B cells) by using the same gating strategies and

was > 85%.
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Supp Figure 3
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Supplementary Figure 3: Purity of FACs-sorted DCs from LP CD tissues.
(A) In human gut, DCs and macrophages (M6) were sorted using the indicated gating strategies.

(B) Purity was assessed on sorted cells by using the same gating strategies and was > 85%.
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Partie Il: Impact de I'IL-22BP sur le programme
moléculaire induit par les cytokines IL-22 et IL-17 au
cours de la maladie de Crohn.

Résumé :

Les interleukines 22 et 17 agissent sur les CEl et renforcent les propriétés de barriere en
induisant I'expression de PAMs, de protéines de jonctions serrées mais aussi les mécanismes
de réparation et de renouvellement de I'épithélium. Au cours, des MICI, I'affaiblissement de
I’épithélium intestinal provoque I'induction de réponses immunes souvent non résolues, qui
deviennent chroniques et responsables du tableau clinique. Ainsi dans un but de développer
de nouvelles pistes de traitement, nous avons émis I’hypothese que renforcer les réponses
induites par I'lL-22 et I'lL-17 pourraient constituer une stratégie intéressante.

Pour tester cette hypothese, nous avons utilisé une technique de mise en culture ex-vivo de
biopsies de muqueuse coliqgue que nous avons stimulées avec différentes cytokines afin de
mimer la situation dans lintestin, avant de les analyser en bulk-RNAseq. Les données
transcriptomiques obtenues nous ont permis d’identifier un programme moléculaire
largement induit par I'lL-22 et I'lL-17. Au sein de ce programme, nous avons caractérisé les
signaux régulant I'expression des genes: effet cytokinique isolé, effet d’addition ou de
synergie. Nous avons évalué les niveaux d’expression des genes appartenant au programme
au sein des muqueuses inflammatoires de patients MICI et ainsi identifié une expression
incompléete chez certains patients. Nous avons cherché a identifier les mécanismes a I’origine
de cette induction non optimale au cours des MICI. Nous avons montré que les niveaux
intestinaux d’IL-22 et d’IL-17 jouaient un rOle prépondérant dans l'induction correct du
programme et que I'addition de ces cytokines dans le milieu de culture des biopsies MC
permettait de le restaurer ex-vivo. Finalement, nous avons montré que I'lL-22BP, exprimé
dans les muqueuses inflammatoires MICI, bloquait via l'inhibition de I'lL-22, I'induction
correcte du programme moléculaire impliqué dans le renforcement des barrieres intestinales,

suggérant ainsi qu’il serait intéressant de le moduler au cours des poussées de MC.
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INTRODUCTION

La muqueuse épithéliale tapissant le tractus digestif joue un role primordial dans le maintien
de I'homéostasie intestinale. D’'un point de vue immunologique, son role est double
puisqu’elle doit a la fois permettre la mise en place d’un équilibre avec le microbiote intestinal
et les antigénes alimentaires, tout en conservant la capacité de monter une réponse
inflammatoire efficace pour résoudre les infections par des microorganismes pathogenes
(Belkaid and Harrison, 2017). La régulation de ces fonctions est possible grace a la présence
d’un réseau cellulaire spécialisé dans I'intestin, intégrant notamment différentes populations
de cellules épithéliales intestinales (CEl) en contact direct avec la lumiére, des populations de
cellules mésenchymateuses et de cellules immunitaires dont les fonctions se sont adaptées
aux contraintes spécifiques auxquelles elles doivent faire face dans l'intestin (Bessman and
Sonnenberg, 2016b). Les jonctions apicales serrées entre CEl adjacentes ainsi que les
sécrétions de mucus et de protéines antimicrobiennes (PAMs) assurées respectivement par
les cellules de goblet et les cellules de Paneth, contribuent a I'établissement de la barriere
épithéliale essentielle au maintien de I’équilibre entre la flore commensale et I’h6te (Hancock
et al., 2016b; Johansson and Hansson, 2016b).

Les fonctions de barriére de I'épithélium intestinal sont activement régulées par le systeme
immunitaire (SI) muqueux particulierement lorsque celles-ci doivent étre renforcées comme
lors d’'une infection. Cette régulation est en grande partie médiée par la sécrétion de cytokines
capables d’agir sur les cellules épithéliales et dont la production est accrue lors de la réponse
inflammatoire associée a I'infection. Parmi celles-ci, I'lL-22 et I'IL-17 semblent jouer des réles
majeurs dans le renforcement des propriétés de barriere et la cicatrisation de I'épithélium lésé
(Sonnenberg et al., 2011b). Les productions intestinales d’IL-22 et d’IL-17 sont principalement
induites en conditions inflammatoires par I'lL-23 produite par des populations de phagocytes
mononuclées activés (Geremia et al., 2011). Les données sur les réponses épithéliales induites
par ces cytokines, bien que nombreuses, proviennent majoritairement de modeles murins.
L'IL-22 induit la production de PAMs afin de controler l'infection intestinale induite
expérimentalement chez des souris par C. rodentium (Wang et al., 2019; Zheng et al., 2008b),
Salmonella (Lo et al., 2019), Toxoplasma gondii (Couturier-Maillard et al., 2018b) ou encore C.
albicans (De Luca et al., 2010). L'IL-22 favorise la cicatrisation épithéliale et limite les

translocations bactériennes au cours des modeles de colites inflammatoires induites par le
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DSS (Sugimoto et al., 2008b; Zenewicz et al., 2008; Zindl et al., 2013) et par transfert de
lymphocytes T CD45RB" CD25 NK1.1" & des souris dépourvues de systéme immunitaire
adaptatif (Zenewicz et al., 2008). Cependant certaines études ont rattaché a I'lL-22 des rdles
délétéres non associés a la résolution de I'épisode inflammatoire comme l'induction de
métalloprotéinases au cours d’une infection intestinale a T.gondii (Mufioz et al., 2009) avec
une dose infectante largement supérieure en comparaison a I'équipe de Couturier et al., ou
encore une prolifération accrue des CEl pouvant conduire a I'apparition d’une fibrose des
tissus au cours d’'une modéle adaptatif par transfert de Ly effecteurs CD45RB'°" (Kamanaka et
al., 2011) suggérant ainsi qu’en cas d’inflammation les actions de I'lL-22 doivent étre finement
régulées. Malgré sa capacité a entretenir les réponses inflammatoires, notamment a travers
le recrutement et I’activation de PNN (Miossec and Kolls, 2012), le blocage de I'lL-17 seule est
néanmoins caractérisé par une majoration de la sévérité de la colite dans les modeles de colite
induite au DSS (Lee et al., 2015b; Ogawa et al., 2004b; Song et al., 2015) ou par H.bilis chez
des souris Abcbala”- (Maxwell et al., 2015). Cet effet délétére s’explique par une altération
de la perméabilité de la barriére intestinale d( a une perte de la signalisation de la cytokine
sur les CEl (Lee et al., 2015; Maxwell et al., 2015). De maniére intéressante, les données
disponibles dans la peau suggérent que les actions biologiques de I'lL-22 et de I'lL-17 sur les
kératinocytes sont particulierement dépendantes d’actions synergiques (Liang et al., 2006b).
Des actions combinées de ces 2 cytokines favorisant le stress du réticulum endoplasmique
(RE) ont été récemment suggérées au cours d’un modéle d’organoides générées a partir de
cellules souches intestinales (CSI) murines et stimulés pendant 24h avec de fortes
concentrations d’'IL-22 et d’IL-17 (Powell et al., 2020). Le r6le de I'lL-22 et de I'lL-17 sur la
régulation des propriétés de la barriere épithéliale intestinale humaine reste cependant peu
caractérisé, particulierement dans un contexte tissulaire plus physiologique préservant la
structure polarisée des CEl et les signaux qu’elles peuvent intégrer en réponse a des
interactions cellulaires complexes impliquant également les cellules stromales et
immunitaires.

Il est actuellement proposé que la physiopathologie des maladies inflammatoires chroniques
de l'intestin (MICI) repose sur I'induction de réponses inflammatoires intestinales dérégulées
et initiées en réponse au passage des microorganismes commensaux dans la lamina propria
(LP). Cette translocation bactérienne est favorisée par des facteurs environnementaux chez

des individus prédisposés génétiquement et participe a une perte de I'’équilibre normalement
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établi entre le microbiote intestinal et I’'h6te (de Souza and Fiocchi, 2016a). Il est ainsi suggéré
gue les patients atteints de MICI présentent une altération de fonctions de barriere assurées
par I'épithélium intestinal avec notamment une diminution de I'expression des PAMs et des
protéines assurant les jonctions apicales serrées (Klag et al., 2013) ainsi qu’une déplétion des
cellules de goblet (Johansson et al., 2014) et une perte de capacités d’auto-renouvélement
assurées par les CSI (Khor et al., 2011). Ces altérations des fonctions de barriére induites par
les PAMs seraient particulierement prononcées au cours de la MC en regard de la RCH
(Fahlgren et al., 2004; Schmid et al., 2007; Wehkamp et al., 2002, 2003). Ces anomalies
s’accompagnent d’une altération des processus d’autophagie dans les CEl (Khor et al., 2011)
et d’un appauvrissement de la flore commensale (Turpin et al., 2018).

La prise en charge thérapeutique des MICI cherche avant tout a bloquer les réponses
inflammatoires responsables des dommages tissulaires et entretenues par ces déficits de la
barriere intestinale. Porté par le succes majeur des anticorps anti-TNF (Sands et al., 2004), le
blocage de cytokines inflammatoires s’est maintenant étendu a I'lL-12p40 (chaine commune
entre IL-12 et IL-23) (Feagan et al., 2016) et a I'lL-23p19 (chaine spécifique de I'lL-23) (Feagan
et al., 2017; Sands et al., 2017) ainsi qu’aux voies de signalisation induites par plusieurs
cytokines lors de I'activation de leurs récepteurs (inhibiteurs JAK1/3) (Sandborn et al., 2017).
L'efficacité de ces thérapies ciblées reste néanmoins limitée a un sous-groupe de patients
(Ollech et al., 2021; Shmidt et al., 2018) et de nombreux essais cliniques évaluant le blocage
d’autres cytokines candidates ont échoué (Braat et al., 2003; Feagan et al., 2018a; Panés et
al., 2017). Le blocage de I'lL-17, a méme aggravé la maladie chez certains patients atteints de
MC (Hueber et al.,, 2012a), probablement du fait d’'une majoration de la perméabilité
intestinale ainsi qu’observée chez la souris mais non anticipée lors de la conception de I'essai
clinique (Lee et al., 2015; Maxwell et al., 2015).

Prises dans leur ensemble, ces données suggerent donc que l'efficacité des propriétés de
barriere de I'épithélium intestinal des tissus inflammatoires de patients atteints de MICI soit,
au moins en partie, régulée par I'action de cytokines produites par le systeme immunitaire
dont I'lL-17 et I'lL-22. Une meilleure caractérisation des actions biologiques exercées par ces
deux cytokines sur la barriere intestinale humaine et de leur régulation au cours des MICI
pourrait donc offrir de nouvelles perspectives thérapeutiques basées sur le renforcement de
propriétés barriéres qu’elles contrdlent, pouvant ainsi complémenter les stratégies visant a

enrayer le processus inflammatoire.

155



Au cours de ce travail, nous avons caractérisé les actions biologiques contrdlées par I'lL-22 et
IL-17 sur la muqueuse intestinale humaine en analysant les modifications transcriptomiques
induites par ces cytokines sur des biopsies coliques de témoins sains cultivées ex vivo. Nous
avons ensuite évalué I'expression du programme moléculaire dépendant directement de ces
cytokines dans des tissus inflammatoires de patients atteints de MICI. Nous avons observé
une expression incompléte de ce programme chez un sous-groupe de patients associée a une
moindre induction d’expressions de I'lL-22 et I'lL-17 dans leur muqueuse inflammatoire. Nous
avons démontré que nous pouvions restaurer |'expression de ce programme moléculaire par
la stimulation directe de colons inflammatoires de patients atteints de MC. Enfin, nous avons
démontré que I'lL-22BP, I'inhibiteur naturel de I'lL-22 dont I'expression est augmentée au
cours des MICI, inhibait fortement I'induction de la réponse moléculaire controlée par I'lL- 17

et I'lL-22 sur la muqueuse inflammatoire colique.
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MATERIELS ET METHODES.

Cohorte de patients

Les patients inclus dans I'étude font partie de la cohorte de patients suivie par le Service de
Gastroentérologie de I'Institut des Maladies de I’Appareil Digestif (IMAD) au CHU de Nantes,
(collaboration Dr A. Bourreille). Les prélevements biopsiques sont issus de la biocollection de
I'IMAD déclarée aupres du ministere de I'enseignement supérieur et de la recherche. Le
numéro d’agrément est le DC-2008-402. La biocollection a été intégré dans le CRB de Nantes.
Les patients sont invités a participer a cette biocollection et en cas d’accord signent une lettre
d’information et de consentement. L’ensemble des documents est conservé au CIC.

=  Cohorte rétrospective

Dans le cadre de cette collaboration, les ARNm de 17 et 22 patients atteints de MC et RCH,
respectivement, ont été analysés de facon rétrospective (Tableau 4). Pour ces échantillons, la
biocollection de I'lMAD disposait de biopsies de muqueuses coliques appariées en zone saine
et zone inflammatoire. Différents critéres notamment I'age, le sexe, la durée d’évolution de la
maladie, la localisation ainsi que le traitement de fond ont été utilisés afin de composer deux
groupes comparables d’un point de vue statistique. En paralléle de ces prélevements, nous
avons eu aussi acces a des biopsies de 16 patients pour lesquels une endoscopie a été réalisée

dans le cadre de surveillance de dysplasies ou de CRC.

=  Cohorte prospective

Les mémes critéres ont été mis en ceuvre pour une cohorte prospective de patients MC, pour
lesquels nous avons pu disposer de biopsies coliques fraiches prélevées de préférence en zone
inflammatoire. Ainsi, nous avons pu recruter 32 patients MC et en paralléle 8 contréles sains
(Tableau 5). Pour les tissus coliques sains, il s’agit de biopsies prélevées, au cours de chirurgie

de CRC, au niveau des zones saines localisées 10 cm en aval de la tumeur.

Culture ex-vivo de biopsies humaines intestinales

La mise en culture des biopsies coliques a été possible grace au protocole mis au point et
validé par notre collaboratrice Dr Anne Jarry (CRCINA, U892) (Jarry et al.,, 2015). Ainsi,
brievement, les biopsies sont mises en culture, épinglées pdle apical sur le dessus, dans des
boites de Pétri (D. Dutscher®) recouvertes de Sylgard (VWR ®) et dans lesquelles des puits ont
été creusés. Le milieu de culture contenait du Ham/RPMI glutamax (1:1 vol/vol) dépourvu de

sérum, BSA 0.01%, pénicilline et streptomycine (200pug/mL- Gibco ref 15140-122) et de la
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fungizone (0,25ug/ml - Gibco ref 15290-026). Différentes conditions cytokiniques ont été
évaluées : IL-22 [100ng/mL, Miltenyi, 130-096-295], IL-17 [100ng/mL, Miltenyi, 130-093-959],
IL-22BP [331 ng/mL, R&D Systems, 8498-BP-025]. Les biopsies ont été stimulées a 37°C sous
une agitation douce (40 rpm) et dans une atmosphére humide contenant 5% de dioxyde de
carbone. Aprés 6h de culture, les biopsies ont été récupérées dans des tubes FastPrep®-
24(MP-BIOMEDICALS) contenant 1mL de TRIzol ainsi que les surnageants puis conservées a -

80°C en attendant leur utilisation.

RT-PCR quantitative en temps réel.

