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Introduction

A. L’allogreffe de cellule souches hématopoiétiques

La greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques (allo-CSH) a acquis une
place essentielle en thérapeutique hémato-oncologique. Elle permet de guérir certaines
hémopathies malignes ou des maladies non malignes de la moelle osseuse ou du systéme
immunitaire, en remplagant une moelle osseuse défaillante par des cellules viables et
fonctionnelles. L’allo-CSH a considérablement amélioré le pronostic des leucémies aigués,
lymphoides et myéloides, qui représentent actuellement environ 50% des indications. Les
autres indications sont les hémopathies lymphoides et myéloides chroniques, mais aussi les
aplasies médullaires, les hémoglobinopathies sévéres et les déficits immunitaires combinés

séveres. Prés de 20000 allo-CSH sont réalisées chaque année dans le monde.

Les greffons de CSH allogéniques peuvent avoir trois origines : la moelle osseuse, les
cellules souches périphériques et le sang placentaire. La moelle osseuse, premiére
technique historiquement décrite, est prélevée par ponction directe au niveau de la créte
iliaque. Elle requiert néanmoins une anesthésie générale du donneur. Par la suite, d’autres
modes de prélevement de CSH ont été développés. Ainsi I'injection de G-CSF (granulocyte-
colony stimulating factor) permet la mobilisation dans le sang périphérique des CSH, qui sont
ensuite recueillies par aphérése. Son avantage principal est le prélévement d’'un nombre de
CSH plus important que lors d’'un prélévement médullaire, induisant une reconstitution
hématopoiétique plus rapide. Enfin, les CSH contenues dans le sang placentaire présentent
un grand potentiel de régénération et une faible immunoréactivité, permettant de réduire les
risques liés a 'incompatibilité entre donneur et receveur. Cependant la quantité restreinte de
CSH contenues dans le sang placentaire améne a [l'utilisation de deux unités de sang

placentaire de donneurs différents pour un receveur adulte (Barker et al., 2005).

L’allo-CSH implique la réalisation, chez le receveur, d’'un conditionnement comportant

une chimiothérapie associée ou non a une radiothérapie et ayant pour but :

* de libérer des niches hématopoiétiques pour I'implantation du greffon
* de détruire le systéeme immunitaire du receveur afin de prevenir le rejet

* de détruire la maladie résiduelle en cas de greffe pour hémopathies malignes

De facon simplifiée, il existe deux types de conditionnement : myéloablatif et non-
myéloablatif. Historiquement, des doses ablatives de chimiothérapie et une irradiation
corporelle totale étaient considérées comme nécessaires pour éradiquer les cellules
tumorales et induire une immunosuppression permettant la prise de greffe du donneur. Ces

conditionnements myéloablatifs sont encore utilisés pour un trés grand nombre de patients,
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et particulierement pour ceux atteints de maladies malignes agressives qui requiérent un
effet anti-tumoral puissant. Cependant et malgré le succés de ce traitement sur la survie a
long terme des patients, son usage est restreint a des patients de moins de 50 ans en raison
de sa toxicité. De plus, les fortes doses de chimiothérapie employées sont associées a une
aplasie profonde et prolongée et a un risque infectieux majeur. Les conditionnements non
myéloablatifs ont été développés plus récemment afin de diminuer lintensité du

conditionnement, réduisant ainsi la toxicité et la durée de la phase d’aplasie.

Aprés conditonnement, les CSH sont administrées par voie intraveineuse puis
migrent spontanément dans la moelle du receveur. Dans les années 2000, des études ont
proposé I'injection des CSH directement dans 'os pour améliorer la prise de greffe (Castello
et al., 2004; Kushida et al., 2001). Cette approche a été utilisée dans la greffe de sang
placentaire, entrainant une reconstitution hématopoiétique plus rapide malgré le nombre
restreint de CSH (Frassoni et al., 2008; Frassoni et al., 2010).

A la différence de la transplantation d’organe solide — coceur, poumons, foie, reins, —
lallo-CSH n’est pas uniquement une médecine de remplacement d’'un organe ou tissu
défaillant mais constitue une véritable immunothérapie. En effet, I'efficacité de l'allo-CSH
dans de nombreuses maladies malignes est due a la réponse « Graft-versus-leukemia »
(GVL) ou « Graft-versus-tumor » (GVT), effet di0 aux lymphocytes T (LT) du donneur qui
reconnaissent et détruisent les cellules malignes résiduelles du receveur. Au moins trois
arguments attestent de I'existence de I'effet GVL aprés allo-CSH. Tout d’abord, I'obtention
de rémissions partielle ou compléte chez les patients ayant recu un conditionnement
prégreffe non-myéloablatif. Ce traitement a trés peu d’effet antitumoral direct et ne peut
expliquer a lui seul la disparition des cellules malignes chez le receveur. Ensuite, chez des
patients qui présentent une rechute alors qu'ils étaient en rémission compléte aprés allo-
CSH, une transfusion de lymphocytes issus du donneur ou « donor lymphocytes infusion »
permet d’éliminer les cellules leucémiques. Enfin, des rémissions complétes de la maladie
maligne ont été occasionnellement rapportées chez des patients chez qui les leucémies

persistaient post-transplantation, et qui ne recevaient plus de chimiothérapie.
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B. La maladie du greffon contre I’héte (GVHD)

Dans les années 1950, les premiéres tentatives de greffe de CSH entre individus
genétiquement différents sont entreprises. Dans la souris, I'équipe de D.W. Barnes observe
que les receveurs d’allo-CSH présentent un syndrome appelé « maladie secondaire »
associant cachexie, splénomégalie et diarrhée, et désormais connu sous le nom
de «maladie du greffon contre I'héte » (Graft-versus-host-disease, GVHD). Leurs
expériences décrivent également pour la premiére fois la relation étroite entre la GVHD et
I'effet GVL (Barnes et al., 1956; Barnes and Loutit, 1957).

Dix ans aprés ces travaux, Billingham définit la GVHD comme un processus au cours
duquel les cellules immunocompétentes du donneur reconnaissent et attaquent les tissus de
I‘héte. Il énumére ainsi les conditions nécessaires au développement de la GVHD
(Billingham, 1966) :

* Le receveur doit étre incapable de rejeter le greffon. En effet, la présence
de cellules immunocompétentes du receveur entrainerait la destruction des
cellules du donneur et donc le rejet de greffe. Il doit donc recevoir un traitement
immunosuppresseur.

e Le receveur doit posséder des antigénes étrangers au donneur.
L'incidence de la GVHD est directement liée au degré d’'incompatibilité entre
donneur et receveur, en particulier au niveau du complexe majeur
d’histocompatibilité¢ (CMH) appelé, chez 'homme, molécules HLA (Human
Leukocyte Antigen). Ainsi, l'incidence varie de 35 a 45 %, en cas de trés bonne
compatibilit¢ HLA (donneur familial), a 60-80 %, en cas de donneur avec un
seul antigene non compatible. La disparit¢ des antigénes mineurs
d’histocompatibilité entre donneur et receveur est également un facteur de
risque important pour la survenue de la GVHD.

e Le greffon doit contenir des cellules compétentes sur le plan
immunologique. Les LT matures sont les principales cellules
immunocompétentes du greffon responsables de la GVHD. Ainsi, aprés allo-
CSH, la sévérité de la GVHD est directement corrélée au nombre de LT
transfusés (Kernan et al., 1986). Le traitement immunosuppresseur est donc
également administré pour prévenir I'apparition de la GVHD. En général, il
comporte une association de méthotrexate (antimétabolite) et de ciclosporine

(anticalcineurine).
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La GVHD présente une physiopathologie complexe qui résulte de la reconnaissance
d’antigénes d’histocompatibilité propres au receveur par les LT du donneur, suivie de la

destruction par ces LT activés des tissus sains du receveur (Blazar and Murphy, 2005).

Afin de mieux caractériser les réponses mises en jeu lors de l'allo-CSH, des modéles
animaux expérimentaux ont été développés. Les modeéles murins de GVHD sont des
modéles d'incompatibilité portant soit sur le CMH, soit sur les antigénes mineurs. La GVHD,
qui se développe en réponse a la disparité de CMH (classe | ou Il), est dépendante des LT
CD4+ auxiliaires (Th) capables d’activer les LT CD8+ qui amplifient davantage I'atteinte
tissulaire. Il existe également certains modéles de GVHD induite par les LT CD8+
dépendants seulement de la machinerie cytolytique. Enfin, les modéles de GVHD portant sur
les antigénes mineurs peuvent étre liés soit aux LT CD8+ seuls soit aux LT CD4+ seuls, soit

une combinaison des deux.

Chez 'homme, il est important de rappeler que la majorité des allo-CSH sont réalisées
entre un patient et un donneur sain, compatibles au niveau HLA, mais présentant des
différences au niveau des antigénes mineurs ; c’est une des raisons de I'absence de modéle
murin unique et idéal capable de mimer le déroulement de l'allo-CSH humaine (Reddy and
Ferrara, 2008).

La GVHD reste une complication sévére de lallo-CSH chez I'homme. Elle est
responsable d’'une mortalité de 10% a 50% et d’'une morbidité considérable. Du point de vue
clinique, la GVHD peut se manifester sous deux formes différentes. Par convention, la forme
aigué survient dans les 100 premiers jours suivant la transplantation alors que les signes de
GVHD chronique apparaissent aprés ce délai (Anasetti et al., 1990; Sullivan et al., 1991;
Sullivan et al.,, 1992). Différents processus pathologiques sont impliqués dans les deux
formes : la GVHD aigué reflete un mécanisme inflammatoire exacerbé alors que la forme

chronique est caractérisée par des mécanismes auto-immuns et induisant de la fibrose.
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Elle s’observe entre deux et quatre semaines aprés la greffe. Il s’agit d’'une réaction
immunologique provoquée par les cellules du donneur et dirigée principalement contre les
tissus du receveur : la peau, le tractus gastro-intestinal et le foie (Vogelsang et al., 2003).
Dans une étude détaillée, le groupe de C. Anasetti montre que 81% des patients
développent des signes cliniques cutanés, 54% présentent des manifestations au niveau
intestinal et le foie est atteint dans 50% des cas (Anasetti et al., 1990). Les poumons sont

également la cible de la maladie (Cooke et al., 2000).

Le diagnostic de la GVHDa est clinique mais sa confirmation nécessite une biopsie
cutanée ou hépatique. La peau est souvent le premier organe atteint, manifestation
coincidant avec la prise des cellules du donneur. La maladie se caractérise au niveau cutané
par un érythéme maculopapuleux et un prurit qui peuvent se répartir sur tout le corps.
L’atteinte digestive se manifeste par une diarrhée subaigué, d’intensité variable, associée ou
non a des douleurs abdominales (Ferrara and Deeg, 1991). L’atteinte hépatique, plus
tardive, est caractérisée par des degrés variables de cytolyse et de cholestase. Lorsqu’elle
est réalisée, la biopsie montre des foyers de nécrose éosinophile, une destruction des
canaux biliaires, une hypertrophie des cellules de Kipffer et des infiltrats lymphocytaires

péribiliaires.

La GVHDa est classée en plusieurs grades (de 0 a IV), dépendant du nombre
d'organes affectés et de I'étendue de l'atteinte. Le pronostic des patients présentant une
GVHD de grade lll/IV est sombre. Généralement, le traitement consiste a optimiser
l'immunosuppression et a ajouter de la méthylprednisolone. Environ 50% des malades
répondent favorablement a ce traitement. Si la GVHD continue a progresser au-dela de
quelques jours, une thérapie immunosuppressive de seconde ligne, pour laquelle il n'y a pas
de standard défini, est mise en place. La prise en charge inclut par ailleurs le traitement des
infections en cas de GVHD cutanée, et une nutrition adaptée en cas de GVHD gastro-

intestinale.

10
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Elle survient plus de 100 jours aprés la greffe et est souvent mais pas systématiquement

précédée d’'une GVHDa. Comme pour la forme aigué, elle touche :

* La peau et les ongles et les musqueuses : zones d’hypo- ou hyperpigmentation,
sclérose, lichen plan, érythéme

* Les yeux etla bouche : syndrome sec

» Le tube digestif : perte d'appétit

» Le foie : ictére ou, a un moindre degré, une anomalie des tests hépatiques.

Elle peut se manifester par des phénoménes auto-immuns, avec présence d’auto-
anticorps, un tableau de sclérodermie ainsi que sous forme d'une bronchiolite oblitérante

caractérisée par une atteinte inflammatoire et fibrosante de la paroi des bronchioles.

Les formes limitées de la GVHDc nécessitent un traitement local, ce qui permet de
diminuer 'immunosuppression et le risque de complications infectieuses. La encore, dans
les formes diffuses, le traitement de premiére ligne repose sur une corticothérapie,
éventuellement associée a la prise de ciclosporine. En cas de GVHDc cortico-résistante, il

n’existe pas de consensus formel a I'’heure actuelle.

La recherche actuelle vise a identifier les mécanismes immunologiques responsables
des effets GVHD et GVL pour parvenir a potentialiser I'effet GVL tout en minimisant I'effet
GVHD.

11
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C. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA GVHDa

Les travaux de J.L. Ferrara et dautres équipes effectués dans des modéles
expérimentaux ont permis de schématiser le développement de la GVHD aigué en trois

phases (Blazar and Murphy, 2005; Socie and Blazar, 2009) (voir Figure 1).

A Phase d’initiation B Phase d’induction C Phase effectrice

Conditionnement prégreffe Activation Prolifération et différenciation Tissus cibles de la GVHD

~ : Intestin
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Figure 1: Les trois phases de la physiopathologie de la GVHDa. A. La phase d’initiation débute par le
conditionnement prégreffe (irradiation corporelle totale et/ou chimiothérapie) qui engendre des 1ésions au
niveau des tissus de 1’hdte, notamment intestinaux. Le relargage de signaux « danger» provoque la
surexpression des molécules du CMH et des molécules d’adhésion qui accroit la présentation d’alloantigénes
par les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) aux LT CD4+ et CD8+ du donneur. B. La phase d’induction
implique la liaison du récepteur des LT (T Cell Receptor TCR) et la costimulation qui ménent a 1’activation des
LT et a leur prolifération. Lorsque les LT alloréactifs proliférent, ils se différencient en plusieurs sous
populations. Ce processus est dii aux cytokines présentes dans le milieu environnant. Les LT activés sont
capables de sécréter a leur tour des cytokines inflammatoires, d’exprimer des récepteurs aux chimiokines et de
migrer dans les organes cibles de la GVHDa. La production de chimiokines dans les tissus 1ésés provoque le
recrutement d’autres types cellulaires (cellules « Natural Killer » NK, polynucléaires neutrophiles, monocytes)
contribuant a la GVHD. C. La phase effectrice est caractérisée par la destruction des tissus de 1’hote par les
perforines, les granzymes ou le « tumor necrosis factor » (TNF-a) aboutissant aux manifestations cliniques de
la GVHDa.
Modifi¢ de (Fu et al., 2014)

12



Introduction

1) Initiation de la GVHDa

a) Impact du conditionnement prégreffe

Le conditionnement est fortement impliqué dans linitiation de la GVHD. Il entraine
des lésions tissulaires au niveau de l'intestin, des poumons, de la peau et d’autres organes
(Down and Yanch, 2010).

Les modéles animaux et les observations cliniques ont démontré une relation directe
entre lintensité du conditionnement, les lésions tissulaires engendrées, la production de
cytokines inflammatoires et la sévérité de la GVHD (Cooke et al., 2000) (Voir Figure 2). Ces
observations ont conduit a modifier la prise en charge clinique, en réduisant I'intensité du

conditionnement pré-greffe.

b) ROdles des signaux « danger »

Lors du conditionnement prégreffe, les lésions tissulaires engendrées, en particulier
au niveau digestif, entrainent la production de divers signaux « danger ». Les cellules
nécrotiques de l'intestin et du péritoine libérent des molécules connues sous le nom de
DAMPs (Damage-associated molecular patterns) comme le sulfate d’héparane, la protéine
HMGB1 ou des acides nucléiques. Parmi ces DAMPs, I'ATP est reconnue par le récepteur
P2X7 des cellules présentatrices d’antigéne (CPA), active linflammasome et méne a la
surexpression des molécules de costimulation a la surface des CPA (Wilhelm et al., 2010).
Un autre exemple de DAMPs impliqué dans le développement de la GVHD est l'acide
urique. Aprés le conditionnement prégreffe, I'acide urique est relargué dans le milieu
environnant par les cellules endommagées et contribue a I'activation de I'inflammasome via
NIrp3. Cette activation entraine la production d’IL-1B et participe au déclenchement de la
réponse allogénique. Ainsi, la déplétion de I'acide urique est associée a la diminution de la
sévérité de la maladie dans la souris (Jankovic et al., 2013). L'utilisation thérapeutique

d’'urate oxydase a d’ailleurs fait 'objet d’un essai clinique de phase | (Yeh et al., 2014).
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BU+ CY + TBI* A
BU + TBI*
CY + TBI*
FLU + AraC
BU+ CY + ATG
BU + CY
BU + Melphalan
FLU + Melphalan
FLU + Treosulfan
FLU + BU (3.2 -16)
tbit + FLU (90 - 250)
tbit

2 <thit< 4.5 Gy
TBI*> 12Gy

Atteinte tissulaire

Intensité du conditionnement

Figure 2: Relation entre I’intensité du conditionnement utilisé lors de I’allo-CSH et les atteintes
tissulaires engendrées (toxicité). TBI et tbi, irradiation corporelle totale; BU, busulfan; CY,
cyclophosphamide ; FLU, fludarabine ; AraC, cytarabine ; ATG, anti-thymoglobulines

Modifié de (Warren et al. 2013)

Le conditionnement entraine aussi la rupture de la barriere épithéliale intestinale et le
passage vers la circulation sanguine d’autres signaux « danger » issus de microorganismes
normalement séquestrés dans la lumiére intestinale et appelés PAMPs pour « Pathogen

associated molecular patterns ».
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a) Les récepteurs de 'immunité innée

La reconnaissance des signaux « danger » par les cellules de I'immunité innée passe
par des récepteurs appelés PRR (Pattern recognition receptor) exprimés a leurs surfaces et
entraine l'activation de la réponse immunitaire. La reconnaissance des DAMPs et PAMPs
par les cellules de 'immunité innée est attribuable a deux familles principales de PRR : les

TLR ou « Toll-like receptors » et les NLR ou « NOD-like receptors » (Heidegger et al., 2014).

Roéle des Toll-like receptors dans le développement de la GVHDa

Les TLR constituent une famille de PRR transmembranaires qui sont exprimés par de
nombreux types cellulaires (O'Neill et al., 2013). La reconnaissance de composants
microbiens par les TLR entraine I'activation des CPA puis la production de cytokines et

chimiokines pro-inflammatoires (Hill and Ferrara, 2000; Teshima et al., 2002).

Les TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 et TLR6 sont des récepteurs de surface qui
reconnaissent des produits bactériens tandis que TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 sont
principalement localisés au niveau intracellulaire et reconnaissent les acides nucléiques

d’origine bactérienne ou virale (Medzhitov and Janeway, 2002).

Un des TLR les plus étudiés dans le contexte de l'allo-CSH est le TLR4. Les
mutations du TLR4, récepteur du lipopolysaccharide (LPS), ont été décrites chez les patients
et dans les souris comme étant associées a une GVHD moins sévére (Imado et al., 2010;
Lorenz et al., 2001). Cependant la signalisation dépendante du TLR4 ne semble pas étre
absolument nécessaire au développement de la GVHD. En effet, une étude a montré que
des souris invalidées pour TLR4 n’étaient pas protégées de la GVHD, suggérant I'implication
d’autres voies de signalisation (Calcaterra et al., 2008). Entre autres, la reconnaissance par
le TLR9 d’ADN bactériens pourrait augmenter la sévérité de la maladie (Calcaterra et al.,
2008; Heimesaat et al., 2010).

A linverse, la reconnaissance de PAMPs par d’autres membres de la famille des TLR

pourrait limiter la GVHD. La flagelline, protéine constituant le flagelle de nombreuses

bactéries mobiles comme Escherichia coli, peut étre reconnue par le TLRS. Elle diminue la
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sévérité de la GVHD en inhibant la fonction des CPA et en favorisant la génération de LT

régulateurs (Treg) (Hossain et al., 2011; Penack et al., 2010; Sawitzki et al., 2014).

De plus, la cinétique d’activation des TLR semble étre cruciale dans le
développement de la GVHD. Une équipe a montré que l'application de ligands de TLR7 sur
la peau des souris aprés allo-CSH mais avant l'induction de la GVHD entrainait un infiltrat
massif de LT et des signes cliniques aux sites traités (Chakraverty et al., 2006). A l'inverse,
une seule application administrée entre le conditionnement et I'allo-CSH induit I'expression
de I'enzyme indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) capable de limiter la GVHD intestinale

(Jasperson et al., 2009).