Apres une étape de broyage des biopsies a I'aide de I'automate Precellys® et d’une extraction
de 'ARNm (technique TRIzol), la transcription inverse a été réalisée en utilisant la Murine
Moloney Leukemia Virus Reverse Transcriptase (Invitrogen) concentrée a 10U/10uL, avec
25uL/mL d’oligodT pdT24 (Invitrogen), selon les instructions du fournisseur. Un volume de 4
uL d’ADN complémentaire (ADNc), dilué au 1/5, a été amplifié dans 16uL de mix PCR
contenant 1L de sondes 20X et 10uL de tampon TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied
Biosystems) (Tableau 6 pour la liste compléte des sondes). La PCR est ensuite réalisée dans le
thermocycleur StepOne Plus (Applied Biosystems). Pour chaque géne étudié un cycle seuil (Ct)
a été déterminé, puis la méthode de 222t 3 été employée pour évaluer I'expression relative

des geénes en unités arbitraires (u.a).

3’ DGE RNA-sequencage

Le protocole de séquencage 3’ digital gene expression (DGE) RNA sequencing a été réalisé
comme précédemment décrit (Cacchiarelli et al., 2015) sur les ARNm extraits de biopsies
coliques stimulées ex-vivo de patients MC (n=20) et de controles sains (n=8) (Tableau 5). Ainsi,
les librairies ont été préparées a partir de 10 ng d’ARNm. Puis les queues poly-A des ARNm
ont été marquées avec des adaptateurs universels orientés et des barcodes spécifiques de
I’échantillon (unique molecular identifiers (UMls)) afin de permettre un multiplexage de
plusieurs échantillons. Aprés une étape d’amplification, les cDNA contenant leur barcode
unique en référence a un échantillon, ont été fragmentés selon une approche permettant un
enrichissement de la région 3’ des cDNA. Une librairie de cDNA de taille comprise entre 350-
800 pb a ensuite été séquencée sur I'automate lllumina HiSep 2500 (TruSeq Rapid SBS Kit).

Apres une exploration de la qualité des séquences générées, ces dernieres ont été alignées
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sur le génome de référence humain (Genome Reference Consortium Human Build 37
(GRCh37) via la version 0.7.15 de bwa. Une premiére étape d’analyse en composante
principale (ACP) (package stats (v4.0.2)) ainsi que du calcul du Z-score modifié a permis
d’éliminer les « outliers » : échantillons sensiblement éloignés de ceux partageant la méme
condition expérimentale. Aprés une étape de normalisation, les genes différentiellement
exprimés (génes DE) entre chaque condition expérimentale ont ensuite été déterminés a
I'aide du package DESeq2 (v1.28.1). La méthode de normalisation est une transformation
stabilisatrice de variance (Variance Stabilizing Transformation) exécutée grace a la fonction
vst() de DESeq2. Pour les échantillons provenant de séries de séquencage différents, cette
métadonnée a été ajoutée en covariable dans le modele de DESeg2. Ainsi, un gene est
considéré comme DE si son fold change est strictement supérieur ou strictement inférieur a 0
et sa p-value ajustée (padjust) inférieure a 0.05. Les heatmaps ont été construites via le package
(ComplexHeatmap, v2.4.3) et |'utilisation d’une fonction du package Limma (v3.44.3) a permis
de s’affranchir de I'effet batch. Enfin a I'aide du package fGSEA (v1.14.0), un enrichissement
de réseaux de génes appartenant aux bases de données KEGG, Reactom, Gene Ontology (GO)
Biological Process, GO Molecular Function et GO Cellular Component est calculé pour chacune

des listes de génes DE.

Statistiques

Toutes les analyses ont été réalisées sur le logiciel GraphPad Prism Software® (GraphPad
Software, San Diego, CA). Le test non paramétrique de Mann-Whitney nous a permis de
comparer deux échantillons indépendants de petite taille. Pour plus d’échantillons, le test de
Kruskal-Wallis a été employé. Pour des échantillons appariés, nous avons utilisé le test non

paramétrique de Wilcoxon. Le seuil de significativité a été fixé a 0,05.
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RESULTATS

Identification d’un programme de renforcement des propriétés de barriére de la muqueuse
intestinale dépendant de la combinaison des cytokines IL-22 et IL-17.

Afin de mieux caractériser les réponses moléculaires induites par les cytokines IL-22 et IL-17
dans la muqueuse intestinale, nous avons réalisé une analyse transcriptomique a partir de
tissus coliques sains stimulés ex-vivo avec différents cocktails cytokiniques (milieu seul, IL-22,
IL-17, IL-22 + IL-17). A partir du jeu de données et a I'aide du package DESeg2 (v1.28.1), nous
avons identifié les génes différentiellement exprimés (genes DE) entre chaque condition
cytokinique versus la condition avec du milieu seul (medium). Ainsi, un géne a été considéré
comme DE si son fold change est strictement supérieur ou strictement inférieur a O et sa p-
value ajustée (padjust) inférieure a 0,05. Nous avons remarqué que, de fagon surprenante, I'IL-
22 seule n’induit que trés peu de modifications transcriptomiques dans la muqueuse
intestinale puisque notre analyse n’a identifié que trois génes DE : TIFA (TRAF Interacting
Protein With Forkhead Associated Domain), VWA1 (Von Willebrand Factor A Domain
Containing 1) et HAMP (Hepcidin antimicrobial peptide) (Figure 28 A). L’IL-17 a induit de fagon
significative I'expression de 31 genes (Figure 28 A et B et Figure 29 A) parmi lesquels un PAM
(DEFB4A codant pour la B—défensine 2), des transporteurs intestinaux d’ions (SLC6A14,
SLC25A37 et SLC30A4), des chimiokines (CXCL1 ; CXCL2 ; CXCL3 ; CCL28 et CCL20), des acteurs
du métabolisme oxydatif intestinal (DUOX2 et DUOXAZ2) ou encore de la régulation négative
de la réponse immune (NFKBIZ, ZC3H12A, ZC3H12C, TNIP3 et PDZK1IP1) (Figure 29 A). En
revanche, I'analyse des biopsies saines stimulées par la combinaison d’IL-22 et I'lL-17, aux
mémes concentrations que précédemment, a révélé une augmentation importante du
nombre de genes induits en regard des stimulations par les cytokines isolées, puisque 119
génes ont été identifiés DE (Figure 28 A et C). Parmi ceux-ci, 87 ont été significativement
induits tandis que 32 ont été inhibés. Sur ces 119 génes DE, 2.5% correspondaient aux genes
modulés par I'lL-22 seule et 22% par I'lL-17, 75.5% étant donc directement dépendants de la

combinaison de I'lL-22 et I'lL-17 (Figure 28 C).
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Les geénes induits par la combinaison des 2 cytokines ont cependant renforcé le nombre de
geénes participant aux voies moléculaires déja induites en présence d’IL-17 seule, notamment
les voies des PAMs avec 'adrénomédulline (ADM), I’'hepcidine (HAMP), le sérum amyloide Al
(SAA1), la B-défensine 2 (DEFB4A), la lipocaline-2 (LCN2) ou encore celle rattachée au
métabolisme oxydatif avec I'induction de la superoxyde dismutase 2 (SOD2), de I'oxyde
nitrique synthétase (NOS2), I’élafine (PI3) et des dual oxydase 2 (DUOX2 et DUOXA?2) (Figure
28 D). Les genes codant pour des transporteurs intestinaux d’ions (SLC6A14, SLC25A37,
SLC6A20 et SLC30A4), des chimiokines ou encore impliqués dans la régulation négative des
réponses immunes inflammatoires ont aussi été significativement induits en présence d’IL-22
et d’IL-17 (Figure 28 D). Ainsi que confirmé par I'analyse d’enrichissement de réseaux de génes
(Figure 29 B), I'ensemble des voies moléculaires identifiées convergent donc vers la mise en
place d’'un programme de renforcement de la barriére intestinale contre les agressions par
des pathogenes aprés stimulation de la muqueuse intestinale saine par IL-17 et IL-22.
Conformément aux actions privilégiées exercées par I'lL-17 et I'IL-22 sur les épithélia (Li et al.,
2014c; Toy et al., 2006b), I'analyse de données publiques de single-cell RNA sequencing ayant
caractérisé les différents compartiments cellulaires de muqueuses intestinales saines et
inflammatoires de patients atteints de MICI, a permis de confirmer que 'expression de plus
de 97% des genes DE en réponse a la stimulation par IL-22+IL-17 était détectée dans les
cellules épithéliales, dont 52% de maniere exclusive (Huang et al., 2019; Smillie et al., 2019)
(Figure 28 E).

Afin de caractériser plus précisément la contribution de chacune des 2 cytokines dans
I'induction des genes aprés stimulation avec de I'IL-22+IL-17, nous avons analysé leurs
expressions en UPM (unité d’ARN par million) individuellement pour chaque condition
cytokinique (Figure 29 C). Ainsi, tous les génes ne sont pas régulés par les mémes signaux
cytokiniques puisque certains sont modulés exclusivement par I'lL-22 (HAMP, TIFA), d’autres
par I'IL-17 (les chimiokines, ZC3H12A, NFKBIZ ou encore DUOX2) et certains sont dépendant
de la combinaison des 2 cytokines exercant ensemble majoritairement des actions additives
(ADM, SAA1, SLC6A14, NOS2 et PDZK1IP1) plutot que synergiques (DEFB4A, TNIP3 et Pi3)
(Figure 29 C). En effet, il s’agit d’un effet additif puisque les expressions observées aprés
stimulation combinée sont équivalentes la somme des expressions aprés une stimulation
cytokinique isolée. Les expressions de DEFB4A, TNIP3 et PI3 sont multipliées d’un facteur 6

aprés stimulation combinée en regard d’une stimulation IL-22/1L-17 seule.
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L'identification de génes similaires aprés stimulation avec de I'lL-17 et d’IL-22+1L-17 constitue
un argument supplémentaire en faveur d’effet majoritairement additif des deux cytokines.
Les absences de différence d’expression concernant un gene spécifiquement exprimé par les
CEl (EpCAM) ou encore un gene largement exprimé dans tous les types cellulaires (HPRT1)
démontrent que les différences observées entre les conditions de culture sont bien médiées
par les cytokines I1L-22 et IL-17 (Figure 29 D).

L’analyse des expressions de certains genes dans les échantillons de biopsies saines stimulées
par RT-gPCR (Figure 28 F), nous a permis de valider les profils de régulation définis en Figure
29. En effet, I'expression de HAMP est significativement induite apres une stimulation avec de
I'lL-22 seule (Figure 28 F). Des résultats similaires ont par ailleurs été observés pour le géne
DEFB103A, codant pour la B-défensine 3, dont la séquence n’était pas annotée dans la banque
de référence du génome humain (Genome Reference Consortium Human Build 37 (GRCh37)
utilisée pour I'alighement de nos séquences obtenues par RNAseq. L’expression de DUOX2 est
significativement induite en présence d’IL-17, tandis les stimulations combinées de I'lL-22 et
I'lL-17 ont induites les expressions de LCN2, SLC6A14 et PDZK1IP1 par un effet d’addition et
celle de DEFB4A par un effet synergique (Figure 28 F). En effet, I'addition des expressions de
SLC6A14 et de PDZK1IP1 aprés une stimulation cytokinique isolée (IL-22 ou IL-17) est
équivalente a celle observée aprés stimulation combinée. L'expression de LCN2 est
légérement induite par I'lL-22 et elle est multiplié par deux en présence des 2 cytokines par
rapport a I'lL-17 seule. Les effets isolés de I'lL-22 n’ont tres peu d’impact sur I'expression de
DEFB4A qui est multipliée par 5 aprés une stimulation IL-22+IL-17, démontrant [|'effet
synergique des 2 cytokines.

Ainsi, nos résultats ont démontré qu’une stimulation combinée de tissus coliques sains avec
de I'lL-22 et de I'lL-17 a permis de maximiser les expressions de génes épithéliaux impliqués
dans un programme de renforcement des barrieres intestinales en regard d’une stimulation
isolée avec de I'lL-22 ou de I'lL-17. De cette fagon, nous avons caractérisé un programme

moléculaire induit par I'lL-22 et I'lL-17.
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Figure 30 : Hétérogénéité d’expression du programme moléculaire induit par I'lL-22 et I'IL-
17 au niveau des muqueuses inflammatoires de patients atteints de MICI.

A) et B) Expressions en qPCR des génes /.22, 1L17, LCN2, DEFB4A, DEFB103A, SLC6A14, DUOX2,
PDZK1IP1, HAMP et CCL20 dans des muqueuses coliques de controles sains [He] (n=16), de
patients atteints de MC [CD] (n=17) et RCH [UC] (n=21). Concernant les génes SLC6A14,
DUOX2, PDZK1IP1, HAMP et CCL20, leurs expressions ont été évaluées sur cette méme
cohorte mais sur un nombre plus restreint de patients [CD : n=11, UC : n=10, He : n=13]. Une
p value < 0,05 a permis de considérer le test statistiqgue comme significatif. Des tests appariés
de Wilcoxon ont réalisés entre les biopsies appariées zones saines versus inflammatoires et
des tests de Mann Whitney ont été réalisés entre les autres conditions. C) Heatmap ayant
regroupé de fagon non supervisée les patients, selon leur profil d’expressions des genes du
programme moléculaire observées dans les muqueuses de patients MICI et controles sains.
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Hétérogénéité d’expression du programme moléculaire induit par I'IL-22 et I'IL-17 au niveau
des muqueuses inflammatoires de patients atteints de MICI

Au cours des MICI, I'affaiblissement des fonctions de barriere de la muqueuse intestinale est
a l'origine du passage de germes pathogenes/commensaux initialement contenus dans la
lumiére intestinale jusque dans la LP. La reconnaissance de ces germes par le SI muqueux
enclenche une réponse inflammatoire médiée par la sécrétion d’IL-23 par des populations de
phagocytes mononuclés et aboutit a I'induction des expressions d’IL-17 (Fujino et al., 2003;
Holttd et al., 2008; Nielsen et al., 2003) et d’IL-22 (Brand et al., 2006; Geremia et al., 2011) par
les ILC3 et les Ly Thl7 de la LP (Kobayashi et al., 2008). Au niveau des muqueuses
inflammatoires des patients atteint de MICI, dont la définition (quiescent, moyennement actif
et actif) a été évaluée a partir des comptes rendus endoscopiques et anatomopathologiques,
nous avons confirmé une induction significative de I'/L22 et de I'IL17 en comparaison a leurs
mugueuses saines appariées ou a des tissus coliques de patients contréles sains (Figure 30 A).
Nous avons donc cherché a évaluer les expressions des genes induits par les actions
combinées de I'lL-22 et de I'lL-17 identifiés dans la Figure 28. Concordant avec une induction
par I'lL-22 et I'lL-17, nous avons retrouvé une augmentation significative de I’expression de
genes LCN2, DEFB4A (BD2), DEFB103A (BD3), HAMP, CCL20, SLC614, DUOX2 et PDZK1IP1 dans
les mugueuses inflammatoires en comparaison aux controles et muqueuses saines appariées
(Figure 30 B).