Néanmoins, il est important de mentionner que la réponse allogénique peut se
produire en absence de signalisation par les TLR (Li et al., 2011) suggérant que cette voie

n’est pas la seule impliquée dans la pathogénése de GVHD.

Roéle des NOD-like receptors dans le développement de la GVHDa

Une autre famille de PRR, les récepteurs de la famille NLR sont également présents
sur de nombreux types cellulaires (Inohara et al., 2001) et sont capables de reconnaitre des
produits microbiens mais également des DAMPs comme I'’ADN double brin relargué par les
cellules nécrotiques. Parmi ces NLR, NOD1 et NOD2 reconnaissent spécifiquement des
composants des membranes bactériennes comme le peptidoglycane. Ces PRR ont été trés
étudiés dans la maladie de Crohn, atteinte inflammatoire chronique partageant plusieurs
aspects immunopathologiques avec la GVHD intestinale. De maniére intéressante, le
polymorphisme de NOD2 semble influencer I'incidence de la GVHD (Penack et al., 2010).
Plus précisément, des études montrent que le risque de développer une GVHD est plus
sévere lorsque le receveur ou le donneur présente des mutations de NOD2 (Holler et al.,
2006; Holler et al., 2004; Sairafi et al., 2008).

b) Activation des cellules de I'immunité innée

Les PAMPs et les DAMPs ainsi reconnus par les différents PRR sont responsables
de l'activation des sentinelles de I'immunité, les CPA, nécessaires a la présentation des
alloantigénes et donc a l'induction de la GVHD. De nombreux types cellulaires peuvent

participer a la présentation antigénique avec des niveaux d’efficacité différents (Unanue,
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2002). Les CPA dites « professionnelles » sont des cellules hématopoiétiques tres efficaces
pour charger les peptides antigéniques sur les molécules du CMH et pour présenter ceux-ci
a la membrane cellulaire conjointement aux signaux d’adhésion et de costimulation. Ces
signaux formeront la synapse immunologique indispensable a l'activation des LT pour
promouvoir une réponse immunitaire adaptative. |l s’agit des Ilymphocytes B, des
macrophages et des cellules dendritiques (DC). Par ailleurs, d’autres cellules non
hématopoiétiques peuvent acquérir la capacité de présenter les antigénes sous certaines

conditions spécifiques.

Il y a eu récemment de nombreux progrés concernant la description du réle des CPA
dans la GVHD. Il semblerait notamment que l'origine des CPA (donneur ou receveur) joue
un role prépondérant (Chakraverty and Sykes, 2007). Des travaux ont montré que les CPA
professionnelles issues du receveur ne sont pas indispensables au déclenchement de la
maladie a linverse des CPA issues du donneur (Toubai et al., 2011). En effet, aprés
conditionnement et allo-CSH, les CPA radio- ou chimiosensibles ainsi que les populations
précurseurs de ces CPA issues du receveur sont rapidement éliminées. Les CPA issues du
donneur peuvent alors se multiplier et reconstituer le pool de CPA. La cinétique de cette
reconstitution dépend, la aussi, du type de conditionnement (Auffermann-Gretzinger et al.,
2002). Certaines CPA du receveur sont résistantes au conditionnement, notamment les
macrophages de la peau (Bogunovic et al., 2006) ou encore les cellules de Langerhans
(Durakovic et al., 2006). Au final, les principales CPA impliquées dans la GVHD sont les
CPA du donneur, et de maniére plus accessoire, celles du receveur qui persistent aprés

conditionnement.

c) Activation et différenciation des lymphocytes T

Aprés allo-CSH, les LT naifs du donneur migrent dans les organes lymphoides
secondaires du receveur (Beilhack et al., 2005). lls proliférerent alors rapidement sous
linfluence des CPA activées avant de passer dans la circulation périphérique (Voir Figure
3). Lors du processus de GVHD, l'activation des LT, leur prolifération et leur différenciation

sont considérées comme des facteurs déterminants pour le développement de la maladie.
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2. Migration et
maturation des I
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Figure 3 : Les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) peuvent influencer le développement de la GVHD
a différents niveaux. Apres activation, les CPA migrent dans les ganglions lymphatiques dans lesquels elles
activent les lymphocytes T (LT) allogéniques et leur inculquent un phénotype migratoire. Les LT effecteurs
infiltrent ensuite les tissus cibles de la GVHD. Les CPA présentes dans les tissus 1ésés peuvent amplifier la

réponse allogénique en sécrétant des cytokines et en recrutant davantage de LT.
Modifié de (Chakraverty and Sykes, 2007)

La GVHDa a longtemps été considérée comme une maladie provoquée par les Th1
en raison de linfiltrat de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et de I'augmentation de
production des cytokines de type Th1 comme les interférons (IFN) et I'interleukine 12 (IL-12)
(Antin and Ferrara, 1992; Blazar et al., 1997; Mohty et al., 2005). Plus tard, d’autres études
ont mis en évidence la participation d’autres populations de lymphocytes Th dans la GVHDa
murine. Nous allons détailler les fonctions et caractéristiques des différents sous types de

lymphocytes Th impliqués dans la physiopathologie de la maladie.

Les lymphocytes T CD4+ peuvent s’engager dans différentes voies de différenciation
cellulaire selon les cytokines présentes dans le milieu environnant et les signaux de
costimulation qu’ils recoivent. La différenciation de ces cellules nécessite la coordination
entre la transmission des signaux induits par les cytokines et l'activation de facteurs de

transcription spécifiques a chaque lignée cellulaire (Voir Figure 4).
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Voie Th1: Tbet, STAT1, IFN-y, TNF-a

La coordination de plusieurs facteurs de transcription induit la différenciation des LT
CD4+ naifs en Th1. D’abord, le facteur Tbhet joue un réle primordial en promouvant la
différenciation Th1 et en inhibant simultanément les autres voies (Lazarevic and Glimcher,
2011). Tbet contréle également I'expression de génes codant des molécules nécessaires a
la migration des Th1 telles que le récepteur de chimiokine CXCRS3 (Lord et al., 2005). Il
orchestre aussi la sécrétion d’'IFN-y (Szabo et al., 2000) et des chimiokines CCL3 et CCL4
(Lord et al., 2005). Tbet inhibe enfin I'expression de certains génes de la famille SOCS
(Suppressor of cytokine signaling) tels que SOCS1 et SOCS3 dont la répression est

nécessaire a la création de Th1 fonctionnels (Oestreich et al., 2011).

L’'IFN-y ainsi sécrété provoque une stimulation endocrine en activant STAT1 (Afkarian
et al., 2002). L’équipe de H. Ma a montré que I'absence de STAT1 dans les LT CD4+ du

donneur réduisait la sévérité de la GVHD murine (Ma et al., 2011).

L’'IFN-y a également un effet paracrine et induit un effet pathogéne direct au niveau
intestinal (Yi et al., 2009). Paradoxalement, d’autres études montrent que I'lFN-y ne semble
pas indispensable a l'induction de la GVHD et peut méme inhiber son développement. Une
étude démontre que la transplantation de LT CD4+ issus de souris invalidées pour I'lFN-y
induisait une GVHD accélérée aprés irradiation a dose |étale dans un modele murin (Brok et
al., 1993). A Tlinverse, l'utilisation de ces mémes cellules aprés irradiation sublétale
provoquait une GVHD moins sévére (Welniak et al., 2000). De méme, des études ont
rapporté un role protecteur de I'lFN-y dans les poumons (Sun et al., 2012), probablement par

sa capacité a induire 'enzyme anti-inflammatoire IDO.

Une autre cytokine sécrétée par les Th1 est aussi impliquée dans la physiopathologie
de la GVHD. Il s’agit du TNF-a qui participe a la phase dinitiation et qui amplifie la
progression de la maladie une fois celle-ci établie. Une série d’expériences cliniques a mis
en avant la forte corrélation entre les niveaux d’expression du récepteur au TNF-a (TNFR1)
et la sévérité de la GVHD (Levine, 2011). Le TNF-a exerce a la fois des effets directs et
indirects sur la GVHD : il induit directement l'apoptose sur les tissus cibles et active
indirectement la prolifération des LT. Le ciblage thérapeutique de cette cytokine a donné des
résultats prometteurs dans les modeéles expérimentaux de GVHD (Korngold et al., 2003).
L’Infliximab, un anticorps chimérique bloquant le TNF-a, semble étre bien toléré et assez
efficace dans le traitement des patients atteints de GVHDa cortico-résistante (Couriel et al.,
2004).
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Voie Th2: STAT6, GATA-3, IL-4, IL-13

STAT6 est un des principaux facteurs de transcription impliqués dans la
différenciation Th2 (Shimoda et al., 1996). Ce facteur est activé suite a la stimulation par I'lL-
4 et I'lL-13. Les LT CD4+ naifs invalidés pour STAT6 perdent en grande partie leur capacité
a se différencier en Th2 (Takeda et al., 1996). De plus, STAT6 augmente I'expression de
GATA-3, deuxieme facteur essentiel aux Th2 (Zhu et al., 2001). En effet, dans les souris
invalidées pour GATA-3, la différenciation Th2 est interrompue et les LT CD4+ naifs

s’engagent dans la voie Th1 (Pai et al., 2004).

Les deux principales cytokines produites par les Th2 sont I'lL-4 et I'lL-13. De maniére
intéressante, il a été rapporté que la transplantation de LT invalidés pour 'lL-4 provoquait
une GVHD sévére (Foley et al.,, 2008; Tawara et al., 2008) bien que d’autres équipes
rapportent I'inverse (Murphy et al., 1998).

L’IL-13 est une cytokine produite par les Th2 mais également par d’autres sources
cellulaires. Des études in vitro suggéerent que I'lL-13 produite par les LT du donneur pourrait
inhiber la production de TNF-a aprés allo-CSH et augmenter la sécrétion de cytokines

immunomodulatrices telles que I'lL-4, I'lL-5 ou encore le TGF-3 (Lee et al., 2001).

Ainsi, les lymphocytes Th2 ne sont pas considérés comme pathogénes et pourraient
étre protecteurs dans le développement de la GVHD (Fowler et al., 1994; Krenger et al.,
1995; Pan et al., 1995; Tawara et al., 2008). A I'heure actuelle, 'impact de la modulation de

la voie Th2 dans le contexte de I'allo-CSH n’est pas clairement établi.

Voie Th17: RORyt, STATS3, IL-17, IL-21, IL-22, IL-23

Les Th17 sont des cellules pro-inflammatoires prenant part a 'immunité adaptative
dirigée contre les pathogénes extracellulaires. lls jouent également un rble pathogéne dans
de nombreuses maladies autoimmunes (Bettelli et al., 2007). Le phénotype Th17 est
dépendant des facteurs de transcription RORyt et STAT3 nécessaires a I'expression de I'lL-
17A, IL-17F, IL-21 et IL-22 (Ilvanov et al., 2006).

Le réle de I'lL-17 dans le développement de la GVHD n’est toujours pas clair. En
effet, la transplantation in vivo de lymphocytes Th17 polarisés méne a une forme agressive
de la maladie (Carlson et al., 2009; Iclozan et al., 2010). Cependant, la transplantation de LT
invalidés pour I'lL-17 peut atténuer, exacerber ou ne pas influencer la GVHD selon le modéle

et les souches murines utilisés (Kappel et al., 2009; Yi et al., 2009; Yi et al., 2008).
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L’IL-21 contribue a la sévérité de la maladie dans la souris (Bucher et al., 2009). Le
groupe de B. Blazar a Minneapolis a utilisé un modéle de GVHD xénogénique dans lequel
les souris immunodéficientes regoivent un greffon humain. Dans ce modéle, le blocage par
un anticorps spécifique neutralisant I'lL-21 humaine est associé a une réduction significative
de la GVHD avec une perte de poids moins importante et une augmentation des Treg dans

les souris traitées (Hippen et al., 2012).

En utilisant des stratégies basées sur [lutilisation des souris génétiquement
modifiées, I'équipe de R. Das a étudié les effets de I'lL-23, cytokine nécessaire a la survie
des Th17, sur la GVHD et sur I'effet GVL (Das et al., 2010). lls ont démontré que le blocage
spécifique de I'lL-23 protégeait le colon et atténuait les Iésions intestinales tout en préservant
l'effet GVL, suggérant ainsi que I'lL-23 pourrait étre une cible thérapeutique intéressante

pour réguler les réponses allogéniques chez les patients.

Nouvelles sous-populations: Th9, Th22, Tfth, Th17.1

L’IL-9 est une cytokine qui était précédemment associée au phénotype Th2. Elle est
impliquée dans certains phénoménes immunologiques tels que la recombinaison isotypique
des immunoglobulines de classe E, la résistance aux parasites ou encore I'asthme aussi
bien dans la souris que chez 'lhomme (Goswami and Kaplan, 2011; Soroosh and Doherty,
2009). Le phénotype Th9 correspond dans la souris a des LT CD4+ sécrétant beaucoup d’IL-
9, d’IL-10, de CCL7 et CCL22 sans sécréter d'IL-4, IL-13, IFN-y ou encore TNF-a (Veldhoen
et al., 2008). De plus, les lymphocytes Th9 n’expriment pas les facteurs de transcription des
autres Th tels que Tbet, GATA-3 ou ROR et leur différenciation est dépendante du récepteur
OX40, de I'lL-4 et du TGF-B (Xiao et al., 2012).

Récemment, il a été montré que les Th9 pouvaient avoir une effet anticancéreux en
sécrétant de I'lL-13 aprés activation de STAT1 (Vegran et al., 2014). Le rble des Th9 reste a
éclaircir, méme si leur differenciation semble participer a la pathogénése de la GVHD en
exacerbant directement les Iésions intestinales (Dardalhon et al., 2008) et en potentialisant

les réponses liées aux lymphocytes B et a la production d’auto-anticorps (Vink et al., 1999).

Une sous population spécifique produisant de I'lL-22 a été décrite pour la premiére
fois par le groupe de S. Eyerich (Eyerich et al., 2009). Leurs études portaient principalement
sur des pathologies de la peau telles que le psoriasis, 'eczéma ou les allergies de contact et
ont mis en évidence des clones de LT CD4+ produisant de I'lL-22, de I'lL-10, du TNF-a et du
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CCL15. Le phénotype Th22 dépend des facteurs de transcription AHR et Foxo4 (Duhen et
al., 2009). Le réle de I'lL-22 dans la GVHD a fait I'objet de ce travail.

Les cellules Tth ont été découvertes dans les années 2000 par différents groupes qui
rapporterent que la majorité des LT CD4+ se développant dans les amygdales présentent un
phénotype unique exprimant des taux élevés de CXCR5 et permettant la génération de LB
produisant des IgG et IgA (Kim et al., 2001). Les Tth sont sous la dépendance du facteur de
transcription Bcl-6 car en son absence, on observe une perte compléte de la génération de
LB dans les centres germinatifs (Yu et al., 2009a). Les Tfh expriment CD40L, ICOS,
produisent de I'lL-10 et sont responsables de la différenciation des LB (Schaerli et al., 2000).
Les Tfh sont capables de sécréter des cytokines propres aux lymphocytes Th1, Th2 et Th17
(Nurieva et al., 2008). lls sécrétent de [I'lL-21, cytokine primordiale a leur propre
développement. Trés récemment, une étude a montré qu’un taux élevé de Tfh était associé
a 'augmentation de la sévérité de la GVHD dans la souris sans clairement montrer par quels

mécanismes (Flynn et al., 2014).

Récemment, des lymphocytes T produisant a la fois de I'lFN-y et de I'lL-17 ont été
décrits chez 'homme (Acosta-Rodriguez et al., 2007). Cette sous population appelée Th17.1
exprime le récepteur a I'lL-23 et sécréte a la fois des cytokines associées aux Th17 c'est-a-
dire I'lL-17A, I'lL-17F et I'lL-22 mais également de I'lFN-y ce qui lui confére des propriétés

fortement pro-inflammatoires (Ramesh et al., 2013).

Dans la souris, le groupe de L.E. Harrington a observé une population similaire aux
Th17.1 (Harrington et al., 2005). Ces Th17.1 pathogénes ou pTh17 dépendent a la fois des
facteurs de transcription Tbet, ROR-yt mais également de RUNX1 et RUNX3 (Wang et al.,
2014). Cette population est impliquée dans la réponse cellulaire anticancéreuse (Viaud et al.,
2013) et semblent induire une encéphalite allergique expérimentale plus sévére que celle
induite par les Th17 (Ghoreschi et al., 2010).

Ce phénotype Th17.1 n’est pas encore bien déterminé. En effet, on ne sait pas si ce
phénotype est réellement stable ou s’il résulte d’'une « reconversion » de Th17 vers la voie
Th1. En effet, des études ont montré la plasticité des Th17 qui peuvent s’engager selon le
milieu environnant dans une polarisation Th1 et produire a la fois de I'lL-17 et de I'lFN-y (Lee
et al., 2009) et ce, de maniére physiologique (Hirota et al., 2011). De maniere trés
intéressante, ce processus de « reconversion » semble se produire davantage dans un
milieu lymphopénique (Martin-Orozco et al., 2009) et potentiellement dans le contexte d’allo-
CSH (Nishimori et al., 2012).
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Figure 4 : Principales voies de différenciation des lymphocytes CD4+. Ce schéma récapitule les principales
caractéristiques des différentes sous populations T effectrices : les cytokines induisant la polarisation vers un

profil donné, les facteurs de transcription et récepteurs associés ainsi que leur fonction et leur implication dans
la GVHD.

Complexité de la réponse allogénique T au cours de la GVHDa

Dans la GVHDa, le réle de chaque sous population de Th reste encore a préciser. Le
groupe de T. Yi a étudié l'effet pathogéne des sous populations Th1, Th2, Th17 dans les
tissus cibles de la maladie (Yi et al., 2009). lls ont démontré dans le modéle C57BL/6 dans
BALB/c soit un modéle d’incompatibilité de CMH de classe | largement utilisé, que les LT
issus de donneur sauvage se différenciaient préférentiellement en Th1 et participaient aux
Iésions intestinales et hépatiques. Cependant l'invalidation de I'lFN-y dans les LT du donneur
entrainait les différenciations Th2 et Th17 et exacerbait les Iésions pulmonaires et cutanées.

L’absence combinée d’IL-4 et d'IFN-y issue du donneur méne a la différenciation Th17 et
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cause principalement des lésions cutanées. L’absence d’IFN-y et d’'IL-17 était, quant a elle,
associée a une augmentation des Th2 et entrainait une atteinte pulmonaire. L’ensemble de
ce travail montre qu’il est possible d’'induire une GVHDa par différentes sous populations de

Th et que chacune est associée a un tissu cible en particulier.

Les atteintes spécifiques au cours de la GVHDa sont donc liées a la différenciation et
a la migration des LT dans les tissus cibles. Cette migration est dépendante de I'expression
des récepteurs aux chimiokines. Plusieurs études ont mis en évidence I'augmentation de
I'expression des chimiokines et de leurs récepteurs au cours de la GVHD (Mapara et al.,
2006; New et al., 2002).

Les chimiokines (ou cytokines chimio-attractives) forment un groupe de petites protéines qui
agissent en se fixant sur des récepteurs membranaires. Elles permettent de diriger les
cellules circulantes a travers le corps et d’orchestrer spécifiquement la réponse immunitaire
dans certains tissus. Les gradients de chimiokines liées a la matrice extracellulaire ou sous
forme soluble dirigent l'infiltration des leucocytes dans les tissus aprés phénoméne de
diapédése. Chez 'homme, il existe environ 50 génes codant des ligands de chimiokines et
plus de 20 génes codant leurs récepteurs spécifiques. Les chimiokines sont classées en
quatre groupes: C, CC, CXC ou CX3C selon la position du résidu cystéine dans leur
séquence d’acides aminés et leurs récepteurs respectifs suivent généralement cette
nomenclature. Par exemple, une chimiokine CC se fixe a un récepteur CC la plupart du

temps (Voir Figure 5).
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Figure 5 : Principaux constituants du systéme des chimiokines et leurs récepteurs. Les chimiokines pro-
inflammatoires sont inductibles et impliquées dans la réponse immunitaire. Les chimiokines homéostatiques
sont impliquées dans le développement physiologique des tissus. Certaines chimiokines sont également
associées a la réponse antivirale.

Dans le contexte de GVHD, le réle des chimiokines sur le recrutement des LT
allogéniques dans les tissus cibles commence a étre bien défini. Par exemple, le
recrutement des LT CCR5+ est associé au développement de la GVHD hépatique (Murai et
al., 1999). L'utilisation d’'un antagoniste de CCR5 semble étre une piste pour limiter la GVHD
chez 'homme (Reshef et al., 2012).

Le role dautres couples récepteurs/chimiokines est également rapporté. Par
exemple, I'expression de CCR9 par les LT alloréactifs facilite leur migration au niveau

intestinal et cutané. Tandis que le réle de CCR9 dans les modéles murins est incertain, le
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polymorphisme de CCR9 est associé a la sévérité de la GVHD chez ’'homme (Inamoto et al.,
2010).