L’efficacité limitée a des sous-groupes de patients de biothérapies actuellement disponibles
nous a ensuite pousser a analyser si I'expression du programme moléculaire était elle-méme
homogene entre les patients atteints de MICI de notre cohorte. Le réarrangement non biaisé
des patients par clustering hiérarchisé selon |'expression de ces genes dans leur muqueuse
inflammatoire a révélé des profils d’expression différents, certains patients présentant des
profils d’expression faibles, proches de ceux observés dans les muqueuses non inflammatoires
(Figure 30 C). Cette variabilité d’expression est particulierement marquée pour les génes
codant pour les B-défensines (BD2 et BD3). De plus, dans cette cohorte de patients MICI, il
apparait que les expressions plus faibles des géenes du programme moléculaire sont
majoritairement observées chez des patients MC bien qu’elles existent aussi chez des patients
RCH. Ces observations sont ainsi en lien avec les niveaux d’expressions des genes (LCN2,
DEFB4A, DEFB103A, SLC6A14, DUOX2 et PDZK1IP1) significativement moins exprimés dans les

muqueuses inflammatoires de patients MC en regard des patients RCH (Figure 30 A).
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Nous avons précédemment démontré qu’il s’agissait de genes majoritairement induits par la
combinaison de I'lL-22 et I'lL-17 (Figure 28 F). Néanmoins, aucune corrélation positive n'a été
identifiée entre les expressions isolées d’'/IL22 ou d’IL17 et celles des génes DEFB4A et CCL20
(Figure 31 A) suggérant que I'hétérogénéité observée entre patients n’est pas strictement
modulé par le niveau d’expression d’IL-17 ou d’IL-22 mais plutét par des effets synergiques
non évaluables. Bien que nous ayons démontré un effet strict de I'lL-22 dans I'induction de
DEFB103A, son expression n’est pas corrélée a celle de I'lL-22, suggérant I'addition d’autres

signaux (cytokiniques/environnementaux) dans la régulation de son expression (Figure 31 A)
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Figure 31: Evaluation des corrélations entre les expressions des génes du programme
moléculaire et celles des cytokines.

A) et B) Corrélations entre les expressions des génes identifiés comme appartenant au
programme moléculaire induit par I'lL-22 et I'lL-17 et celles des cytokines mesurées dans les

mugqueuses inflammatoires des patients MICI.
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De faibles corrélations positives ont été en revanche mises en évidence entre IL22 et HAMP,
entre /IL17 et DUOX2 (Figure 31 B) renforgant les profils de régulation décrits dans la Figure 28
F. De méme, I'expression de LCN2 est corrélée a celle d’/L17 mais pas d’/L22 appuyant les
résultats de qPCR ayant mis en évidence un effet majoritaire de I'lL-17 concernant I'induction
de ce PAM. Enfin I'expression de SLC6A14 semble étre corrélée positivement avec IL22 et IL17
en lien avec I'effet d’additif ne décrit précédemment pourtant pas confirmé pour le géne
PDZK1IP1 (Figure 31 B). Enfin, nous avons pu valider I'hétérogénéité d’expression des genes
induits par IL-22+IL-17 entre sous-groupes de patients atteints de MICI en analysant le
comportement du programme moléculaire dans des cohortes indépendantes plus larges
comme RISK, comprenant des biopsies iléales de patients pédiatriques (6-17 ans) atteints de
MC et naifs de tout traitement (Haberman et al., 2014) (Figure 32)

Ainsi, nous venons d’identifier une hétérogénéité d’expression du programme moléculaire
induit majoritairement par I'lL-22 et I'lL-17 au niveau des muqueuses inflammatoires de

patients atteints de MICI.
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Figure 32 : Expression du programme moléculaire induit par I'lL-22+IL-17 dans les muqueuses intestinales des patients de la cohorte RISK.
Représentation de I'expression des génes du programme moléculaire dans des biopsieses fraiches iléales de patients MC naifs de tout traitement.
Les génes ont été classés en fonction de leur dégré de corrélation d’expression avec DEFB4A largement induit par IL-22 et IL-17.
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Au sein des muqueuses inflammatoires de patients MICI, la dynamique d’induction du
programme moléculaire est corrélée a celle combinée des 2 cytokines.

Afin de mieux corréler la dynamique d’induction des expressions des geénes du programme
moléculaire a celle des 2 cytokines tout en s’affranchissant des biais liés aux variations
interindividuelles de leurs expressions basales, nous avons calculé les fold change (FC)
correspondant aux ratios des expressions entre zones inflammatoire et saine appariées. De
fagon intéressante, nous avons remarqué, que contrairement a I'lL-17, les FC d’IL-22 sont tres
hétérogenes entre nos patients atteints de MICI sans étre différents en moyenne entre les 2
maladies (Figure 33 A). La variabilité des FC d’IL22 observée entre les muqueuses
inflammatoires, sépare nos patients en 2 groupes distinct d’un facteur égal a 10". La heatmap
de la Figure 33 B permet de corréler pour chaque profil d’induction du programme
moléculaire celui des cytokines. Cette induction n’est pas équivalente entre tous les patients
MICI et nous pouvons remarquer que les fortes inductions du programme sont associées aux
fortes inductions d’IL-22 et d’IL-17.

A la lumiére de ces observations, nous avons émis |I’"hypotheése que les patients MICI n’ayant
pas présenté une forte induction a la fois d’IL-22 et d’IL-17 pourraient étre dans I'incapacité
de correctement induire les génes définissant programme moléculaire. Pour cela, nous avons
défini, basé sur la valeur médiane des FC des 2 cytokines, un FC seuil (égal a 5) permettant de
séparer les patients de la cohorte en faibles et forts inducteurs de la combinaison des deux
cytokines. Ainsi les patients forts inducteurs [High] correspondent a ceux ayant présenté des
FC supérieur a 5 pour chacune des 2 cytokines, tandis que les patients faibles inducteurs [Low]
ceux qui ont présenté des FC inférieur a 5 pour au moins une des 2 cytokines. La Figure 33 C
met en évidence que les patients forts inducteurs d’IL-22 et d’IL-17 ont présenté des FC
significativement plus élevés pour tous les genes (LCN2, BD2, BD3, HAMP, SLC6A14, DUOX2 et
PDZK1IP1) en comparaison aux patients qualifiés de faibles inducteurs. Ces résultats suggérent
ainsi qu’une forte induction des 2 cytokines dans la muqueuse inflammatoire MICI est

nécessaire pour une régulation maximale du programme moléculaire caractérisé ex vivo.
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Figure 33 : Exploration de la dynamique d’induction du programme moléculaire induit par IL-22 et IL-17 au sein des muqueuses inflammatoires de patients
MICI. A) Fold change d’induction de I'lL-22 et de I'IL-17 dans le MC et RCH. Les FC ont été calculés en rapportant I'expression d’'un géne donné en zone
inflammatoire sur I'expression en zone non lésée. B) Heatmaps montrant les profils d’'induction des génes du programme moléculaire et ceux de I'lL-22 et IL-
17 dans notre cohorte de patients MICI. C) Comparaison des FC des génes du programme moléculaire entre les patients fort inducteurs [High] (FC>5 pour IL-
22 et IL-17) et faibles inducteurs [Low] (FC>5 pour une cytokine ou <5 pour les 2 cytokines). D) Comparaison, entre MC et RCH, du pourcentage de patients
dans chacun des groupes (fort et faible inducteur). Une p-value < 0,05 a permis de considérer le test statistique (test multiparamétrique Anova) comme
significatif. CD : Maladie de Crohn ; UC : Rectocolite hémorragique.
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En comparant dans notre cohorte de patients MICI, les proportions de patients dans chacun
des groupes, il apparait que la fréguence des patients MC ayant eu des FC > 5 a la fois pour IL-
22 et IL-17 est significativement plus faible par rapport aux patients RCH (Figure 33 D). Ce
résultat constitue donc un argument expliquant les expressions plus fortes des genes du

programme moléculaire observées chez les patients RCH.

Le programme de renforcement des propriétés de barriére identifié peut étre restauré dans
des muqueuses MC ex-vivo par la combinaison d’IL-22 + IL-17.

Nous avons voulu ensuite savoir s’il était possible de renforcer ex vivo I'expression du
programme moléculaire associé la stimulation par IL- 17 et IL-22 chez les patients MC. En effet,
des travaux ont suggéré que des expressions plus faibles observées pour le gene DEFB4A dans
des muqueuses inflammatoires de patients MC pouvaient s’expliquer par une diminution du
nombre de copies du géne et donc refléter un défaut intrinséque a ce groupe de patients
(Fellermann et al., 2006).

Nous avons donc stimulé ex-vivo des biopsies coliqgues MC avec différents cocktails
cytokiniques comportant de I'lL-22 et/ou IL-17 dont nous avons analysé le transcriptome par
RNA sequencing. Ainsi dans un tissu de patient MC, I'lL-22 a modulé significativement 8 génes
dont 5 sont induits : FLRT3 : Fibronectin Leucine Rich Transmembrane Protein 3 ; PITPNC1 :
Phosphatidylinositol Transfer Protein Cytoplasmic 1, PNP : Purine nucleoside phosphorylase,
HRH1 : Histamine receptor H 1 et CD14 (Figure 34 A). Ces génes sont différents de ceux
identifiés dans un tissu sain aprés stimulation avec de I'lL-22 (Figure 28) et aucun ne se
rapporte au stress du RE induit dans les CEl par I'lL-22 (Powell et al., 2020). Mais il est
important de garder a I'esprit qu’au niveau des muqueuses inflammatoires MC, les signaux
induits par I'lL-22 sur les épithélia sont intégrés dans un microenvironnement inflammatoire
complexe comprenant des populations activées/inflammatoires de macrophages, DCs,
fibroblastes, cellules endothéliales, LyT et plasmablastes avec lequel un dialogue peut s’établir
et potentiellement induire par les cytokines des actions biologiques différentes. CD14 est un
géne codant pour le cofacteur du récepteur innée TLR4 exprimé a la surface des
DCs/macrophages et hautement impliqué dans la reconnaissance d’un motif bactérien (LPS).
PITPNC1 est un gene exprimé par les plasmablastes et les entérocytes tandis que HRHR1 est

exprimée par les cellules endothéliales et les entérocytes (Huang et al., 2019).
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Figure 34 : Le programme de renforcement des propriétés de barriere peut étre restauré dans des muqueuses MC ex-vivo par la combinaison d’IL-22 + IL-17.

A) Volcano plot montrant les génes DE (sur la pagjust) aprés une stimulation de biopsies intestinales de patients MC avec de I'lL-22 (n=16), IL-17 (n=9), IL-22+IL-17 (n=21) versus la condition
medium. B) Heatmap représentant les génes DE apreés stimulation avec de I'lL-22+IL-17. C) Graphique représentant pour chaque cytokine le pourcentage de génes DE, parmi ceux induits par I'lL-
22+IL-17. D) Graphique montrant parmi les génes DE apres une stimulation avec de I'lL-22+IL-17, le pourcentage de génes communs avec le tissu sain et spécifique aux muqueuses MC. E)
Heatmap représentant les expressions de 3 PAMs (LCN2, BD2 et BD3) apres stimulation de biopsies MC (n=28) avec ou sans cytokines (medium versus IL-22+IL-17). F) Expressions en qPCR de
LCN2, DEFB4A (BD2) et DEFB103A (BD3) apres stimulation ex-vivo de biopsies MC avec différentes conditions cytokiniques (milieu seul [n=28], IL-22 [n=23], IL-17 [n=9], IL-22+IL-17 [n=28]). Une

p-value < 0,05 a permis de considérer le test statistique (test multiparamétrique Anova) comme significatif. CD : Maladie de Crohn ; UC : rectocolite hémorragique.
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Contrairement a une muqueuse colique normale, les actions induites par I'lL-17 seule sont
assez limitées (n=2 genes), probablement témoignant d’effets in vivo de I'lL-17 déja induits
dans la muqueuse inflammatoire (Figure 34 A). L’effet maximum, comme dans les tissus sains,
est observé en présence d’IL-22 et d’IL-17, puisque 227 genes sont DE dont 113 induits (Figure
34 A-B). Parmi ces génes, ceux induits par I'lL-22 seule, le sont aussi dans la condition IL-22+IL-
17 renforcant leur dépendance a I'lL-22. Sur les 113 genes DE aprés une stimulation avec les
2 cytokines, 98% d’entre eux ont eu besoin des signaux combinées de I'lL-22 et de I'IL-17 pour
étre induits (Figure 34 C). Ce résultat suggere que dans une muqueuse inflammatoire MC,
I’apport isolé de l'une ou de I'autre des cytokines n’a eu que peu d’effet. Il renforce notre
précédente observation que c’est la forte contribution des 2 cytokines dans les muqueuses de
patients MICI qui permet de maximiser les effets (Figure 33 C). Apres stimulation avec de I'IL-
22+IL-17, 40% des genes DE sont communs avec ceux identifiés précédemment dans un colon
sain (Figure 34 D). Il s’agit des génes codant pour des transporteurs intestinaux d’ions
(SLC6A14, SLC6A20), des PAMs (ADM, DEFB4A, LCN2 et SAA1), des chimiokines (CXCL1, CXCL2,
CXCL3 et CCL20), des enzymes impliquées dans le métabolisme oxydatif (NOS2, SOD2 et Pi3)
ou régulant 'activation de la réponse immune (NFKBIZ, PDZK1IP1, TNIP3 et ZC3H12A). Ainsi,
le programme moléculaire identifié dans un tissu sain et renforcant les propriétés de barriere
de la muqueuse intestinale a pu aussi étre induit dans une muqueuse MC apres stimulation
avec de I'lL-22+IL-17 (Figure 35).

D’autres genes sont spécifiques des tissus MC ayant été stimulés avec de I'lL-22+IL-17 comme
les transporteurs intestinaux SLC52A3 (Solute Carrier Family 52 Member 3) et CALM2
(Calmodulin 2), le PAM : SAA2 (Serum Amyloid A2), des cytokines comme |'alarmine /L33 ou
encore LIF Interleukin 6 Family cytokine; mais aussi des médiateurs dans les processus
d’autophagie comme RUBCNL (Rubicon Like Autophagy Enhancer) ainsi qu’un inhibiteur de
sérines protéases contenues dans les neutrophiles SERPINB1 (Serpin Family B Member 1)
empéchant leur dégranulation (Choi et al., 2019). Ainsi, ces actions biologiques induites par
ces cytokines dans des tissus inflammatoires MC peuvent étre le reflet de I’activation en
cascade d’autres populations immunes largement infiltrées dans ces muqueuses.

Nous avons ensuite voulu confirmer en RT-qPCR l'induction dans les tissus MC stimulés de
certains genes précédemment identifié dans un tissu sain. La heatmap présentée dans la
Figure 34 E a regroupé de facon supervisée les échantillons de la condition médium et ceux

de la condition IL-22+IL-17 respectivement ensemble. Ainsi, apres une stimulation avec de I'IL-
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22+IL-17, les expressions de BD2 et LCN2 sont renforcées pour la majorité des patients MC par
rapport a la condition sans cytokine. De plus sur |la Figure 34 F, les expressions de LCN2 et
DEFBA4A sont significativement plus fortes en comparaison a la condition médium, démontrant
gue nous avons pu restaurer ex vivo I'expression des PAMs dans un tissu MC. Enfin, de facon
similaire au tissu sain, I'induction de LCN2 est majoritairement médiée par I'lL-17 et celle de
DEFB103A (BD3) par I'lL-22. L'expression de DEFB4A est significativement induite aprés
stimulation avec de I'lL-17 et les niveaux sont similaires a ceux observés dans la condition IL-
22+IL-17, ne confirmant pas un effet synergique. Cependant, I'induction forte de DEFB4A avec
I'IL-17 n’est observée que chez 3 patients (Figure 34 F). En conclusion, nous avons démontré
gu’en stimulant ex vivo des biopsies MC avec de I'lL-22+IL-17, nous pouvions restaurer
I’expression de genes impliqués dans le renforcement de la barriere intestinale. Nous avons
aussi identifié d’autres genes, propres au tissu de patients MC et pouvant participer a d’autres
processus biologiques comme [l'autophagie ou anti-inflammatoires en limitant la
dégranulation des PNN. Des explorations sont en cours pour finement caractériser ces

réponses cytokiniques au cours de la MC.
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Figure 35 : Renforcement des actions biologiques induites par I'lL-22 et I'IL-17 aprés stimulation ex

vivo de muqueuses MC.
Expressions des génes appartenant au programme moléculaire IL-22+1L-17 aprés stimulation pendant
6h de biopsies coliques de patients MC avec de I'lL-22+IL-17.
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L'IL-22BP bloque la signature moléculaire induite par IL-22+IL-17 sur les muqueuses
intestinales.

Nos résultats ont identifié un programme moléculaire induit par la combinaison de I'lL-22 et
IL-17, dont I'expression est plus faible chez certains patients MC, mais que I'on peut corriger
en ajoutant artificiellement les cytokines. Comme précédemment démontré (Martin et al.,
2016a; Pelczar et al., 2016b) et par opposition aux colites d’origine infectieuse, I'expression d’
IL22RA2 est augmentée au niveau des muqueuses inflammatoires des patients atteints de
MICI (Figure 36 A). En effet, la majorité des patients MICI ont présenté une induction positive
d’IL-22BP (FC>1) en zone inflammatoire en comparaison a leur niveau basal (Figure 36 B).
C’est pourquoi nous avons étudié I'impact de I'lL-22BP, I'inhibiteur de I'lL-22, sur la réponse
moléculaire induite par I'lL-22 et I'lL-17 sur la muqueuse intestinale. Apres une stimulation de
tissu sain avec de I'lL-22+IL-17+IL-22BP, seulement 25 génes ont été déclarés DE (Figure 36 C).
Sur ces 25 génes, 18 sont induits et 14 sont communs avec les génes DE identifiés apres
stimulation par IL-17 seule (Figure 28 B) démontrant ainsi que les actions de I'IL-22 sont
entierement bloquées en présence d’'un exces d’IL-22BP. La heatmap présentée dans la Figure
36 D renforce ce message puisqu’un réarrangement non biaisé des échantillons par clustering
hiérarchisé selon les expressions des genes induits par IL-22+IL-17 montre que les conditions
contenant de I'lL-22BP sont confondues avec celles contenant de I'lL-17 concernant

Apres stimulation avec de I'lL-22+1L-17+IL-22BP de tissus MC, aucun gene n’a été identifié DE,
renforgant a nouveau que I'lL-17 seule n’a pas eu d’effet ex vivo et que dans les muqueuses
de patients MC, les actions induites par I'lL-22 sont aussi bloquées en présence d’IL-22BP. Un
réarrangement non supervisé des échantillons sur I’expression des génes induits par I'lL-22+I1L-
17 dans les tissus MC montre une similarité entre les conditions medium et celles contenant
de I'lL-22BP (Figure 36 E).

Nous avons validé en gPCR le pouvoir inhibiteur de I'lL-22BP sur les actions de I'IL-22. En effet,
les expressions des PAMs dépendants de I'lL-22, a savoir les B-défensines, sont
significativement diminuées apres addition d’IL-22BP a la condition IL-22+IL-17, a la fois dans
les muqueuses saines et MC (Figure 36 F). Aucune différence significative n’est observée pour
le gene codant pour la lipocaline 2 supportant ainsi les résultats déja observés dans la Figure

28 F.
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Figure 36 : L’IL-22BP bloque la signature moléculaire induite par IL-22+IL-17 sur les muqueuses intestinales. A) Expression en qPCR d'/L22RA2 dans les tissus sains [He] et les
mugueuses appariées (saine [He] versus inflammatoire [Inf]) de patients MC [CD] et RCH [UC]. B) FC d’IL-22BP dans la cohorte de patients MC et RCH. C) Volcano plot montrant les génes DE
aprés une stimulation de biopsies intestinales saines avec de I'lL-22+IL-17+IL-22BP (n=8) versus la condition milieu seul. Heatmap représentant de fagon non supervisée en fonction des conditions
cytokinique les expressions des genes identifiés DE apres une stimulation avec de I'IL-22+IL-17 dans le tissu sain D) ou MC E). F) Expression en qPCR de LCN2, DEFB4A (BD2) et DEFB103A (BD3)
apres stimulation de biopsies coliques saines (n=8) ou MC (n=21) avec ou sans addition d’IL-22BP a la condition de culture IL-22+IL-17. G) FC d’IL-22BP et ratio des FC IL-22/IL-22BP entre les
patients forts et faibles inducteurs des cytokines. Une p-value < 0,05 a permis de considérer le test statistique (test de Wilcoxon pour les échantillons appariées et test de Mann-Whitney pour
ceux non appariés) comme significatif He : contrdle sain, CD : Maladie de Crohn ; UC : rectocolite hémorragique.
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Ainsi, nos résultats ont démontré qu’en présence d’IL-22BP, le programme de réponse médié
par la combinaison de I'lL-22+IL-17 est inhibé. lls suggerent donc que dans les muqueuses
inflammatoires de patients MICI, la présence d’IL-22BP peut a elle seule moduler les
expressions de génes induits en réponse a la sécrétion d’IL-22 et I'lL-17 méme si nous n’avons
pas pu le vérifier. C’est pourquoi nous avons voulu corréler I'induction d’IL-22 a celle d’IL-
22BP. Pour des niveaux d’induction cytokinique différents (faible et fort inducteurs), les FC
d’IL-22BP ne sont pas différents (Figure 36 G). Afin de mieux apprécier la quantité d’IL-22
disponible pour interagir avec I'lL-17 dans les tissus inflammatoires MICI, nous avons calculé
les ratios I1L-22/IL-22BP. lls sont significativement plus bas (donc moins d’IL-22 libre) dans le
sous-groupe de patients MICI faibles inducteurs pour lesquels une faible induction du
programme de renforcement de la barriére intestinale a été identifiée (Figure 36 G). Ces
résultats suggerent que I'lL-22B, en modulant les niveaux intestinaux d’IL-22 disponible,
pourrait contribuer a impacter I'expression du programme moléculaire induit par I'lL-22 et

I'IL-17 dans les muqueuses inflammatoires MICI.

CONCLUSION

En conclusion, nous avons caractérisé les actions biologiques contrdlées par I'lL-22 et IL-17 sur
la muqueuse intestinale humaine en analysant les modifications transcriptomiques induites
par ces cytokines sur des biopsies coliques de témoins sains cultivées ex vivo. Nous avons
identifié des genes impliqués dans le renforcement des propriétés de barriere de la muqueuse
intestinale et dont les expressions sont maximisées en présence d’IL-22 et d’'IL-17. C'est
d’ailleurs, I'absence d’induction combinée de ces deux cytokines qui contribue a une moindre
expression de ce programme moléculaire au sein des muqueuses inflammatoires des patients
MICI. Cependant, nous avons démontré que I'on pouvait restaurer ex vivo I'expression des
genes du programme moléculaire dans les tissus MC en ajoutant artificiellement les cytokines.
Enfin, nous avons montré qu’en présence d’IL-22BP, le programme de réponse médié par la
combinaison de I'lL-22+IL-17 est inhibé. Son expression dans les muqueuses inflammatoires
de patients MICI contribue a moduler les niveaux d’IL-22 disponible et ainsi en partie la bonne
induction des genes renforgant la barriere intestinale.

D’autres travaux ont aussi exploré les modifications transcriptomiques induites par ces
cytokines mais en utilisant un modéle différent : les organoides (Sato et al., 2009). Développés

a partir de CSl se différenciant en différents types cellulaires s’auto-organisant dans I'espace,
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les organoides sont le reflet a la fois de la structure et des propriétés fonctionnelles d’un
organe. Ainsi, le groupe de Powell et al, a montré que la stimulation d’organoides générés a
partir de CSI murines pendant 24 h avec de I'lL-22, induisait significativement I'expression de
859 genes (Powell et al., 2020). De méme, les travaux de Patnaude et al. ont montré aprés
stimulation d’organoides humains avec de I'lL-22 I'induction de nombreux genes codant pour
des PAMs, des mucines et des protéines de jonctions serrées (Patnaude et al., 2021). Au cours
de notre étude et par opposition a ces travaux, la stimulation de biopsies entieres avec des
doses d’IL-22 dix fois plus concentrée n’a eu que tres peu d’effets, puisque seulement 3 et 8
genes ont été induits dans les muqueuses saines et MC respectivement. Cet effet relativement
faible de I'lL-22 pourrait étre ddi a une altération de sa signalisation sur son récepteur exprimé
au pole basal des CEl et majoritairement dans les cryptes intestinales (Gaudino et al., 2020;
Lindemans et al., 2015). En effet, les étapes préliminaires (transport/positionnement des
biopsies dans les puits) au protocole de stimulation ont pu altérer la viabilité et la
fonctionnalité des CEl des biopsies, pourtant non évaluées par des tests spécifiques. Une
récente étude a démontré que lorsque I'lL-22 était ajoutée au podle apical des CEl aucun effet
n’était observé en comparaison a I'ajout de la cytokine au niveau du péle basal (Patnaude et
al., 2021). Ces données pourraient ainsi suggérer qu’au cours de notre protocole de
stimulation, I'lL-22 additionnée dans le milieu de culture n’a pas bénéficié d’un acces correct
a son récepteur ou bien n’a pas été suffisante pour induire une signalisation. Des stimulations
avec une dose supérieure d’IL-22 pourront donc étre envisagées, bien que celle utilisée était
relativement importante (100ng/mL) et a déja été validée dans d’autres protocoles de
stimulation de biopsies fraiches (Begue et al., 2011). Par opposition a la fragilité des biopsies
intestinales, les organoides plus stable dans le temps, permettent I'établissement de
protocole avec des durées de stimulation pouvant aller de 96h (McCuaig et al., 2020) jusqu’a
plusieurs jours (Patnaude et al., 2021). Par ailleurs, il a été démontré que les actions induites
par I'lL-22 sont largement renforcées apres 24h de stimulation an comparaison a 2h (McCuaig
et al., 2020), soulignant que la stimulation des biopsies pendant 6 h pourrait constituer un
facteur limitant. En outre, 'emploi des organoides permet d’étudier les actions biologiques
induites sur des CEl nouvellement générées et n’ayant recu au préalable que les signaux des
facteurs de croissance nécessaires a leur différenciation (Sato et al., 2009). A l'inverse, les
biopsies fraichement extraites des muqueuses intestinales humaines, sont le siege de

multiples signaux cytokiniques, d’autant plus nombreux dans des tissus inflammatoires MC,
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pouvant induire des voies de signalisation inhibitrices. Ainsi, dans un modéle de co-culture
d’organoides avec des LyT activés, les auteurs ont démontré que des génes significativement
induits par I'lL-22 sur les organoides seuls, ne le sont plus aprés addition de LyT activés
(Patnaude et al., 2021).

Un autre modele utilisé pour étudier les effets médiés par I'lL-22 est la stimulation de lignée
cellulaire colique. Ce modele réunissant une population homogéne de cellules, est certes plus
stable dans le temps, mais il ne permet pas d’étudier la variabilité inter-individuelle existante
entre les échantillons humains et qui contribue a moduler les réponses biologiques. Ainsi, le
groupe de Rudloff et al. a stimulé une lignée cellulaire (DLD-1) avec de I'lL-22 pendant 24 h et
a identifié I'induction de 26 genes (dont MUC1, NNMT et CEA), validés ensuite dans des
organoides humains stimulés avec de I'lL-22 (Rudloff et al., 2020). Aucun de ces génes n’est
commun avec ceux que nous avons identifié apres 6h de stimulation avec de I'lL-22 alors que
I'induction de MUC1 a été démontrée aprés stimulation d’organoides pendant 72h (Patnaude
et al., 2021) confirmant un signal médié par I'lL-22 sur les CEl, n’ayant pas eu lieu au cours de
notre modele.

En comparaison aux organoides, la stimulation de biopsie a permis d’identifier des actions
induites par I'lL-17 sur des cibles autres que les CEl comme les cellules stromales exprimant
une sous-unité de I'lL-17R (Toy et al., 2006b). Cette information est non négligeable puisque
dans des tissus inflammatoires, la part des cellules stromales est importante, notamment chez
certains patients atteints de MICI décrivant un module cellulaire inflammatoire (Martin et al.,
2019). La stimulation de tissu de patients MC avec de I'lL-17 n’a pourtant induit aucun géne
suggérant un renforcement de ces actions in vivo. De plus, apres une stimulation combinée,
37% des genes identifiés sont exprimés par le tissu stromal et seulement 1.3% exclusivement.
Ainsi, la majorité des génes induits sont exprimés par les CEl et, bien que non démontré,
certains ont pu étre induits grace a un dialogue entre CEl et les autres types cellulaires. En
effet, en comparaison aux organoides, les signaux médiés par les cytokines sur les biopsies
entieres ont été intégrés dans un microenvironnement inflammatoire, notamment pour les
tissus MC, permettant une interaction avec d’autres types cellulaires (macrophages, LyT) via
la sécrétion de ligands. Ainsi, la co-culture de LyT activés avec des organoides a induit la
sécrétion de cytokines (IFNy et TNFa) et chimiokines (IP-10) pro-inflammatoires, attestant
donc d’un dialogue entre elles (Patnaude et al., 2021). Cette interaction entre CEl et cellules

immunes contribue a pouvant moduler les réponses inflammatoires puisque les expressions
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des geénes induits apres stimulation d’organoides seuls sont renforcées comme DEFB4A ou
alors inhibées comme DMBT1 (Patnaude et al., 2021).

Notre étude, dans des tissus intestinaux humains, a donc apporté des clarifications quant aux
roles biologiques de ces cytokines chez 'lhomme. Nous avons identifié un programme
moléculaire induit par I'lL-22 et I'lL-17 qui semble étre impliqué dans le renforcement les
propriétés de barriere de la muqueuse intestinale puisqu’il s’agit de genes codant pour des
PAMs (Prasad et al., 2019), des chimiokines (Hernandez-Ruiz and Zlotnik, 2017), des
transporteurs intestinaux d’ions (Ruffin et al., 2020) ainsi que des mécanismes de réponses
oxydatives (Lambeth and Neish, 2014) et de régulation de réponse immune (Yamamoto et al.,
2004). En outre, nous avons démontré I'importance de combiner les deux cytokines pour
exercer sur la muqueuse intestinale des effets d’addition ou de synergie, confirmant ainsi les
observations faites sur des kératinocytes (Liang et al., 2006b) et des organoides murins (Powell
et al., 2020).

Bien que nous ayons identifié des modifications transcriptomiques en faveur d’un
renforcement des propriétés de barriere intestinale, ces actions n’ont pas été validées par des
tests fonctionnels comme |'observation d’une diminution de la perméabilité intestinale aprées
stimulation cytokinique. Des rapports ont par ailleurs déja mis en avant le réle protecteur de
I'IL-17 sur la diminution de la perméabilité intestinale entre deux CEl adjacentes (Lee et al.,
2015b; Maxwell et al., 2015) alors que les effets médiés par I'lL-22 sur la perméabilité
intestinale sont controversés (Patnaude et al., 2021; Wang et al., 2017b) bien que I'induction
de la claudine-2 a été plusieurs fois démontrée. De plus, afin de valider les actions protectrices
d’un renforcement de la signalisation IL-22+IL-17 sur les muqueuses intestinales, il apparait
important d’évaluer les expressions des genes appartenant au programme moléculaire dans
des biopsies fraiches de patients MICI, via des données de transcriptomiques publiques (Arijs
et al., 2010; Haberman et al., 2014) puis de les corréler aux critéres cliniques d’activité de la
maladie comme la réponse sous traitement IS ou bien le risque chirurgical.

Ainsi, en stimulant des organoides murins, le groupe de Powell a réaffirmé ces fonctions de
barriere mais aussi démontré que I'lL-22 induisait I'expression de genes impliqués dans le
stress du RE. En transposant ces données chez 'homme, ils ont caractérisé 62 génes
définissant un programme transcriptionnel associé au stress du RE dans les CEl dont
I’expression, induite par I'lL-22, est enrichie au niveau des muqueuses inflammatoires de

patients MICI (Powell et al., 2020). Finalement, ils démontrent que le blocage de I'lL-23, un
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puissant inducteur d’IL-22/IL-17, a induit une diminution de I'expression des génes associés
au stress du RE, suggérant des actions déléteres médiées par I'lL-22 et I'lL-17 par opposition a
celles que nous avons identifiées.