CCR4 et CCR10 sont importants pour la migration au niveau de la peau et un grand nombre
de LT CCR4+CCR10+ est retrouvé dans le sang périphérique de patients atteints de GVHD
cutanée (Faaij et al., 2006).

CXCR3 est impliqué dans la migration des Th1 au niveau des |ésions tissulaires
(Piper et al., 2007). Il a par ailleurs été montré dans la souris que l'inhibition de CXCR3
réduisait la sévérité de la GVHD (He et al., 2008).

Le transfert adoptif de LT CD4+ invalidés pour CCRG6 retarde I'induction de la maladie
et diminue les symptébmes de GVHD. Dans cette étude, il est aussi montré que CCRG6
participe a la migration des LT au sein des organes cibles de la GVHD, probablement via
'augmentation de CCL20 (Varona et al., 2005).

Dans la GVHDc, I'équipe de M.M. Imanguli a observé que I'expression de CXCL9
était augmentée dans les muqueuses orales des patients atteints de GVHD comparée aux
patients ne développant pas la maladie (Imanguli et al., 2009). D’autres équipes ont
également observé I'augmentation de I'expression de CXCL9, CXCL10 et CXCL11 mais
aussi du ligand CXCR3 propre aux Th1 dans la conjonctive (Westekemper et al., 2010) et
dans I'épiderme (Piper et al., 2007) de patients atteints de GVHDc.

Le traitement de la GVHD par corticoides influence les niveaux d’expression de
chimiokines telles que CXCL9, CXCL10, CXCL11, CCL2 et CCL3. Ces différences
d’expression semblent inhiber le recrutement des LT au niveau intestinal mais pas au niveau

hépatique (Bouazzaoui et al., 2011).

Le ciblage thérapeutique des molécules responsables de la migration des Th dans
les tissus cibles semble donc étre une alternative intéressante pour le traitement de la
GVHD. Cependant I'utilisation de tels antagonistes comme les antagonistes de CCRS5, peut
également interférer dans le recrutement de Treg dans les tissus cibles (Wysocki et al.,
2005).

Aprés migration dans les tissus, les LT CD4+ participent a la phase effectrice de la
GVHD par une cascade complexe de plusieurs effecteurs inflammatoires qui se traduit par
une activation des LT cytotoxiques (Hill and Ferrara, 2000). Les voies de Fas/FasL et
perforine/granzyme sont les mécanismes classiques que les LT cytotoxiques utilisent pour
lyser les cellules cibles (Kagi et al., 1994; Russell and Ley, 2002). Si la plupart des études

n‘arrivent pas a montrer le réle de la voie perforine/granzyme dans la GVHD, I'implication de
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la voie Fas/FasL est bien décrite. En effet, les LT invalidés pour FasL diminuent fortement la

GVHD dans le foie, la peau et les organes lymphoides (van den Brink and Burakoff, 2002).

Certaines cellules de I'immunité sont, quant a elles, capables de limiter la réponse
allogénique. C’est le cas des Treg CD4+CD25+FoxP3+ ou encore de cellules myéloides
suppressives (Highfill et al., 2010; Lees et al., 2011). De nombreuses études ont montré le
réle essentiel des Treg dans la régulation de la GVHD (Hoffmann et al., 2002). En effet ces
LT suppriment la réponse allogénique par la production de cytokines anti-inflammatoires
comme I'IL-10 et le TGF-B. Les Treg peuvent agir sur les CPA via une inhibition dépendante
d’'un contact. Une étude a montré que des Treg obtenus ex vivo aprés stimulation avec les
CPA allogéniques du receveur peuvent moduler la GVHD (Cohen and Boyer, 2006). Par
conséquent, il a été proposé que le pourcentage de Treg dans le sang des patients soit un
biomarqueur de la GVHD (Magenau et al., 2010). L'utilisation de Treg (Martin et al., 2013a)
ou de cellules myéloides suppressives pourrait étre une thérapeutique prometteuse

(Janikashvili, manuscrit en soumission).
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D. VL’interleukine 22, une cytokine aux effets contrastés

1) Caractéristigues biochimiques

L’interleukine 22 (IL-22) a été identifiée a I'origine comme facteur apparenté a 'lL-10
et induit par les LT (IL-TIF ou IL-10-related T cell-derived inducible factor) (Dumoutier et al.,
2000a; Xie et al., 2000). Elle fait désormais partie de la famille de I'lL-10 au méme titre que
IIL-19, I'IL-20, I'lL-24 et I'lL-26. L’IL-22 est exprimée aussi bien chez 'homme que dans la
souris (Wolk et al., 2010). Chez 'homme, la protéine a un poids moléculaire d’environ 70
kDa. Elle est composée de 146 résidus d’acides aminés dont 80,8% sont homologues a la
protéine murine. Le géne humain //122 est présent au niveau du locus 12q15, proche de celui
de I'lL-26 et de I'lFN-y (Sabat et al., 2007). Dans la souris, le géne /22 est présent au niveau
du chromosome 10D2 (Wolk and Sabat, 2006). Bien que I'lL-22 ne partage que 22,8%
d’homologie de résidus d’acides aminés avec I'lL-10, toutes deux présentent la méme
structure secondaire composée de multiples hélices a (Figure 6) caractéristiques de cette
famille de cytokines (Ouyang et al., 2011). Au niveau fonctionnel, la forte glycosylation de
I'IL-22 semble étre plus importante pour sa liaison au récepteur que sa conformation spatiale
(Logsdon et al., 2004).
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Figure 6 : Représentation déterminée par cristallographie d’un dimére d’IL-22 humaine. L’IL-22 est
composée de plusieurs hélices o (notées de A a F) et de ponts disulfures entre résidus cystéine (Cys40-Cys132
et Cys89-Cys178). Sa structure secondaire caractéristique des cytokines de la famille de I’TL-10.

Modifié de (Nagem et al., 2002)

2) Sources cellulaires

La production d’IL-22 murine a été décrite pour la premiére fois dans une lignée
cellulaire de lymphome T stimulée par I'lL-9 et dans des splénocytes traités par la
concanavaline A, indépendamment de I'lL-9 (Dumoutier et al., 2000a). L’expression de I'lL-
22 humaine, quant a elle, a été décrite dans les LT stimulés par des anticorps anti-CD3 et/ou
concanavaline A (Dumoutier et al., 2000b; Xie et al., 2000). Parmi les populations cellulaires
du systeme immunitaire, il a été montré par la suite, que seules les LT et les cellules
lymphoides innées (ILC) produisent de I'lL-22. En revanche, les lymphocytes B (activés ou
non), les monocytes, les macrophages et les DC, ou encore les cellules non
hématopoiétiques, ne semblent pas produire cette cytokine (Wolk et al., 2002; Wolk et al.,
2004; Wolk et al., 2006; Wolk et al., 2008). Les Figures 7 et 8 résument la production de I'lL-

22 par les différentes populations lymphocytaires T chez I’homme et la souris.

a) Les lymphocytes T af

Parmi les lymphocytes exprimant les chaines a et § du TCR (T cell receptor), les LT

CD4+ sont la principale source de production de I'lL-22 comme illustré en Figure 8.
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Initialement, il a été montré que les lymphocytes Th1 et les Th17 étaient les principales
cellules productrices d’IL-22 (Wolk et al., 2002).

Puis, une nouvelle population appelée Th22 et sécrétant exclusivement de 'lL-22 a été
décrite. Cette population présente uniguement chez 'lhomme est dépendante du facteur de
transcription AHR et exprime CCR10, ce qui lui confére des propriétés de domiciliation dans

les tissus cutanés (Duhen et al., 2009; Trifari et al., 2009).
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Figure 7 : Revue des lymphocytes T producteurs d’IL-22 chez I’homme. Chaque population cellulaire est
présentée avec les facteurs de transcription spécifiques, les récepteurs de surface et la production cytokinique.
Abréviations: AHR, arylhydrocarbon receptor; IRF, interferon regulatory factor; RORyt, retinoic acid-related
orphan receptor yt; STAT, signal transducer and activator of transcription; T-bet, T-box expressed in T cells.
Modifié de (Witte et al., 2010)

autre sous-population CD8+, appelée Tc22 et équivalente aux Th22, produirait de I'lL-22
sans produire de I'lL-17 (Liu et al., 2011).
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b) Les lymphocytes T vd

L’IL-22 peut également étre sécrétée par les LT exprimant les chaines y et & du TCR.
Comme les Th17, les LT yd expriment RORyt, IL-23R, CCR6 et des PRR (TLR1, TLR2 et
Dectin-1). En plus de I'lL-22, ils produisent de I'lL-17 et de I'lL-21 en réponse a I'lL-23 et a
I'IL-1B sans stimulation du TCR (Martin et al., 2009; Monteleone et al., 2009; Sutton et al.,
2009). Comme pour les Th17, AHR est le facteur de transcription nécessaire a I'expression
de I'lL-22, mais pas de I'lL-17.

Chez 'homme, il existe aussi des LT yd sécréteurs d’'IL-22 (Tyd22). Leur différenciation

requiert une stimulation par I'lL-1B, I'lL-23 et le TGF-B (Ness-Schwickerath et al., 2010).
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Figure 8 : Revue des lymphocytes T producteurs d’IL-22 dans la souris. Chaque population cellulaire est
présentée avec les facteurs de transcription spécifiques, les récepteurs de surface et la production cytokinique.
Abréviations: IRF, interferon regulatory factor; RORa, retinoic acid-related orphan receptor a; RORyt, retinoic
acid-related orphan receptor yt; RUNX, Runt-related transcription factor; STAT, signal transducer and activator
of transcription; T-bet, T-box expressed in T cells.

Modifié de (Witte et al., 2010)
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La sécrétion d’IL-22 par d’autres cellules que les LT a été observée pour la premiére
fois dans des modéles murins d’infection a Citrobacter rodentium (Zheng et al., 2008). Dans

ces modéles, les souris Rag2”, caractérisées par un déficit en LT, produisaient un taux
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équivalent d’'IL-22 comparé aux souris sauvages. Par immunohistochimie, les auteurs ont
d’abord attribué la sécrétion d'IL-22 a des cellules CD11c+ c'est-a-dire a des DC.
Cependant, les trés faibles taux d’lL-22 produits in vitro par des cellules myéloides telles que
les DC apres stimulation par IL-23 semblent indiquer que ces cellules restent une source
mineure d’IL-22 (Rutz et al., 2013).