Ces résultats suggerent donc fortement I'importance de moduler les actions découlant de ces
cytokines. De fagcon importante, en stimulant des tissus MC avec de I'lL-22 et de I'lL-17, nous
avons démontré que nous pouvions restaurer les génes identifiés dans une muqueuse saine
démontrant des effets identiques des cytokines entre muqueuses saines et pathologiques
(Patnaude et al., 2021). De futures analyses des modifications transcriptomiques induites
apres la stimulation de tissus inflammatoires permettront de caractériser les réponses
cytokiniques induites sur des muqueuses pathologiques. Il conviendra donc d’évaluer les
expressions des genes associés a I'induction d’un stress du RE délétere sur des muqueuses.
D’autant que nos résultats préliminaires ont identifié dans ces tissus stimulés des genes
impliqués dans d’autres processus biologiques. De plus, il est admis que des actions
exacerbées de I'lL-22 sur des tissus inflammatoires peuvent contribuer a des processus de
transformations tumorales (Kryczek et al., 2014b) et ses effets prolifératifs ont été décrits sur
des organoides stimulés avec de I'lL-22 (Lindemans et al., 2015; Patnaude et al., 2021; Zwarycz
et al., 2019). Ces résultats soulignent I'importance de finement réguler les actions induites par
I'lL-22. Un axe de modulation est possible fait intervenir I'lL-22BP, puisque nous avons
démontré que son ajout dans le milieu de culture a bloqué les actions induites par I'IL-22. Ces
résultats sont confirmés par une autre étude ayant démontré que I'ajout d’IL-22BP au milieu
de culture contenant de I'lL-22, a inhibé la prolifération des organoides (Patnaude et al., 2021).
Dans les muqueuses inflammatoires de patients atteints de MICI, nous avons démontré que
chez les patients présentant un ratio en faveur de moins d’IL-22 (d( a une moindre induction
d’IL-22 en parallele de la présence d’IL-22BP) disponible s’associait a une moindre induction
des génes identifiés comme induits par I'lL-22 et I'lL-17. Ces données suggerent fortement que
I'lL-22BP présente dans les muqueuses inflammatoires de patients MICI, pourrait a lui seul
moduler I'expression du programme moléculaire, bien que cette information mérite d’étre
confirmée en stimulant des biopsies fraiches MC avec un inhibiteur d’IL-22BP.

En conclusion, nous avons identifié des genes induits par la combinaison de I'lL-22 et I'IL-17
impliqués dans le renforcement des propriétés de barriere de I'épithélium intestinale et dont
les expressions peuvent étre restaurées dans des muqueuses inflammatoires MC. Bien que

ces genes pourraient étre associés a des effets protecteurs au cours des MICI en contribuant
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a la résolution de l'inflammation intestinale via la restauration d’une barriére intestinale
efficace limitant les translocations bactériennes, une évaluation de leur expression dans des
biopsies fraiches de patients MICI corrélée a I'activité de la maladie permettra d’en valider

I'intérét thérapeutique.
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Tableau 4 : Principales caractéristiques cliniques des patients inclus dans la cohorte rétrospective.
Abréviations : H: Homme, F: Femme, anti-TNFa : Anticorps dirigés contre le facteur de nécrose
tumorale, IS : Immunosuppresseurs, * : moyenne t écart type

Controle MmcC RCH
(n=16) (n=17) (n=22)

Genre (F/H) NA (9/8) (11/11)
Age (années)* NA 32+9.1 39 +10.6
Durée d’évolution (années)* NA 10+6.7 7+4.8
Tabac (oui/non) NA (6/8), NA (n=3) (0/20)
Localisation de I’atteinte (MC)
iléon 1
colon NA 6
iléeonm + colon 10
Localisation de I’atteinte (RCH)
rectum 4
colique gauche NA 8
pan-colique 10
Traitement en cours
anti-TNFa 5 8
IS 4 3
anti-TNFa+IS 3 1
anti-intégrine (a467) 0 0
absence 4 10
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Tableau 5 : Principales caractéristiques cliniques des patients inclus dans la cohorte prospective.
Abréviations : H: Homme, F: Femme, anti-TNFa : Anticorps dirigés contre le facteur de nécrose

tumorale, IS : Immunosuppresseurs, * : moyenne + écart type.

Controle

(n=8)

MC
(n=32)

Genre (F/H)

Age (années)*

Durée d’évolution (années)*
Tabac (oui/non)
Localisation de I'atteinte
iléon

colon

iléon + colon

Phénotype

B1

B2

B3

B2B3

Non déterminé

Chirurgie (oui/non)
Traitement en cours
anti-TNFa

IS

anti-TNFa+IS
anti-intégrine (a467)

absence

(1/4), NA (n=3)
71+4,6
NA
NA

NA

NA

NA

(15/17)
33+12.5
8+7,3
(15/13)

23
7
9
4
7

5
(8/24)

A b~ 0 b
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Tableau 6 : Liste des sondes Tagman utilisées lors des gPCR.

Cible Geénes Référence Fournisseur
LCN2 LCN2 Hs0100857_m1 Applied Biosystems
BD2 DEFB4A Hs00175474 m1l Applied Biosystems
BD3 DEFB103A Hs00218678 m1l Applied Biosystems
IL-22 IL22 Hs01574154_m1 Applied Biosystems
IL-22BP IL22RA2 Hs00364814 m1l Applied Biosystems
IL-17 IL17 Hs00174383 m1l Applied Biosystems
HPRT HPRT1 Hs99999909 m1l Applied Biosystems
CCL20 CCL20 Hs00355476_m1 Applied Biosystems
HAMP HAMP Hs00221783 mil Applied Biosystems
SLC6A14 SLC6A14 Hs00924564_m1 Applied Biosystems
DUOX2 DUOX2 Hs00204187 m1l Applied Biosystems
PDZK1IP1 PDZK1IP1 Hs00173779_m1 Applied Biosystems
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Discussion et perspectives

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a la modulation au cours de la MC de
I’axe IL-22/IL-22BP/IL-22R. En effet, la réponse immune induite au cours de la MC en réponse
aux translocations bactériennes massives dues a I'affaiblissement de la muqueuse intestinale
aboutit, entre autres a la sécrétion d’IL-22 parmi d’autres cytokines inflammatoires. De plus,
il a été démontré que contrairement aux colites d’origine infectieuse, I'inhibiteur soluble de
I'lL-22, I'lL-22BP est exprimé dans les muqueuses inflammatoires de patients MICI (Martin et
al., 2016b; Pelczar et al., 2016b). Des études préalables via des modéles expérimentaux de
colite chez I'animal ont mis en lumiere que I'lL-22BP bloquait les actions protectrices induites
par I'lL-22 sur la muqueuse intestinale (Huber et al., 2012b; Kempski et al., 2020; Martin et al.,
2016b; Pelczar et al., 2016b). De plus, la proposition que les LyT constitueraient la source
principale d’IL-22BP au cours des MICI (Pelczar et al., 2016b) nous a amené a clarifier ces
sources cellulaires chez des patients MC.

Les résultats obtenus n’ont apporté aucun argument en faveur d’une production majoritaire
par les LyT mais ont plutot renforcé I'idée que ce sont les éosinophiles résidants de la LP qui
sont la source principale d’IL-22BP. Nous avons démontré une hétérogénéité des niveaux
intestinaux d’IL-22BP au sein des muqueuses saines et MC. Nous avons cherché a comprendre
cette variabilité et ainsi identifié que la production iléale était plus importante. En outre, nous
avons observé de fagon intéressante, que les forts niveaux d’IL-22BP des muqueuses coliques
MC correspondaient uniqguement a des patients fumeurs.

Nous nous sommes aussi intéressés, au role endossé par I'lL-22BP dans la modulation des
actions induites par I'lL-22 et celles en combinaison avec I'lL-17 chez les patients atteints de
MC. Ainsi, nous avons caractérisé les actions biologiques controlées par I'lL-22 et IL-17 sur la
muqueuse intestinale humaine saine en analysant les modifications transcriptomiques
induites par ces cytokines sur des biopsies cultivées ex vivo. Nous avons identifié des genes
impliqués dans le renforcement des propriétés de barriere de la muqueuse intestinale et dont
les expressions sont maximisées en présence d’IL-22 et d’IL-17. C'est d’ailleurs I'absence
d’induction combinée de ces 2 cytokines qui contribue a une moindre expression de ce
programme moléculaire chez certains patients MC. Cependant, nous avons pu démontrer que
nous pouvions le restaurer au niveau des muqueuses MC en apportant artificiellement les

cytokines. Enfin, nous avons montré qu’en présence d’IL-22BP, le programme de réponse
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médié par la combinaison de I'lL-22+IL-17 est inhibé. L’ensemble de ces résultats apportent
ainsi de nouvelles informations permettant de mieux comprendre l'interaction IL-22BP/IL-22

au cours de la MC.

I. Les sources cellulaires d’IL-22BP

Depuis sa découverte, au début des années 2000, de nombreux travaux se sont intéressés a
caractériser les sources cellulaires d’IL-22BP chez le rongeur (rat et souris) ainsi que chez
I’lhomme. C’est d’ailleurs la récente publication du groupe de S. Huber proposant les LyT CD4*
de la LP comme une source additionnelle intestinale d’IL-22BP (Pelczar et al., 2016b) qui nous
ont amené a clarifier ces sources chez ’lhomme dans un contexte inflammatoire. En effet, ces
résultats obtenus sont en contradiction avec ceux que nous avons précédemment publiés et
qui indiquent une production restreinte a un sous type de DCs immatures et aux éosinophiles
(Martin et al., 2016a). En plus de ces résultats contradictoires, les données actuelles indiquent

une discordance entre especes.

a. Les cellules dendritiques (DCs)

Les résultats obtenus au cours de ce travail (Article 1) ainsi que ceux précédemment publiés
(Kempski et al., 2020; Martin et al., 2016b; Pelczar et al., 2016b) ont démontré que chez
I’'homme, les DCs immatures constituent une source cellulaire d’IL-22BP dans la LP et les
ganglions mésentériques (GM) a I’homéostasie et en cas d’inflammation.

Il a été établi une classification des 3 sous-types de DCs intestinales, présentant chacune des
propriétés phénotypiques et fonctionnelles spécifiques et qui ont été conservées au cours de
I’évolution (Watchmaker et al., 2014). Les DCs murines CD103* CD11b" enrichies dans le colon
et les DCs CD11b" CD8a* localisées dans les OLS (Edelson et al., 2010) partagent des
caractéristiques phénotypiques/transcriptomiques avec les DCs intestinales humaines CD103*
SIRPa CD141* CLEC9A* constituant ainsi le groupe des DC1. Ces DCs, exprimant les facteurs
de transcription IRF8 et BATF3, induisent la polarisation vers les voies Th1 et Treg/activation
des LyT CD8* et sont douées de propriétés de cross-présentation (Sun et al., 2020). Les DC2,
définis chez la souris CD103- CD11b*/CD103* CD11b* dans I'iléon et CD11b* CD8a dans les OLS
sont phénotypiquement/fonctionnellement proches des DCs humaines double positive
CD103* SIRPa* (CD172"e"), exprimant le facteur de transcription IRF4 et impliquées dans la

polarisation vers les voies Th17, Th2 et Treg (Persson et al., 2013). Un dernier sous-type de
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DCs (DC3) dont la fréquence est plus rare dans la LP humaine CD103~ CD11b* SIRPa*
présentent des similarités transcriptomiques avec les DCs murines CX3CR1™ et induisent la
production d’IFNy par les LyT Thl (Watchmaker et al., 2014). Des DCs plasmacytoides
intestinales (pDCs) (CD123* BDCA2* BDCA4* CD11c) infiltrant la LP depuis la circulation
sanguine ne présentent pas de propriétés migratrices jusqu’aux OLS en comparaison aux 3
sous-type de DCs (DC1, DC2, DC3) (Worbs et al., 2017). Il apparait ainsi que chaque groupe de
DC présente une ontogénie spécifique qui a été conservée au cours de leur évolution. Chez
I’'homme, les travaux de Watchmaker et al. ont permis d’identifier les DC2 comme le principal
sous-type de DCs exprimant le gene IL22RA2 (Watchmaker et al., 2014). De facon intéressante
chez le rongeur, les DC2 constituent aussi le sous-type principal de DCs exprimant I'//22ra2,
démontrant ainsi une caractéristique spécifique et conservée.

Ainsi, chez le rat, nous avons montré que les DCs CD4* au niveau des GM et les CD172aMe"
intestinales exprimaient les plus fort niveaux d’'/122ra2 (Martin et al., 2014b). Ces sous-types
de DCs CD172a* CD4* correspondent aux DC2 de rat (Milling et al., 2010).

Chez la souris, il a été clairement établi que les DCs conventionnelles représentaient une
source majeure d’IL-22BP dans les OLS (Fukaya et al., 2018; Pelczar et al., 2016b) et la LP du
colon (Huber et al., 2012b; Pelczar et al., 2016b). Les travaux de notre équipe ont démontré
que les DC2 murines (CD103* CD11b*) représentaient la source majeure d’IL-22BP dans la LP
tandis que les DC1 (CD103* CD8a*) en exprimaient que trés faiblement (Martin et al., 2014b).
De plus, ces données sont supportées par les résultats provenant de puces a ADNc murines

obtenues dans le cadre du projet « Immunological Genome Project » (www.immgen.org).

Dans les OLS, il a aussi été montré que ce sont les DC2 (CD103* CD11b*) qui expriment
fortement I'll122ra2 en comparaison aux DC1 (CD11b CD8a*) (Martin et al., 2014b). Le groupe
de Jinnohara et al. a confirmé ces résultats en démontrant une expression majoritaire
d’'l122ra2 par les DC2 (CD11b* CD8a) localisées au niveau du déme sub-épithélial des PP
(Jinnohara et al., 2017). Ainsi, I'expression d’IL22BP par les DC2 de souris, de rat et humaine
souligne une caractéristique intrinseque a ce sous-type de DCs, conservée au cours de leur
évolution.