De maniére intéressante, I'expression de CD11c peut étre augmentée dans d’autres
types cellulaires et en particulier dans les ILC (Satoh-Takayama et al., 2008) qui, par la suite,
ont été décrites comme sources importantes d’IL-22 dans différentes conditions
inflammatoires (Luci et al., 2009; Sanos et al., 2009; Satoh-Takayama et al., 2008; Takatori
et al., 2009). Les ILC représentent une petite fraction des cellules immunitaires totales
présentes dans les organes lymphoides, aux surfaces des barrieres épithéliales et dans
d’autres tissus. Elles sont, comme les lymphcocytes B et T issues d’'un progéniteur
lymphoide commun mais n’expriment pas de récepteur spécifique a I'antigéne produit par
réarrangement génique. Ces cellules forment un groupe trés hétérogene composé de
plusieurs sous-populations présentant des similarités en termes de profil cytokinique et de
facteurs de transcription essentiels aux populations de Th. Ces similarités suggérent que les
ILC représentent un intermédiaire dans I'évolution entre la réponse innée et la réponse

adaptative.

La revue de H Spits et T Cupedo décrit notamment bien les phénotypes et fonctions
de ces sous-populations récemment découvertes (Spits and Cupedo, 2012). Par exemple,
les ILC du groupe 1 sont associées a I'immunité cellulaire comme les lymphocytes Th1. I
s’agit des cellules « Natural killer » NK et potentiellement d’autres cellules exprimant le
facteur de transcription Tbet et produisant de I'lFN-y . Les ILC du groupe 2 sont dépendantes
du facteur de transcription ROR-a, expriment le facteur de transcription GATA-3 et
produisent des cytokines associées aux Th2 telles que I'IL-5 et I'lL-13 (Spits and Di Santo,
2011). Enfin la population du groupe 3 est composée de cellules dites: « Lti» pour
« lymphoid tissue inducer » responsables de I'organogenése lymphoide mais également des
populations récemment décrites telles que les cellules « LTi-like », les ILC17s et NCR22s

exprimant le récepteur NKp46 propre aux cellules NK.

Toutes les ILC productrices d’'IL-22 sont également dépendantes de GATA-3 pour
leur développement (Serafini et al., 2014). Elles sont décrites comme des cellules analogues

aux Th17 notamment par leur dépendance au facteur de transcription ROR-yt, a leur

production d’'IL-17A, IL-17F et IL-22 ainsi qu’a leur fonction protectrice ou inflammatoire sur
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les cellules épithéliales. Les figures 9 et 10 représentent les ILC récemment décrites dans la

souris (Figure 9) et leurs homologues humains (Figure 10).

ILCs du Groupe 1

—_— .= IFN-
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IL-2
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Figure 9 : Revue des cellules innées lymphoides décrites dans la souris. Chaque population cellulaire est
présentée avec les facteurs de transcription spécifiques, les récepteurs de surface et la production cytokinique. Les
cellules du groupe 3 sont dépendantes du facteur ROR-yt et produisent de 1’TL-22

Modifié de (Tait Wojno and Artis, 2012)
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Figure 10 : Revue du phénotype des cellules innées lymphoides ainsi que leur localisation chez I’homme.
Chaque population cellulaire est présentée avec les facteurs de transcription spécifiques, les récepteurs de surface
et la production cytokinique. Les cellules du groupe 3 sont dépendantes du facteur ROR-yt et produisent de 1’IL-

22 dans I’intestin notamment dans les plaques de Peyer au cours de I’inflammation.
Modifié de (Tait Wojno and Artis, 2012)
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L’IL-22 se lie a un récepteur hétéro-dimérique formé de I'lL-22R1 et IL-10R2C (Xie et
al., 2000). Seule I'expression de I'lL-22R1 conditionne la sensibilité cellulaire a I'lL-22,
puisque I'expression de I'lL-10R2C est ubiquitaire. La liaison de la cytokine au récepteur
conduit a l'activation de protéines telles que Jak1 et Tyk2, qui activent a leurs tours des
facteurs de transcription de la famille STAT (Signal Transducer and Activator of
Transcription). Le principal facteur activé est STAT3 (Wolk et al., 2004; Wolk et al., 2006)
mais aussi STAT1 et STAT5 (Boniface et al., 2005; Brand et al., 2006; Dumoutier et al.,
2000b; Xie et al., 2000). Une étude menée sur une lignée cellulaire d’hépatome dans le rat
montre également I'activation des voies MAPK (Mitogen-activated protein kinases), comme
le suggere la phosphorylation de Erk1/2, JNK et p38 (Lejeune et al., 2002) (voir Figure 11).
L’activation des voies MAPK par I'lL-22 a aussi été rapportée chez 'homme (Andoh et al.,
2005; Ikeuchi et al., 2005; Wolk et al., 2006).

L’expression de I'lL-22R1 a été observée dans plusieurs tissus constituant les
interfaces avec I'environnement telles que les muqueuses respiratoires (Aujla et al., 2008),
gastro-intestinales (Andoh et al., 2005; Sugimoto et al., 2008) et la peau (Wolk et al., 2008),
mais aussi au niveau hépatique, pancréatique et rénal (Aggarwal et al., 2001; Dumoutier et
al., 2000b; Wolk et al., 2007). Dans ces tissus, les cellules qui répondent a I'lL-22 sont les
kératinocytes, les fibroblastes dermiques, les cellules épithéliales bronchiques et intestinales,
les myofibroblastes subépithéliaux intestinaux, les hépatocytes et les cellules acineuses du
pancréas. A l'inverse, les monocytes, les lymphocytes B et T, les ILC, les macrophages ou

les DC, ainsi que les polynucléaires n’expriment pas I'lL-22R1 (Wolk et al., 2002).

L’expression et la fonction du récepteur de I'lL-22 jouent un rble important dans
certains contextes pathologiques. Par exemple, I'analyse du génome de patients atteints de
la maladie de Crohn a permis d’identifier des mutations dans les génes de I'lL-22 et de I'lL-
10R2C (Glocker et al., 2009; Silverberg et al., 2009).
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Figure 11: Le récepteur a I’IL-22. Le récepteur a I’[L-22 est composé de deux sous unités, I'IL-22R1 et
I’IL-10R2C. L’IL-22 se fixe tout d’abord sur I’IL-22R1 puis I’'IL-10R2C se lie au complexe 1L-22/IL-22R1.
Les voies Jakl et Tyk2 sont induites et propagent les signaux de phosphorylation via STAT3 mais aussi

STATI et STATS ou MAPK. L’IL-22 peut aussi étre captée par son récepteur soluble, I'IL-22 BP (Binding
Protein), neutralisant ainsi son action.

4) Inhibiteur naturel: I'lIL-22 Binding Protein

En plus de I'IL-22R1, il existe un récepteur soluble a I'lL-22, appelé IL-22 Binding
protein (IL-22BP), structurellement homologue au domaine extracellulaire de I'lL-22R1 mais
codé par un géne indépendant (Dumoutier et al., 2001; Kotenko et al., 2001). L’IL-22BP fixe
I'IL-22 avec une trés forte affinité, empéchant ainsi la liaison de la cytokine a I'lL-22R1
(Jones et al., 2008; Logsdon et al., 2002). Ce récepteur soluble est exprimé de maniére

constitutive dans différents tissus dont les ganglions lymphatiques et I'intestin (Gruenberg et
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al., 2001; Weiss et al., 2004; Xu et al., 2001). La principale source cellulaire d’lL-22BP a
I'état basal semble étre un sous-type de DC conventionnelles (Huber et al., 2012b; Martin et
al., 2013b). Plus spécifiquement, dans l'intestin des souris, I'lL-22BP est exprimé par des DC
exprimant les marqueurs CD103 et CD11b (Martin et al., 2013b). Suite a des atteintes
intestinales, I'lL-22 est sécrétée au niveau local et participe a la prolifération cellulaire,
conduisant a terme a la réparation de la barriére épithéliale via STAT3. Dans ce contexte,
I'IL-22BP semble jouer un rdle crucial dans le controle de la prolifération des cellules
épithéliales en inhibant I'lL-22 lorsque l'intégrité des barriéres épithéliales est restaurée. En
effet, si I'lL-22 n’est pas contrélée par I'lL-22BP aprés la phase de réparation, elle peut
conduire a une prolifération anarchique des cellules épithéliales et contribuer ainsi a la
croissance tumorale (Huber et al., 2012b). Chez 'homme, I'lL-22BP est également exprimé
par des DC et son expression décroit fortement sous linfluence de I'lL-18 et lors de la
maturation des DC (Huber et al., 2012b; Martin et al., 2013Db).

L’IL-22 est produite par les cellules immunitaires mais n’agit pas directement sur
celles-ci. Elle régule les fonctions des cellules de certains tissus (Wolk et al., 2004) et peut
participer a I'inhibition ou au contraire a I'induction de certaines pathologies. Les modéles
animaux de ces maladies, associés a [l'utilisation de souris invalidées pour I'lL-22 et
'administration d’anticorps neutralisants, ont permis d’identifier des réles inflammatoires et

protecteurs de I'lL-22.

a) Role protecteur

De maniére générale, les propriétés protectrices de I'lL-22 sont dues aux fonctions
biologiques cruciales de STAT3 dans les cellules cibles (Jarnicki et al., 2010; Wang et al.,
2011). En effet, STAT3 induit I'activation cellulaire, la prolifération cellulaire et la survie
cellulaire via I'expression de génes anti-apoptotiques. Ainsi, I'lL-22 est responsable de
’lhoméostasie des muqueuses et de l'intégrité des barrieres épithéliales, ce qui lui confére

des propriétés régénératrices dans certains tissus.

Certains modéles murins suggérent que I'lL-22 joue un role prépondérant dans la
réparation intestinale. Par exemple, les souris invalidées pour I'lL-22 présentent une
guérison de Iésions au niveau du colon retardée par rapport aux souris sauvages (Brand et

al., 2006; Pickert et al., 2009). De plus, dans d’autre modéles de colites induites par le
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sulfate de dextran (impliquant les cellules de la réponse innée) ou par transfert de LT
CD4+CD45RB"™"CD25+ (impliquant la voie Th1): les souris invalidées pour [I'IL-22
présentent une forte perte de poids, des changements morphologiques sévéres ainsi qu'une
mortalité accrue (Sugimoto et al., 2008; Zenewicz et al., 2008). Ensuite, dans un modéle
murin de maladie inflammatoire chronique de lintestin (impliquant la voie Th2), I'lL-22 peut
étre thérapeutique: le transfert du géne /122 dans le colon des souris est associé a une

diminution de I'inflammation (Sugimoto et al., 2008).

Un autre effet important de 'lL-22 au niveau intestinal est I'induction de I'expression
de mucines, protéines formant une couche protectrice permettant de limiter les interactions
entre la flore microbienne et les cellules de 'héte (Sugimoto et al., 2008). De plus, I'lL-22
participe a la lutte contre les pathogénes extracellulaires. Elle induit la sécrétion de plusieurs
protéines antimicrobiennes par les cellules épithéliales comme les « Regenerating islet-
derived protein » Reg3y et Reg3p impliquées dans la protection contre les bactéries

pathogénes (Sonnenberg et al., 2011).

L’IL-22 participe a la réparation des tissus hépatiques aprés hépatectomie partielle
mais aussi a la réparation des Iésions induites pas I'alcool (Xing et al., 2011). En effet, dans
les hépatocytes, I'lL-22 active les voies anti-apoptotiques, augmentant ainsi la survie de ces
cellules. Dans la souris, le transfert de Th17 produisant de I'lL-22 réduit la sévérité de
I'hépatite (Radaeva et al., 2004; Zenewicz et al., 2007). L’IL-22 favorise la régénération du
foie apres lésions d’ischémie-reperfusion (Chestovich et al., 2012), ainsi que dans la
lipogenese et la stéatose hépatique induite par un régime gras (Ren et al.; Sharif et al.; Yang
et al.) mais également dans des modeéles d’intoxication au paracétamol (Scheiermann et al.,
2013).

Au niveau pulmonaire, I'lL-22 semble protectrice dans des modéles de Iésions
induites par ventilation mécanique (Hoegl et al., 2011). De plus, les LT yd exprimant I'lL-22
sont importants pour la protection contre la fibrose pulmonaire (Simonian et al., 2010). En
absence d'IL-22, les souris présentent plus de fibrose et I'administration d’IL-22

recombinante réduit la production de collagene.

Au niveau cutané, des tests in vitro ont montré que le traitement de kératinocytes par
I'lL-22 favorisait la réparation apres lésion (Eyerich et al., 2009). De plus, I'lL-22 participe a la
défense antimicrobienne en induisant des protéines de la famille S100 comme S100A7,
S100A8 et S100A9 qui séquestrent des éléments essentiels aux bactéries tels que le zinc et
le fer. Elle induit également des B-défensines capables de déstabiliser les membranes
bactériennes (Wolk et al., 2004).
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Au final, I'lL-22 semble essentielle au maintien de I'intégrité des barrieres épithéliales
et a la réparation tissulaire consécutive aux Iésions d’origines diverses. Une étude a montré
que I'lL-22 pouvait induire la sécrétion d’IL-10 anti-inflammatoire qui joue un réle crucial

dans la régulation de I'inflammation locale (Nagalakshmi et al., 2004).

Comme [ladministration d’IL-22 & des souris saines ne semble induire ni
inflammation aigué ni immunosuppression sévere (Scheiermann et al., 2013; Wolk et al.,
2004), les données actuelles suggérent l'utilisation de cette cytokine a court terme en
thérapie visant a la protection et a la régénération tissulaire. Récemment, un essai clinique
de phase | caractérisant I'innocuité de I'administration d’'IL-22 a des volontaires sains a été
initié (Muhl, 2013).

b) ROdle inflammatoire

Malgré ses propriétés protectrices, I'lL-22 est également connue pour son effet
délétére dans certaines maladies inflammatoires chroniques, au cours desquelles sa

surexpression systémique est corrélée avec la sévérité de la maladie.

Tout d’abord, I'lL-22 ne présente aucune propriété anti-inflammatoire directe. En
effet, 'administration d’IL-22 dans un modéle d’endotoxémie n’inhibe pas la production de
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-aq, I'lL-6 et I'lFN-y durant les phases précoces
c'est-a-dire jusqu’a 8h aprés l'induction de la maladie (Scheiermann et al., 2013). De plus,
lors d'une endotoxémie plus prolongée, c'est-a-dire 16h aprés I'administration de
I'endotoxine, les souris invalidées pour I'lL-22 présentent une mortalité réduite. Cette étude
démontre que I'lL-22 peut prendre part a I'inflammation systémique prolongée (Dumoutier et
al., 2011).

Cette notion est également illustrée par une étude dans laquelle les auteurs ont utilisé
des souris transgéniques qui exprimaient artificiellement le récepteur a I'lL-22 a la surface de
leurs lymphocytes. Ces souris se développent normalement cependant elles présentent une
inflammation systémique multi-organe entre 2 et 3 mois aprés leur naissance (Savan et al.,
2011).

Plus spécifiguement, I'lL-22 participe a la pathogénése de la polyarthrite rhumatoide
durant laquelle le taux d’IL-22 sérique est corrélé avec la sévérité de la maladie (Leipe et al.,
2011). De plus, I'lL-22 augmente la prolifération des fibroblastes synoviaux et induit la
sécrétion de la chimiokine pro-inflammatoire MCP1 et I'expression du récepteur RANKL

(Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B Ligand), un ligand qui active les ostéoblastes
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in vitro (Ikeuchi et al., 2005). L’augmentation de I'ostéoclastogénése conduirait directement a
la destruction osseuse des articulations (Kim et al., 2012). D’autre part, dans un modeéle
murin d’arthrite induite par le collagéne, l'incidence de la maladie est diminuée dans les
souris invalidées pour I'lL-22, que ce soit au niveau clinique (gonflement, rougeur) ou
histologique (formation de pannus, destruction osseuse). Cette moindre sévérité est
associée a une diminution de I'expression synoviale de I'lL-1B, I'lL-6, du TNF-a et de la
métalloprotéinase de matrice 9 (MMP9) (Geboes et al., 2009). Plus récemment, une étude a
montré le role pathogéne de I'lL-22 dans la spondylarthrite ankylosante (Sherlock et al.,
2012).

Le psoriasis est un autre exemple de maladie auto-immune dans laquelle I'lL-22 est
pathogeéne. En effet, I'lL-22 est un médiateur clé dans la phase finale de la maladie, durant
laquelle il y a formation de Iésions au niveau des kératinocytes. Ainsi, une forte expression
de 'ARNm de I'lL-22 est retrouvée dans les Iésions cutanées des patients alors qu’aucune
expression n'est détectée dans la peau de donneurs sains (Boniface et al., 2007). Le taux
sérique d’IL-22 est encore une fois corrélé avec la sévérité de la maladie (Wolk et al., 2006).
Dans les modéles animaux, le blocage ou le déficit en IL-22 est associé a une amélioration
du psoriasis expérimental (Van Belle et al.,, 2012). Par exemple, I'application cutanée
répétée d’lIL-23 n’induit pas de dermatose et limite [linfiltration des polynucléaires
neutrophiles dans la peau lésée lorsque les souris sont invalidées pour I'lL-22 (Zheng et al.,
2007). De plus, des études récentes dans la souris démontrent que les LT sont la principale
source d’IL-22 dans ce contexte. Ainsi, dans un autre modéle murin de psoriasis induit par
transfert de LT, la neutralisation de I'lL-22 réduit la dermatose, linfiltrat inflammatoire et
'expression de certaines cytokines (Ma et al., 2008). Enfin, les souris transgéniques
surexprimant I'lL-22 développent des lésions cutanées apparentées au psoriasis (Wolk et al.,
2009). Les effets majeurs de I'lL-22 au niveau cutané consistent a la différenciation des
kératinocytes et a l'induction de molécules pro-inflammatoires telles que CXCLS5, I'lL-20 et
les MMP1 et MMP3 (Boniface et al., 2005; Nograles et al., 2008; Sabat and Wolk, 2011).
L’ensemble des données actuelles suggeéere que le blocage de I'lL-22 peut étre une piste de

thérapie intéressante chez les patients atteints de psoriasis.

Les connaissances actuelles sur le role de l'lL-22 dans les infections sont peu
nombreuses et fragmentées. Alors qu’elle est habituellement protectrice au niveau
hépatique, [I'lL-22 participe a la sévérité des infections expérimentales par le virus de
'hépatite B en induisant I'expression des chimiokines CXCL9 et CXCL10 (Zhang et al.,
2011). De la méme facgon, I'lL-22 semble pathogéne dans des modéles d’infection par le
virus West Nile en induisant I'expression de chimiokines telles que CXCL1 et CXCL5 au

niveau cérébral (Wang et al., 2012). A I'inverse, I'lL-22 semble protectrice lors de l'infection
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par le virus de la grippe A (Kumar et al., 2013; Paget et al., 2012) probablement par la
capacité importante de cette cytokine a préserver l'intégrité des muqueuses pulmonaires
(Aujla et al., 2008; Hoegl et al., 2011).

L’IL-22 semble aussi pro-inflammatoire dans les infections parasitaires. En effet,
linfection a Toxoplasma gondii dans la souris entraine une sévére iléite, et un taux de
mortalité élevée qui est dépendante de I'lL-23 et de la production de MMP2. L’infection est
contrblée mais non éradiquée par la voie Th1 et persiste en formant des kystes
principalement dans le cerveau. Une premiére étude, dans laquelle le parasite est administré
oralement aux souris, démontre I'effet délétere de I'lL-22 dans l'inflammation de l'iléon. Le
déficit en IL-22 des souris receveuses est associé a une résistance au niveau de la
pathologie intestinale ainsi qu’a une survie améliorée (Munoz et al., 2009). Une autre étude
démontre que la neutralisation de I'lL-22 par un anticorps diminue le développement de la
maladie. L’amélioration constatée en absence d’lIL-22 est accompagnée d’'une diminution de
I'expression de I'lL-17A, I'lL-17F et du TNF-a au niveau intestinal et de I'expression de I'lL-

17A, I'lL-17F et I'arginase-1 dans les ganglions mésentériques (Wilson et al., 2010).

Au final, les effets de I'lL-22 semblent donc étre pathogénes ou protecteurs selon le
contexte inflammatoire, la localisation et la nature du tissu affecté ainsi que le milieu

cytokinique environnant.
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Objectifs de la these

Ce travail s’inscrit dans la thématique du laboratoire qui a pour but d’étudier la relation
héte-greffon, et d’analyser les mécanismes intervenant dans la régulation de la réponse

allogénique post-transplantation.

La maladie du greffon contre I’hGte reste une complication sévere aprés allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques. La compréhension des réponses immunologiques mises en jeu
lors du développement de la maladie représente un enjeu majeur et pourrait aboutir a de

nouvelles pistes thérapeutiques.