Récemment, un rapport a confirmé que les DC2 murines constituaient le sous-type principal
de DCs producteur d’IL-22BP (Guendel et al., 2020b). En effet, les auteurs ont identifié un
sous-type distinct et rare de DC localisé dans les cryptopatches et les follicules lymphoides

isolés (FLI) (CIA-DC) exprimant fortement I'//l22ra2. Bien que ces cellules soient LysM*, un
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marqueur spécifigue des macrophages (Faust et al., 2000), ils identifient des marqueurs
caractéristiques de DCs intestinales (CD103" CD11b*) avec |'expression du facteur de
transcription Zbtb46 (Satpathy et al., 2012) et PLET1* (Karrich et al., 2019). De plus, ces cellules
sont indépendantes du facteur M-CSF (colony stimulating factor), crucial pour Ia
différenciation et maintenance des macrophages intestinaux (McDonald et al., 2010),
n‘expriment pas F4/80, CD64, CX3CR1 (Longman et al., 2014) et présentent un profil
transcriptomique plus proche des DC2 (LysM™~ CD11b* CD103") que des macrophages,
démontrant qu’il s’agit d’'un sous-type de DCs intestinales IRF4* (DC2). Par opposition a cette
étude, le groupe de Savage a rapporté une expression d’//22ra2 a I’homéostasie par un sous-
type de macrophages intestinaux Yet40* (CD11b* CD103"°% CD172a* CD64* MerTK*) localisés
dans les mémes structures (FLI) et une absence d’expression par les DCs (CD11c* CD64")
(Savage et al., 2017). Les FLI sont enrichis en cellules mononuclées CD11c*CD103" (CIA-MNP).
Certains rapports ont rapproché ces cellules aux DCs (Guendel et al., 2020b; Satpathy et al.,
2012) d’autres aux macrophages (Longman et al., 2014; Savage et al., 2017) soulignant la
difficulté de clairement les identifier. Les études de Guendel et Savage ont toutes les deux
rapporté des cellules exprimant I'//22ra2 au niveau des FLI, laissant ainsi supposer qu’il peut
s’agir des mémes cellules. Il est important de souligner que les techniques utilisées pour
identifier les cellules /122ra2 different entre les 2 rapports. Le groupe de Guendel a analysé en
single cell RNA-seq les profils transcriptomiques des différentes fractions cellulaires isolées
des FLI tandis que les travaux de Savage et al ont reposé sur I'analyse d’//22ra2 en gPCR sur
des cellules fraichement triées, suggérant des résolutions d’identification différentes. En effet,
le single cell RNA-seq permet une investigation de populations rares (comme celles exprimant
I'l122ra2) par opposition aux techniques de gPCR. Cependant, les travaux de Guendel et al. ont
identifié¢ des cellules CD64 (CD64 est un marqueur caractéristique des
macrophages)(Longman et al., 2014) alors que celles exprimant I'l/22ra2 dans I'étude de
Savage sont CD64*. Au-dela de leur caractéristique phénotypique différente, il a été mis en
avant dans les 2 rapports que ces cellules exprimant I'l/22ra2 ont des réles similaires (Guendel
et al., 2020b; Savage et al., 2017). En effet, dans les FLI, elles établissent des interactions
étroites avec les LTi via la production d’IL-23, contribuant ainsi a I’établissement d’une
plateforme de régulation de la production d’IL-22 dans ces zones lymphoides isolées. D’autres
travaux ont aussi rapporté une expression d’//22ra2 par des cellules exprimant des marqueurs

spécifiques des macrophages murins, qui pourrait étre supérieure a celle des DCs. Ainsi, au
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niveau du dome sub-épithélial des PP, un groupe a montré que les macrophages (MerTK?,
Lysozyme*, Tim4, CX3CR1*) exprimeraient des niveaux plus élevés d’'//22ra2 par rapport aux
DC2 (Da Silva et al., 2017). Jinnohara et al, a montré une expression d’ll22ra2 par les
macrophages CD103 de la LP supérieur aux DCs CD103* (Jinnohara et al., 2017). De plus, en
comparant au cours d’une infection fongique, les profils transcriptomiques des macrophages
CX3CR1* versus des DC2, I'expression d’IL-22BP est apparue plus forte dans la fraction
macrophagique (Leonardi et al., 2018). Cette expression d’IL-22BP par les macrophages
murins a été identifiée dans d’autres tissus, comme le tissu pulmonaire infiltré par des
macrophages alvéolaires et interstitiels au cours d’une infection a Influenza (Hebert et al.,
2020) ou encore dans les ganglions par les macrophages résidents des zones T (CX3CR1%,
CD64*, MERTK")(Baratin et al., 2017). A ’'homéostasie, ces cellules résidentes exprimant des
genes anti-inflammatoires, sont impliquées dans I’élimination des cellules apoptotiques
présentes dans les OLS. L'expression d’/[22ra2 est propre a ces macrophages résidents des
zones T, puisque ceux des poumons, du péritoine, de la pulpe rouge ou du cerveau n’en
expriment pas(Baratin et al., 2017). Cependant, aucune identification de la production
protéique d’IL-22BP par les macrophages n’a été faite en comparaison aux DCs (Martin et al.,
2014b). L’'ensemble de ces résultats sont donc en faveur d’une production d’IL-22BP par les
cellules phagocytaires mononuclées (DCs et macrophages).

Bien que des données soient disponibles chez le rongeur, nous avons évalué pour la premiére
fois I'expression d’IL-22BP par les DCs localisées dans les GM de patients MC (Article 1). Nous
n’avons pas pu comparer ce niveau de production a celui de DCs présentes dans un ganglion
sain, puisqu’il s’agit de prélevement précieux et difficile a obtenir dans ce contexte.
Cependant, les données attestant d’'une production d’IL-22BP par le rongeur a ’homéostasie
pourraient suggérer que les DCs humaines d’un ganglion sain en expriment aussi. De plus, le
role exact endossé par I'lL-22BP dans les OLS est encore méconnu. Des données chez le rat
ont démontré qu’au cours d’'une immunisation, I'absence d’IL-22BP s’associait a des centres
germinatifs (CG) plus petits, suggérant ainsi que I'IL-22BP pourrait jouer un réle dans
I'induction de réponses immunes (Lindahl et al., 2019a). De plus, le développement correct
des OLS et la formation des CG sont assurés par la lymphotoxine (LTa1B2) produite par les LTi.
(Roozendaal and Mebius, 2011). En effet, elle assure le maintien des DCs folliculaires (FDC)
exprimant son récepteur LTBR. Il a été récemment démontré que la LTalB2 induisait

I’expression d’IL-22BP par les MoDC (Kempski et al., 2020). En paralléle, il a été rapporté que
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les FDC isolées d’amygdales pédiatriques exprimaient I'lL-22R et qu’une stimulation avec de
I'lL-22 induisait I'expression de CXCL13, une chimiokine jouant un réle important dans la
formation des GC (Corneth et al., 2016). |l n’a pas été clairement identifié une production d’IL-
22BP par les FDC. Ainsi, a la lumiéere de ces données, il apparait intéressant au cours de futurs
travaux d’explorer les mécanismes reliant I'axe LTa1B2/1L-22BP/IL-22R sur les FDC.

Les données chez la souris suggérent fortement que I'expression d’IL-22BP est indépendante
de la flore puisque équivalente entre les souris dépourvues ou non d’une flore commensale
(Jinnohara et al., 2017). Cependant, les signaux environnementaux de la LP régulent en
permanence la production d’IL-22BP par les DCs. Ainsi, leur maturation (ligands des TLRs)
diminuent drastiquement I'expression d’/L22RA2 (Article 1) (GOmez-Fernandez et al., 2018b;
Lim et al., 2016a; Lindahl et al., 2019b; Martin et al., 2014b). C'est d’ailleurs I'induction d’'une
maturation au cours du protocole d’extraction des DCs de la muqueuse MC qui explique
I’'absence de détection d’IL-22BP dans les surnageants de culture. Le RA constitue un puissant
inducteur de la production d’IL-22BP (Article 1) (Gomez-Fernandez et al., 2018b, 2019; Lim et
al., 2016a; Lindahl et al., 2019b; Martin et al., 2014b), tout comme I'lL-6 (Voglis et al., 2018b)
et la LTa1B2 (Kempski et al., 2020), bien que les niveaux d’induction n’aient pas été comparés.
De plus, les mécanismes régulant la sécrétion d’IL-22BP par les DCs ne sont actuellement pas
encore connus. Il a été démontré que la LTalPf2 exprimée par les LTi (RORyt*
CCR6*)(ILC3)(Kruglov et al., 2013) résidents des cryptopatches et FLI murines induirait
I'expression d’l/22ra2 par un sous-type de DCs exprimant LTBR (Guendel et al., 2020b). De plus
dans ces mémes formations lymphoides murines (FLI et cryptopatches), il a aussi été mis en
évidence un rétrocontrble positif de la production d’IL-22 par les ILC3 RORyt* via un
mécanisme LTalB2-dépendant (Tumanov et al., 2011). En effet, la LTalB2 exprimée par les
ILC3 interagit avec le LTPR a la surface des DCs et stimule en retour la production d’IL-23, un
puissant inducteur d’IL-22 par les ILC3 (Sonnenberg et al., 2011b). Ainsi, la LTalp2 apparait,
chez la souris, comme un médiateur régulant a la fois la production d’IL-22 et d’IL-22BP afin
d’assurer une homéostasie intestinale. De récentes données chez ’lhomme ont d’ailleurs
identifié un déséquilibre de I'’expression de la LTa1B2 au cours du CRC avec une diminution de
son expression allant de pair avec une diminution de I'lL-22BP (Kempski et al., 2020). Enfin,
parmi les signaux régulateurs de la production d’IL-22BP, une influence du génotype a aussi
été démontrée. Ainsi, concernant le polymorphisme (rs17066096) sur le géne IL22RA2, la

présence de 'allele G a I'état homozygote est associée a une expression significativement plus
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élevée d’'IL22RA2 par les MoDC différenciées en présence de RA a partir de monocytes de
volontaires sains (Lindahl et al., 2019a). Une autre étude a identifié 2 polymorphismes associés
a une plus forte expression d’/L22RA2 et a des formes séveres de fibroses dans une cohorte

chinoise de patients infectés avec le parasite S.japonicum (Sertorio et al., 2015).

b. Leslymphocytes T

Chez la souris, il a été avancé qu’en plus des DCs, les LyT CD4* mémoires de la LP et des
ganglions exprimeraient I'l/22ra2 (Pelczar et al., 2016b). D’autres données du méme groupe,
ont démontré une induction d’/l22ra2 par les LyT infiltrant le foie au cours d’un modéle
expérimental d’hépatite (Kleinschmidt et al., 2017). Pourtant, ces résultats sont controversés
par différents rapports ayant démontré une absence d’expression d’/l22ra2 par les LyT CD4*
murins de la LP (Guendel et al., 2020b; Savage et al., 2017) ou des OLS (Laaksonen et al.,
2014b) ou alors avec des niveaux équivalents aux LyB (Fukaya et al., 2018) actuellement non
considérés comme une source d’IL-22BP. De méme, chez le rat, nous n’avons pas mis en
évidence d’expression significative d’//22ra2 par les LyT triés de la rate (Martin et al., 2014a)
ou des OLS (Lindahl et al., 2019a). Des travaux récents de notre groupe ont confirmé ces
résultats a I'aide de rats rapporteurs IL-22BP®5" qui ne retrouvent aucun signal GFP dans les
fractions T. De plus, I'expression d’//22ra2 a été retrouvée de facon indétectable dans les LyT
CD4* mémoires fraichement isolés de GM de rats (Abidi et al, résultats non publiés).

Un argument important dans la publication de Peclzar et al. repose sur la démonstration de
I'induction d’un phénotype protecteur au cours du modele de colite induit par le transfert de
LyT CD4* naifs isolés d’un animal déficient en IL-22BP chez des souris receveuses Ragl/
(Pelczar et al., 2016b). Par ailleurs, nous avons déja démontré que les rats déficients en IL-
22BP présentaient un phénotype protecteur au cours d’un modele de colite au DSS par
opposition aux rats sauvages (Martin et al., 2016b). Malgré I'absence d’argument probant
d’une production d’IL-22BP par les LyT de rat, nous avons évalué les effets de I'injection de
LyT naifs déficients en IL-22BP chez des rats immunodéprimés (//2rg /). Contrairement a S.
Huber, nous n’avons pas observé de différence sur la perte de poids entre les rats ayant recu
I'injection de lymphocytes T naifs 1/122ra2°/" et 1122ra2*/* (Article 1). Ainsi, I'injection de LyT
issus d’'un animal ne produisant pas d’IL-22BP n’a pas réduit le phénotype clinique de la colite
renforcant I'idée qu’ils n"en expriment pas. Cependant, il est important de mentionner que

notre modele de colite n’est pas exactement comparable a celui de S. Huber : injection de LyT
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naifs CD45RC"&" pour nous versus CD45RBMe", animaux receveurs immunodéficients /12rg/-
pour nous versus Ragl’/ et espéeces différentes : rat versus souris. Concernant I'espéce ; ce
n’est pas la premiere fois que des discordances sont observées au cours de modeles de colite.
En effet, alors que nous avions observé un phénotype protecteur chez les rats déficients en
IL-22BP au cours d’un modeéle de colite au DSS (Martin et al., 2016a) S. Huber n’a observé
aucune différence entre ces souris //22ra2 /- et 1122ra2*/* (Huber et al., 2012a; Kempski et al.,
2020), expliquée par la diminution drastique d’expression d’IL-22BP au cours d’'un modéle de
DSS uniquement chez la souris (Huber et al., 2012a). Ainsi, nous pouvons poser la méme
hypothése d’une discordance entre le rat et la souris concernant le modele de colite par
transfert, d’autant que les cinétiques d’expression d’IL-22BP au cours de ce modele n’ont pas
été évaluées. Une autre hypothése proposée serait que les LyT isolés de souris déficientes en
IL-22BP présenteraient un phénotype particulier. Cependant, aucune différence sur les
expressions cytokiniques ou de Foxp3 n’a été rapportée entre les animaux déficients en IL-
22BP et sauvages (Pelczar et al., 2016a).

Chez I'homme, le groupe de S. Huber a démontré une expression d’IL-22BP par les LyT CD4*
localisés dans les mugueuses intestinales normales et inflammatoires (Pelczar et al., 2016b).
Un récent rapport du méme groupe a conforté ces résultats en démontrant une expression
en ARNm et protéique d’IL-22BP par les LyT dans un contexte de CRC (Kempski et al., 2020).
D’aprés eux, dans les muqueuses inflammatoires MICI, les LyT se mettraient a produire plus
d’IL-22BP en comparaison aux DCs (Pelczar et al.,, 2016b). Cependant, leurs résultats
témoignent aussi d’une induction d’IL-22BP par les DCs, méme si elle n’est pas mentionnée
(Pelczar et al., 2016b). Nous n’avons pas confirmé une expression majoritaire d’/[L22RA2 par
les LyT isolés de muqueuses inflammatoires de patients atteints de MC (Article 1). En effet,
nous avons observé que |'expression d’/L22RA2 par les LyT CD4*, isolés de la LP ou des GM,
était relativement faible voir indétectable. Dans tous les cas, elle apparait 100 a 1000 fois plus
faible en comparaison aux DCs. De plus, I'activation des LyT n’a pas induit I’expression
d’IL22RA2. Bien que les niveaux soient extrémement faibles en qPCR, nous ne pouvons pas
exclure gqu’une fraction infime des LyT produise de I'lL-22BP. Cependant, les données
transcriptomiques au niveau unicellulaire obtenues sur une cohorte de patients atteints de
MC renforcent nos résultats puisqu’ils n’ont identifié aucune expression d’IL-22BP dans les

fractions T (Martin et al., 2019).
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Leur résultats d’expression d’'/L22RA2 par les LyT CD4* sont appuyés par une validation
protéique en cytométrie en flux (Kempski et al., 2020; Pelczar et al., 2016b). Ces marquages
intracellulaires de I'IL-22BP soulévent cependant quelques interrogations puisque I'ensemble
des DCs apparaissent positives alors qu’un sous-type de DCs a été clairement identifié comme
producteur majoritaire d’IL-22BP. De plus, nous n’avons pas reproduit ces marquages en FACS
avec le méme anticorps. Enfin, des marquages en IFl sur des muqueuses MC n’ont pas mis en
évidence de double positivité entre les cellules IL22BP* et CD3* (Martin et al., 2016a). Pour
renforcer notre propos, ces mémes marquages sont actuellement en cours de réalisation sur

des coupes de GM issues de patients atteints de MC.

c. Les éosinophiles

Nos travaux précédents ont identifié les éosinophiles résidents de la LP intestinale comme la
source cellulaire principale d’IL-22BP dans un tissu sain et inflammatoire chez I'"homme
(Martin et al., 2016b). Cette nouvelle source d’IL-22BP, propre a ’'homme, a par la suite été
confirmée par d’autres travaux (Kempski et al., 2020; Pelczar et al., 2016b) dont celui présenté
dans I'Article 1. Ces données indiquent donc des variabilités inter-especes concernant la
production d’IL-22BP bien que certains points mécanistiques restent a élucider.

Chez 'homme, nous savons que les ligands de AhR (récepteur d’aryl hydrocarbone) présents
dans [l'alimentation (dérivés du tryptophane, flavonoides and glucosinolates) et
I’environnement (fumées de cigarette) (Ouyang and O’Garra, 2019), ou encore le rythme
circadien (Teng et al., 2019) et les facteurs neurotrophiques sécrétés par les cellules gliales
(Ibiza et al., 2016) correspondent a des signaux inducteurs de I'expression d’IL-22. Une étude
a par ailleurs montré qu’une alimentation pauvre en ligands de I’AhR provoquait chez la souris,
une diminution significative de la fraction des ILC3 RORyt* (Kiss et al., 2011). Ainsi, nous
pouvons poser I’hypothese qu’en raison des différences sur I’exposition a ces inducteurs d’IL-
22, les niveaux basals de production d’IL-22 dans la LP entre le rongeur de laboratoire et
I’lhomme sont différents. Des quantifications d’expressions d’IL-22 a partir de sondes ciblant
les séquences conservées entre I'homme et la souris seraient intéressantes (80% d’homologie
entre I'lL-22 humaine et celle de rongeur). Plusieurs travaux chez la souris ont démontré que
I'IL-22BP produite a I'état basal jouerait un réle prépondérant dans le contréle des actions
homéostatiques de I'lL-22. En effet, en I'absence d’IL-22BP, un renforcement des actions

induite par I'lL-22 a été observé a ’homéostasie : induction de I'expression du PAM Reg3g

197



(Couturier-Maillard et al., 2018a), diminution des transporteurs épithéliaux lipidiques
(Guendel et al., 2020b) ou encore une résistance aux infections (Fachi et al., 2020). C’est
pourquoi, nous pouvons supposer qu’au niveau de la LP humaine, les niveaux de production
d’IL-22 a 'homéostasie par les ILC3 et les LyT ont nécessité un contrdle additionnel via un
mécanisme adaptatif de production par les PNE. De plus, chez le rongeur comme chez
'homme, la production homéostatique d’IL-22 est plus importante dans liléon en
comparaison au colon (Kramer et al., 2017), corrélant avec l'infiltration des PNE dans la LP
humaine qui est maximale au niveau de l'iléon (DeBrosse et al.,, 2006; Lee et al., 2018;
Loktionov, 2019; Matsushita et al., 2015). Nos résultats montrent des niveaux protéiques
intestinaux d’IL-22BP significativement plus élevés dans I'iléon par rapport au colon a la fois
dans des tissus humains normaux et inflammatoires (Article 1). De plus, ces niveaux
intestinaux sont corrélés avec ceux de I'éotaxine 2, une chimiokine clé impliquée dans le
recrutement des PNE dans la LP (Rothenberg and Hogan, 2006). Bien que cette hypothese
d’une production par les PNE nous apparaisse la plus plausible compte tenu de leur fréquence
dans la LP, ces forts niveaux d’IL-22BP iléaux pourraient aussi étre expliqués par une forte
accumulation de DCs au niveau des PP (Buettner and Lochner, 2016) ou des FLI (Moghaddami
et al.,, 1998). De méme, les PP qui sont retrouvées uniqguement dans l'iléon (Cornes, 1965;
Ganusov and De Boer, 2007) laissent supposer une fréquence plus importante de LyT a ce
niveau bien que certaines études ne I'aient pas démontrée (Reikvam et al., 2011; Wolff et al.,
2012). De plus, nous n’avons pas démontré de corrélation positive entre les niveaux
protéiques intestinaux d’IL-22BP et du TNFa (Article 1), contrairement a S. Huber sur les
expressions IL22RA2 et TNFa (Pelczar et al., 2016b).

Aucune production d’IL-22BP n’a été détectée dans les PNE circulants (Martin et al., 2016a)
suggérant qu’apres leur infiltration dans la LP, I’environnement intestinal induit cette capacité
a produire de I'lL-22BP. De plus, I'expression d’IL-22BP par d’autres éosinophiles tissulaires
comme ceux de la glande mammaire exprimant, comme dans l'intestin, de I'IL-22BP a
I’'homéostasie serait intéressante a caractériser, d’autant que les PNE largement infiltrés dans
ces glandes contribuent a leur développement (Weller and Spencer, 2017). L'absence de
détection d’expression d’IL-22BP par les PNE de rongeur pourrait ainsi s’expliquer par un
environnement intestinal chez ces animaux de laboratoire dépourvus de signaux inducteurs
du phénotype de PNE producteur d’'IL-22BP. Il apparait donc important avant de conclure a

cette variabilité inter-espece, d’explorer la production d’IL-22BP par les PNE intestinaux isolés
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d’un animal sauvage. Au sein des tissus, les PNE relarguent des médiateurs, selon un mode de
dégranulation qualifié de fragmentaire, en réponse a des influx cytokiniques comme I'lFNy ou
les éotaxines produites par les macrophages et les CEl (Melo et al., 2008; Spencer et al., 2014).
Cependant les signaux modulant la production et la sécrétion d’IL-22BP par les PNE n’ont pas

encore été décrits.

En conclusion de cette partie, il apparait que les DC2 et les éosinophiles constituent la source

majoritaire d’IL-22BP dans l'intestin chez I’homme a ’lhoméostasie et en cas d’inflammation.
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[I. Ro6le de l'lL-22BP au cours de la maladie de Crohn

a) L’expression d’IL-22BP est hétérogene au cours de la MC

Contrairement aux colites d’origine infectieuse, il a été décrit une augmentation de
I’expression d’IL-22BP au niveau des muqueuses inflammatoires des patients MICI expliquée
par une accumulation de PNE (Martin et al., 2016b) ou par une production accrue par des LyT
CDA4* (Pelczar et al., 2016b). Dans ce travail, nous n’avons pas mis en évidence de différences
concernant les niveaux de sécrétion d’IL-22BP entre des biopsies de muqueuses intestinales
saines et MC (Article 1, Figure 3). Comme pour I'expression en ARNm, nous avons cependant
constaté une grande hétérogénéité d’expression d’IL-22BP dans la LP humaine. Nous avons
cherché a comprendre cette variabilité et ainsi identifié que la production iléale était plus
importante, probablement en lien avec l'infiltration des éosinophiles dans ces tissus. De plus,
de facon intéressante, nous avons observé, que les forts niveaux de sécrétion d’IL-22BP des
muqueuses coliqgues MC correspondaient uniquement a des patients fumeurs actifs (Article 1,
Figure 4). Ces dosages d’'IL-22BP ne sont pas corrélés a un profil inflammatoire de sécrétion
de cytokines/chimiokines par les LyT et/ou les macrophages intestinaux. Pourtant, nous
savons que le tabac induit les expressions de cytokines et de chimiokines inflammatoires
(CCL20, IL-6 et IL-8) (Allais et al., 2020; Oberg et al., 2011). Différentes hypothéses peuvent
étre avancées pour expliquer ces forts niveaux d’IL-22BP. Ainsi, le tabac pourrait induire le
recrutement de PNE dans la LP comme démontré dans le poumon avec |'observation d’une
augmentation significative des éotaxines chez les fumeurs (Krisiukeniene et al., 2009).
L'imprégnation tabagique pourrait aussi promouvoir la production par les DCs via I'inhibition
de leur maturation (Liao et al., 2015) connue pour diminuer drastiquement la production d’IL-
22BP. l'induction de forts niveaux d’IL-22BP chez les patients fumeurs pourrait ainsi constituer
un mécanisme additif a celui de la nicotine pour inhiber la signalisation de I'axe I1L-22/IL-22R.
En effet, il a été récemment démontré que la nicotine provoquait une diminution de
I’expression d’IL-22R a la surface des cellules épithéliales pulmonaires et inhibait la sécrétion
d’IL-22 par les LyT (Nguyen et al., 2020). Il est important de noter que dans notre cohorte MC,
tous les fumeurs n’ont pas présenté de fort taux d’IL-22BP. Ainsi, cette observation pourrait
étre expliquée par un effet a court terme du tabac qui induirait une sécrétion rapide d’IL-22BP.

Cependant, cette hypothese n’a pas pu étre vérifiée car nous ne connaissons pas chez nos
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patients fumeurs, le recul exact entre leur derniére cigarette et leur préléevement
endoscopique.

Le tabac est un facteur de risque bien connu (OR :2) de développement de la MC (Piovani et
al., 2019). De plus chez ces patients, I'imprégnation tabagique est associée a une moins bonne
évolution de leur maladie. En effet, les patients MC fumeurs présentent plus de poussées (To
et al., 2016), d’hospitalisations (Cosnes et al., 1999) ou de manifestations extra-digestives
(Lunney et al., 2015; Ott et al., 2014) et enfin ils requiérent plus souvent un traitement
immunosuppresseur (Cosnes et al., 2002). De plus, la cigarette peut influencer la rémission
clinique sous anti-TNF. En effet, un rapport a récemment mis en évidence que les patients MC
fumeurs présentaient significativement moins de rémission clinique sous anti-TNF par rapport
a ceux qui n’ont jamais fumé (Lee et al., 2021). Il existe de plus une association claire entre le
tabac et des atteintes iléales de la MC (Aldhous and Satsangi, 2010) connues pour évoluer vers
des formes sténosantes et/ou fistulisantes. Le tabac est aussi associé a une augmentation
accrue du risque chirurgical (45.8% vs 37.8%)(Lunney et al., 2015; To et al., 2016), bien que
certains l'aient démontré uniquement pour les patients sans traitements
immunosuppresseurs (Cosnes et al.,, 2002). Enfin, aprés une chirurgie, il est associé a des
facteurs prédictifs de moins bonne évolution, puisque les patients fumeurs vont présenter un
risque de récidive chirurgicale 2,5 fois plus élevé et un risque de récidive clinique deux fois
plus élevé que les non-fumeurs (Reese et al., 2008; To et al., 2016). A un an d’une chirurgie de
résection iléo-colique, il a été démontré une persistance chez 70% des patients fumeurs versus
35% chez les non-fumeurs des atteintes macroscopiques au niveau du site de I'anastomose
(Yamamoto and Keighley, 2000).

Ainsi, ces forts niveaux d’IL-22BP pourraient constituer un mécanisme supplémentaire
expliquant les effets déléteres du tabac sur la muqueuse intestinale en bloquant les effets
protecteurs de I'lL-22. Le tabac est aussi responsable d’une diminution de la contractilité des
muscles, de la perméabilité intestinale ou encore des modifications de la micro-vascularisation
ainsi que de la composition du mucus (Berkowitz et al., 2018). Il a été aussi montré que le
tabac induisait une altération des capacités antibactériennes des cellules de Paneth murines
(Berkowitz et al., 2019) sécrétant des PAMs en réponse a I'lL-22. Chez les patients atteints de
MC, il a été démontré que la combinaison du tabac avec la mutation du gene ATG16L1
provoquait une diminution significative du nombre et des capacités sécrétoires des cellules de

Paneth (Liu et al., 2018). Nous avons observé que parmi les patients fumeurs actifs seulement
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un sous-groupe est fort sécréteur d’IL-22BP. De la méme facon, des niveaux de sécrétion plus
important d’IL-22BP ont aussi été mesurés dans les surnageants de MoDC. Ces données
suggerent que la sécrétion d’IL-22BP pourrait étre régulée par une combinaison des effets du
tabac a un terrain génétique particulier, d’autant que des rapports ont décrit des
polymorphismes dans le gene IL22RA2 associés a une plus forte expression d’IL-22BP (Lindahl
et al., 2019b; Sertorio et al., 2015) tandis qu’un autre SNP plus rare (rs28385692) est associé

a une diminution de la sécrétion d’IL-22BP (Gémez-Fernandez et al., 2020).

b) Lesréponses biologiques médiées par I'lL-22 et I'[L-17 sont bloquées par I'lL-22BP

au cours de la MC

Au cours de notre étude, nous avons caractérisé les actions biologiques controlées par I'lL-22
et IL-17 sur la muqueuse intestinale humaine en analysant les modifications
transcriptomiques induites par ces cytokines sur des biopsies coliques de témoins sains
cultivées ex vivo. Ainsi, nous avons démontré sur des tissus intestinaux humains que les effets
combinés de I'lL-22 et de I'lL-17 pouvaient participer a renforcer les propriétés de barriére de
la muqueuse intestinale (Partie 2 des résultats) notamment en induisant des PAMs. Une étude
sur des biopsies intestinales humaines saines (Coorens et al., 2019) conforte nos résultats en
ayant démontré une augmentation des expressions de PAMs apres stimulation cytokinique.
De plus, nous avons identifié des genes définissant un programme moléculaire largement
induit par la combinaison de I'lL-22 et de I'lL-17 exercant des effets d’addition et de synergie
comme suggéré dans d’autres rapports (Liang et al., 2006b; Powell et al., 2020). Le modéle
utilisé au cours de notre étude a permis de caractériser des actions biologiques induites par
les cytokines en intégrant les réponses sur les épithélia dans un systéme plus large via leur
communication avec d’autres populations cellulaires, cependant nous avons été confronté a
des temps relativement courts de stimulation de cellules dont la viabilité/fonctionnalité n’a
pas été analysée. Par ailleurs, les effets de I'lL-22 ont été modestes en comparaison a d’autres
études récemment publiées (Patnaude et al., 2021; Powell et al., 2020).

Au cours des MICI, I'affaiblissement de la barriere intestinale est a I'origine de translocations
bactériennes provoquant une activation du SI muqueux et lI'induction de cytokines pro-
inflammatoires dont I'lL-22 et I'lL-17 (Andoh et al., 2005; Brand et al., 2006; Geremia et al.,

2011). De facon intéressante, nous avons observé que les inductions d’IL-22 étaient
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hétérogenes au sein des muqueuses inflammatoires des patients MICI. L’analyse des données
d’expressions d’IL-22 disponibles dans I’étude de Brand a aussi mis en évidence une variabilité
d’induction entre les patients (Brand et al., 2006). Les stratégies thérapeutiques au cours des
MICI ont pour objectif principal d’apaiser I'inflammation intestinale tout en permettant une
cicatrisation des muqueuses. De nombreuses cibles thérapeutiques antagonistes des
cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-23, IL-12, IL-6) sont disponibles (Feagan et al., 2016,
2018b; Loftus et al., 2016b; Sands et al., 2004) mais sont souvent confrontés a des effets
indésirables importantes ou a des effets limités chez un sous-groupe de patients (Ollech et al.,
2021; Shmidt et al., 2018). Ainsi, afin de proposer de nouvelles approches thérapeutiques
nous avons évalué l'intérét d’'un renforcement des actions de I'lL-22 et I'lL-17 sur des
muqueuses intestinales de patients atteints de MC.

Nous avons identifié des genes définissant un programme moléculaire largement induit par
I'lL-22 et I'lL-17 dont les expressions peuvent étre restaurer dans des muqueuses MC apres
stimulation ex vivo en accord avec les travaux d’un autre groupe (Patnaude et al., 2021). Parmi
les génes du programme moléculaire, il est admis que I'induction de PAMs, de chimiokines ou
encore de ROS contribuent a protéger les muqueuses intestinales des agressions par des
germes pathogenes/commensaux comme observé au cours des MICI (Kumar et al., 2020;
Lambeth and Neish, 2014; Zheng et al., 2008b). C’'est d’ailleurs I'absence de cicatrisation de
I’épithélium qui contribue a la perpétuation de l'inflammation intestinale et donc a une
maladie cliniquement active (de Souza and Fiocchi, 2016b). Ainsi, ces résultats tendent a
démontrer un potentiel thérapeutique intéressant a renforcer les actions de I'lL-22 et I'IL-17
en cas de poussées inflammatoires MICI. De plus, nous avons identifié une hétérogénéité
d’expression des genes du programme moléculaire dans les muqueuses fraiches MICI, en lien
avec une moindre induction des cytokines, sans toutefois pouvoir clairement (effectif restreint
de malades n=10) démontrer que ces faibles niveaux des génes du programme moléculaire
pourraient étre associés a une évolution plus sombre de la maladie. Cependant, nous avons
tout de méme observé que 100% des patients exprimant plus faiblement le programme avait
eu une chirurgie contre 50% chez les autres patients (résultats non montrés).

Nos résultats apportent un argument supplémentaire aux échecs des anti-IL-17 (Hueber et al.,
2012b) ou anti-IL-17R (Targan et al., 2012) chez des patients MC. De plus, ils peuvent nous
interroger sur l'efficacité d’'un blocage thérapeutique de I'IL-23, une cytokine largement

responsable des productions intestinales d’IL-22 et d’'IL-17 (Geremia et al., 2011; Wolk et al.,
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2002b) au cours de la MC. Un Ac monoclonal dirigé contre la sous-unité p40 [Ustekinumab]
(commune entre IL-12 et IL-23) a été approuvé dans le traitement de la MC (Feagan et al.,
2016) tandis que ceux dirigés contre la sous-unité p19 [Risankizumab ou Brazikumab](chaine
spécifique de I'lL-23) sont actuellement en cours d’évaluation dans des essais cliniques de
phase Il au cours de la MC (Feagan et al.,, 2017, 2018b; Sands et al., 2017). De facon
intéressante au cours de ces essais, bien gu’ayant démontré une efficacité du MEDI2070 (anti
IL-23p19) chez 49% des malades versus 27% pour le placebo, les meilleures réponses ont été
observées chez des malades ayant présenté des taux sériques initiaux d’IL-22 plus élevés
pouvant suggérer des effets bénéfiques de la cytokine (Sands et al., 2017). Les effets a long
terme de ces traitements, actuellement en cours d’évaluation (étude UNITI-2), seront
particulierement intéressants a évaluer puisqu’ils proposent une stratégie thérapeutique
inverse a celle proposée au cours de notre étude. Par ailleurs, des travaux ont démontré qu’en
plus d’induire des génes impliqués dans le renforcement des propriétés de barriere, I'lL-22
induisait aussi les expressions de génes associés au stress du RE dans les CEl (Powell et al.,
2020) amplifiées en présence d’IL-17. lls démontrent une forte expression du module
transcriptionnel associé au stress du RE dans les muqueuses inflammatoires de patients MC,
corrélée a I'lL-22 et a des marqueurs biologiques d’activité de la maladie. Finalement, ils
montrent qu’un blocage de I'lL-23 s’associe a une diminution de I’expression du module lié au
stress du RE, démontrant un effet délétere de la signalisation induite par I'lL-22+IL-17 sur les
mugqueuses intestinales, s'opposant ainsi a nos résultats. Afin de démontrer les effets
protecteurs de la stratégie thérapeutique envisagée (a savoir renforcer IL-22+IL-17), il
convient de corréler I'expression du programme moléculaire I1L-22+1L-17 dans des biopsies
fraiches MICI aux données cliniques d’évolution de la maladie comme par exemple le risque
de chirurgie ou alors les réponses aux traitements par anti-TNF ou anti-IL-23 (Arijs et al., 2010;
Haberman et al., 2014). Selon notre hypothese proposée, la faible expression de la signature
IL-22+1L-17 pourrait étre associée a un pronostic plus sombre, méme si de nombreux autres
facteurs sont aussi impliqués (différentes populations cellulaires dans la LP plus ou moins
activées communiquant avec les épitheliums).

Alors que ces réponses biologiques ne sont pas totalement caractérisées et qu’elles tendent
plutot a proposer une modulation fine des actions induites par les cytokines, les effets d'une
administration d’IL-22 recombinante (IL-22-1gG4, UTTR1147A) sont actuellement en cours

d’évaluation dans les formes modérées a séveres de MC et RCH (NCT02749630;
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NCT03650413 ; NCT03558152). Les études de phase | chez des volontaires sains ont relevé
une bonne tolérance clinique de 'UTTR1147A sans effets indésirables (El) graves (Rothenberg
et al.,, 2019). Cependant, chez certains sujets des manifestations cutanées, comme des
érythémes ou des zones de desquamation, sont apparues consécutives a I'administration d’IL-
22 (Rothenberg et al., 2019; Tang et al., 2019). Ces El, fortement associés aux lésions de
parakératoses décrites au cours des poussées de psoriasis, sont rattachés au rble délétere
d’un excés d’IL-22 au niveau des cellules épithéliales de la peau (Sabat et al., 2014). En effet,
en signalant sur les kératinocytes, I'lL-22 contribue aux renforcement de la barriere cutanée
en induisant I'expression de PAMs mais elle diminue I'expression de protéines impliquées
dans la différenciation des kératinocytes comme les kératines 1 et 10, la profilaggrine ou
encore la kallikreine. Par ailleurs, I'lL-22 induit les expressions de chimiokines comme
CXCL1/CXCL2/CXCL5/CXCL8 contribuant au recrutement de PNN et a I'amplification de
I'inflammation. Nous I'avons déja mentionné précédemment au niveau des CEl, I'lL-22 induit
des métalloprotéinases contribuant au remodelage des tissus. Ainsi, au niveau cutané, I'lL-22
en induisant la prolifération accrue de kératinocytes indifférenciés contribue au
développement de phénomeéne d’acanthose/parakératose ainsi qu’a I’hypogranulosité
correspondant aux manifestations cliniques observées chez les patients atteint de psoriasis.
De plus, nous savons que des actions exacerbées d’IL-22 sont aussi impliquées dans les
processus tumoraux (Hernandez et al., 2018b; Koltsova and Grivennikov, 2014) et
I'inflammation intestinale chronique présente au cours des MICI  prédispose au
développement de CRC (Bernstein et al., 2001b). Ces informations suggérent donc qu’une
signalisation prolongée avec de I'lL-22 de muqueuses intestinales inflammatoires pourrait
conduire a des transformations tumorales. |l a d’ailleurs été démontré qu’une stimulation
avec de I'IL-22 d’une lignée cellulaire colique cancéreuse (DDL1) mutée pour KRAS induisait
I’expression d’un programme de génes associé a la voie proto-oncogéne c-myc (McCuaig et
al., 2020).

A la lumiere de ces données, il apparait donc que les administrations de large quantité d’IL-22
pourraient ne pas étre dénuées de danger et qu’une modulation plus physiologique de I'lL-22
serait plus optimum au cours de la MC. Nous avons démontré au cours de ce travail que les
actions induites par I'lL-22 étaient bloquées en présence d’IL-22BP. Ainsi en présence d’IL-
22BP, I'induction des expressions des genes du programme moléculaire largement dépendant

des effets combinés des deux cytokines n’est plus possible. En outre, de part sa présence dans
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les muqueuses inflammatoires de patients MICI, I'lL-22BP contribue a moduler les quantités
d’IL-22 disponible pour agir avec I'IL-17 et renforcer, entre autres les fonctions de barriere de
la muqueuse intestinale. Nous avons démontré qu’un faible ratio IL-22/IL-22BP était associé a
une moindre induction des génes régulés par IL-22 et IL-17 dans les muqueuses fraiches de
patients MICI. Ces résultats sont appuyés par un autre rapport ayant démontré que les ratios
IL-22/1L-22BP étaient corrélés avec les réponses induites par I'lL-22 (Schwarzkopf et al., 2019).
Nos données obtenues ex vivo suggerent donc fortement que le programme moléculaire
induit par I'lL-22 et I'lL-17 pourrait étre modulé in vivo dans les mugueuses de patients MC en
ciblant directement I'IL-22BP. Ainsi, le développement d’inhibiteur anti-IL-22BP permettrait
de rétablir de facon plus physiologique les niveaux intestinaux d’IL-22 nécessaire pour exercer
ces actions protectrices avec I'lL-17, bien que nous n’ayons pas pu le démontrer ex vivo.

En conclusion, nos résultats supportent que les actions médiées par les cytokines IL-22 et IL-
17 contribuent, au moins en partie, a renforcer les propriétés de barriere de la muqueuse
intestinale, remplissant ainsi les objectifs visés par les stratégies thérapeutiques mises en
place au cours des MICI. Ces données obtenues ex vivo devront toutefois étre validées in vivo
dans des cohortes plus larges et indépendantes de patients atteints de MICI. Il convient aussi
de comprendre/caractériser les effets médiés par la signalisation induite par I'lL-22 et I'lL-17
sur des muqueuses pathogéniques afin d’en prévenir de potentiels effets délétéres. De plus,
des tests fonctionnels comme I'étude de la perméabilité permettront de valider que les
expressions de genes impliqués dans les propriétés de barriere sont bien associées a des effets
protecteurs. L'induction de génes codant pour des PAMs pourra aussi étre évaluer par des

marquages en IHC sur des biopsies stimulées.
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CONCLUSION




Conclusion

Les résultats obtenus au cours de ce projet de doctorat ont permis de ré-affirmer que I'lL-22BP
est majoritairement produite par les DCs et les éosinophiles résidents de la LP de patients
atteints de MC. Nous avons caractérisé pour la premiére fois une production d’IL-22BP par les
DCs isolées de GM de patients atteints de MC (Figure 37). Par ailleurs chez 'homme, nous
avons démontré que les niveaux intestinaux d’IL-22BP sont plus élevés dans l'iléon en regard
du colon a la fois dans les muqueuses de patients contrdles et souffrant de MC (Figure 37).
Ces niveaux intestinaux sont corrélés significativement a ceux de I'éotaxine-2, une chimiokine
clé impliqguée dans le recruitement des PNE dans la LP, suggérant que cette plus forte
production iléale est imputable aux PNE bien que nous n’ayons pas pu clairement le
démontrer. En outre nous avons observé dans les muqueuses coliques de patients MC de forts
niveaux d’IL-22BP uniquement chez des patients patients fumeurs par rapport aux non-
fumeurs. Ces résultats, bien qu’ils méritent d’étre confirmés, ouvrent la voie vers de nouvelles
pistes physiopathologiques notamment d’un effet délétere renforcé de I'lL-22BP dans I'iléon
des patients fumeurs.

L'IL-22BP produite dans lintestin bloque les actions induites par I'lL-22 et celles en
combinaison avec I'lL-17 produites en réponse a une inflammation. Une caractérisation
poussée des actions induites par ces cytokines, au cours de ce doctorat, a permis de mieux
décrire leurs effets respectifs et donc d’anticiper le potentiel intérét thérapeutique de les
réguler. Les résultats obtenus supportent des actions bénéfiques de I'lL-22 et I'lL-17 en
contribuant, au moins en partie, a renforcer les propriétés de barriere de la muqueuse
intestinale, remplissant ainsi les objectifs pointés par les stratégies thérapeutiques mises en
place au cours des MICI. En effet, nous avons identifié dans des tissus coliques normaux un
programme moléculaire largement induit par la combinaison de I'lL-22 et I'lL-17 (Figure 37).,
permettant I'expression de génes impliqués dans les propriétés de barriére et important pour
limiter la perpétuation d’une inflammation aux conséquences déléteres pour les CEl. Dans
notre cohorte de patients atteints de MICI, nous avons identifé exprimant faiblement le
programme moléculaire, cependant, nous avons montré que nous pouvions le restaurer au
cours de la MC en apportant artificiellement les cytokines (Figure 37). Finalement, nous
proposons de renforcer les actions combinées de I'lL-22 et I'lL-17 via la modulation de I'IL-

22BP, dont nous avons démontré le pouvoir inhibiteur sur I'’expression du programme
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moléculaire (Figure 37). Cette stratégie présente I'intérét de renforcer les actions médiées par
I'lL-22 et I'lL-17 de fagon plus physiologique et moins dangereuse en comparaison a l'injection

d’IL-22 prénée par d’autres groupes.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail sont résumés dans la ... et ont
contribué a enrichir les connaissances sur les sources, la régulation et les fonctions de I'IL-

22BP afin de mieux comprendre et maitriser I'interaction IL-22/IL-22BP au cours de la MC.
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Figure 37 : Schéma bilan décrivant les sources et I'impact de I'lL-22BP sur la réponse
moléculaire induite par I'lL-22 et I'IL-17 au cours de la MC.
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Sources cellulaires et impact de l'interleukine 22 binding protein (IL-22BP) sur la réponse
moléculaire induite par les interleukines 22 et 17 au cours de la maladie de Crohn

Mots clés : Interleukine-22 binding protein, interleukines 22 et 17, barriéres épithéliales, muqueuse
intestinale, maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, maladie de Crohn

Résumé : Les interleukines IL-22 (IL-22) et IL-
17 (IL-17) exercent des actions bénéfiques sur
les cellules épithéliales intestinales (CEI) en
renforcant les propriétés de barriere de la
muqueuse intestinale via l'induction de peptides
antimicrobiens ou encore [linduction de
processus de réparation. Dans un objectif de
développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques dans la prise en charge des
maladies inflammatoires chroniques de lintestin
(MICI), nous avons voulu évaluer au cours de
ce projet, l'intérét d’'un renforcement de leurs
actions.

Pour cela, nous nous sommes intéressés a
linhibiteur soluble et spécifique de [I'lL-22:
l'interleukine-22 binding protein (IL-22BP). De
nombreux travaux ont clairement admis sa
capacité a bloquer les actions de I'lL-22 in vivo
et in vitro, tandis que d’autres ont identifié les
cellules dendritiques et les éosinophiles

Cellular sources and impact of interleukin 22 binding protein (IL-22BP) on the molecular response

comme ces principales sources de production
dans lintestin. Au niveau des mugqueuses
inflammatoires de patients MICI, I'lL-22BP est
augmenté, suggérant qu’il pourrait inhiber les
actions induites par I'lL-22.

Ce travail présente donc pour objectifs
principaux d’évaluer au cours de la maladie de
Crohn (MC) limpact de [lIL-22BP sur la
réponse moléculaire induite par I'lL-22 et IL-17,
préalablement caractérisée a partir de
données de transcriptomique issues de la
stimulation ex-vivo de biopsies intestinales
saines. Dans un objectif secondaire, et au vue
des récentes données de la littérature, nous
avons caractérisé les sources cellulaires d’IL-
22BP au cours de la MC. Ainsi une meilleure
compréhension de [lL-22BP permettra de
mieux appréhender lintérét d’'une modulation
de lintéraction IL-22/IL-22BP au cours de la
MC.

induced by interleukins 22 and 17 during Crohn's disease.

Keywords : Interleukin-22 binding protein, interleukin-22, interleukin-17, epithelial barriers,

mucosa, inflammatory bowel diseases, Crohn’s disease

Abstract : The interleukins IL-22 (IL-22) and IL-
17 (IL-17) exert beneficial and synergistic
actions on intestinal epithelial cells (IECs) by
reinforcing the barrier properties of the intestinal
mucosa through the induction of antimicrobial
peptides or the induction of repair processes.
With the objective of developing new therapeutic
strategies in the management of chronic
inflammatory bowel diseases (IBD), we wanted
to evaluate during this project, the interest of
strengthening their actions.

We focused on the soluble and specific inhibitor
of 1L-22: the interleukin 22 binding protein (IL-
22BP). Numerous studies have clearly
recognized its ability to block the actions of IL-
22 in vivo and in vitro, while others have
identified dendritic cells and eosinophils as the

main sources of production in the gut. In the
inflammatory mucosa of IBD patients, IL-22BP
is increased, suggesting that it may inhibit IL-
22-induced actions.

The main objectives of this work are therefore
to evaluate the impact of IL-22BP on the
molecular response induced by IL-22 and IL-17
during Crohn's disease (CD), previously
characterised using transcriptomic data from
ex-vivo stimulation of healthy intestinal
biopsies. As a secondary objective, and in view
of recent data in the literature, we have
characterised the cellular sources of IL-22BP
during CD. Thus, a better understanding of IL-
22BP will allow to better apprehend the interest
of a modulation of the IL-22/IL-22BP interaction
during CD.

intestine