Les objectifs de ce travail sont de définir le role de I'lL-22 issue du donneur dans la
physiopathologie de Ila GVHD. Pour cela, nous utiliserons des modéles murins
expérimentaux d’allo-CSH et nous investiguerons l'influence de I'lL-22 sur linflammation
associée a la GVHD. Nous étudierons les mécanismes par lesquels I'lL-22 participe a la
GVHD et notamment son influence sur lintestin et la flore bactérienne au cours de I'allo-
CSH.
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Article 1: Implication de I'lL-22 issue du greffon dans la GVHDa

De nombreux travaux ont démontré que les différentes sous populations de LT
allogéniques issus du donneur et leurs cytokines associées étaient impliquées dans la
physiopathologie de la GVHDa (voir Introduction). L'IL-22 est une cytokine de la famille de
'IL-10 et est sécrétée par les LTyd, Th1, Th17, Th22, et cellules lymphoides de 'immunité
innée (ILC), notamment dans les maladies inflammatoires de l'intestin et de la peau. Le
récepteur de I'lL-22 étant majoritairement exprimé par les cellules épithéliales du tractus
gastro-intestinal, formant un des principaux tissus cibles de la GVHDa, nous avons postulé
que I'lL-22 issue du greffon pouvait avoir un réle important dans la GVHDa. C’est ce qui fait
'objet de cette premiére partie du travail de thése dont les résultats sont présentés dans

I'article suivant publié dans Leukemia en 2013.
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[L-22 deficiency in donor T cells attenuates murine acute
graft-versus-host disease mortality while sparing the

graft-versus-leukemia effect

M Couturier'**, B Lamarthéee' ", J Arbez' %, I-C Renauld”, C Bessard®, F Malard®”, F Bonnefoy'*", M Mohty®’, 5 Perruche'**,

P Tiberghien'?*, P Saas"*" and B Gaugler' >

Acute graft-versus-host disease (AGVHD) remains a major complication following allogeneic hematopoietic cell transplantation
{allo-HLCT), limiting the success of this therapy. Many proinflammatory cytokines secreted following the conditioning regimen have
been linked to aGVHD initiation, Interleukin-22 (IL-22) is a cytokine related to IL-10 for its structure and |s secreted by T helper type
17 [TH17) cells and innate immune cells. Given the paradoxical role of IL-22 in inflammation with both protective or
proinflammatory functions, we investigated whether IL-22 could have a role in aGVHD pathophysiclogy in a mouse allo-HCT model.
In this study, we show that IL-22 deficiency in donor T cells can decrease the severity of aGVHD, while limiting systemic and local
inflammation in aGVHD target organs. In addition, we found that Foxp3 + regulatory T cells (Treg cells) were increased in recipient
mice that received |L-22-deficient T cells, suggesting that Treg were involved in the reduced severity of GVHD, Finally, we found
that the graft-versus-leukemia (GVL) effect mediated by donor T cells was preserved in the absence of IL-22. Overall, these data
suggest that targeting of IL-22 may represent a valid approach towards decreasing aGVHD severity after allo-HCT while preserving

the GVL effect,

Leukemin advance online publication, 5 March 2013; dok10,1038/lew.2013.39
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INTRODUCTION

Acute graft-versus-host disease (@GVHD) remains a major compli-
cation following allogeneic hematopoietic cell transplantation
fallo-HCT), limiting the suceess of this therapy.” GVHD is the
result of alloreactive donar T cells armdun? host tissues, including,
but not limited to, the skin, liver and gut.” Many proinflanmymatory
cytokines such as interleukin (IL-1%, tumor necrosis factor-x
(THF-z), IL-12 and interferon (IFN}-y secreted following the
conditioning regimen have been linked to aGYHD initiation and
pathephysiclogy.” ™ More recently, we and others reported that
T helper type 17 (TH17)-related cytokines (especially IL-174 and
IL-21) can contribute to aGVHD pathophysiclogy.” "™ IL-22 s a
cytokine structurally related to the IL-10 family and is secreted by
TH17 cells, va T cells; natural killer cells and innate lymphoid cells
ILC)." " The (L-22 receptor (IL-22R} is mainly expressed by non-
hematopoietic cells, including epithalial cells of the lung and of
the gastraintestinal tract as well as keratinocytes,'*"” found in the
sites of aGYHD. In vitro studies showed that IL-22 can activate
Stat3 (signal transducer and activator of transcnption factor 3)
inducing the expression of antimicrobial maolecules 510047,
S100A8, STO0AS and P-defersing in keratinocytes'*'®'" 1L-22
can have either a protective or a pathogenic role in chronic
inflammatory diseases depending on the nature of the affected

tissue and the local cytokineg miliew, IL-22 has been shown to be
protective in several colitis models.'" " By contrast, it has been
reported that IL-22 is associated with the pathogenesis of
rheumatoid arthritis’’ or in the development of psorasis.’**
Given the broad activity of IL-22, we hypothesized that donor-
derived IL-22 could contribute to aGVHD pathophysiology. Thus,
we examinad the contribution of doenor-derived IL-22 to aGVHD in
experimental mouse models of allo-HCT using IL-22-deficient
mice. We found that donor-derived IL-22 has a key role in
exacerbating the inflammation in the gastrointestinal tract and
contributes to the severity of aGWHD but does not significantly
interfere with the graft-versus-leukemia (GVL) effect.

MATERIALS AND METHODS

Mice

BALB/c (H-2") and BEDZFT (H-2"" mice were purchased from Janvies
(Genest-St-Isle, Francel. C57BL/6 IL-22 * (BaIL-22 * , H-2°), which were
orgimally generated im the 129 background and were. subsequenty
backcrossed with C578L/6 for 13 generations, and CS7BLS (BEWT, H-2"
mice were provided by LC. Renauld Ludwig Institute for Cancer Research,
Brussel, Belgium). We pext maintained breeding colonies in aur animal
facility. All mice were used at §-13 weeks of age, All protocols were
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performed according to the approval of the ‘Services Veéterinaires de [a
Santé et de la Protection Animale’ delivered by the Ministry of Agriculture
(Paris, France)

Hematopoietic cell transplantation procedures

Recipient mice were conditioned with total body irradiation administered
at a single lethal dose on day — | at 1100cGy {BED2F 1] or 750 <Gy {BALB/).
To induce aGYHD in BALB/c recipients, mice were transplanted with
5 = 10" allogeneic T-cell depleted bone marrow (TCD BM) from BEWT and
1 = 10" allogeneic donoer splenic T cells from BEWT or BEIL-22 ~'~ mice.
Syrgereic contral mice were obtained by transferring 1 < 10" splenic
T cells from BALB/C mice. T-cell depletion was performed using the (D3
MicroBead Kit [Miltenyi Blovec, Parls, France) and purified populations of
donos T cells were obtained using the Pan T Cell kolation Kit 1| {Milteny:
Bioter) according to the manufacturer's instructions. Treg (regulatory
T cells; CO251-T-cell depletion was petformed using CD25-PL and anti-PE
microbeads and AutoMacsPro (Miltenyl Biotecl according 1o the
manufacturer's instructions. The purity of TCD BM and T cells in all
the expenments exceeded 95%. CDI5-depleted T cells' purity were,
respectively, 982+ 1.6% for WT T cells and 982 +2.1% for IL-22 -/ -
T cells, Ta induce aGVHD in BEDIF1 recipients, mice were twuplm
with allogensic splenacytes (10 = 10" cells, BEWT ar BSIL-22 ') or
syngeneic splenacytes (10 = 10° cells, BGD2F1) isolated from danar mice
previously treated by subcutansous injection of 10 pg/enimal recombinant
hman granulocyte colony-forming factor (Amgen, Thousand Oaks, CA.
UsA) on day - 5. Cells ware injected in the lateral tail veim,

GVL effect analysis

To examineg the GVL effect. § = 107 luciferase-expressing A20 leukemic cells
i&20-luc, H-3") were given alang with TCO BM in BALE/c recipients. Mice
received 750 cGy total body Irradiation on day — 1. Delayed allogensic
T-cell infusions (1.10° T BEWT or B6.L-22 ' | ‘were given on day 7 after
allo-HCT. Far GVL effect assessment by bioluminescence imaging [(BLI,
mice were injected intravenously with 150 pg/g body weight E-lucifarin
{Promega, Lyon, France) diluted in phosphate-buffered saline and
anesthetized using isofluorane (25% vaporized in Oyl For analysis,
Imaging was done 5min later using NightOWL | imaging system (Berthoid
Technologies GmibH and Co. KG, Bad Wildbad, Germany] and total photan
flux {photons per second) was measured from 4 fixed region of interest
over the entire abdomen and thorax using WinLight software (Berthold
Technologiesl. BU was performed 1 day before and 3 days after delayed
denor T-cell infusions, then ance every week until day 40 after alle-HCT,

Assessrment of GYHD

The degree of systemic aGVHD was assessed by a scoring system that
sums changes in fve clinical parameters: weight loss, posture (hunchingl,
activity, fur texture and skin integrity (masimum index — 10), as previously
deseribed ** Recipient mice were graded weekly from 0 1o 2 for each
criterion witheut knowledge of the treatment group, Animals with severe
clinical aGVHD (seores = 8) were killed according to ethical guidelines. For
histelogical analyses, samples of the skin, srmall and large Intestine were
removed immediately after kiling, and fied in 4% formalin,d Paraffin
sections were staned with hematowylin and eosin, The histological grade
of skin aGVHD was assessed according 1o the grading system, used
routinely to assess the human skin aGVHDE™ grade 1, focal or diffuse
vacuolar alteration of the basal cell layer; grade 2, grade 1 change plus
dyskesatotic squamous cell in the epidermis; grade 3, grade I plus
subepidermal vesical farmation; and grade 4, complete separation of the
epidermis from the dermis. The histological grade of small and large
intestine aGVHD was assessed according to the grading system previously
described ™ Scores were determined in 3 blinded fashion by two
pathabogists.

Flow cytormetry analysis

At designated time points, animals were killed and organs were collected.
Single-cell suspensions of the splzen, peripheral (PLN] and mesenteric
lymph nades (MLN} were prepared passing through sterile mesh filters. Far
detection of cytoking production, cells were stmulated for & b with 25 ngi'ml
photbol-12-myristate-13-acetate  (Sigma-Aldrich, Lyon, France} and
| pg/ml ionomycin (Sigma-Aldrich), with 1 pl‘mi Golgi Plug |BD Bioscience,
Le Pont de Claix, Framce) before staining far flow cytometric analysis. Cells
were first stained with eFlucd780 Fixable Viability Dye leBioscience, Paris,
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France) according to the manufacturer's instructions. Surface staining was
performed wsing FITC (fluoresceln sothiocyanatel-conjugated C03 {from
BD Biosciences), Pacific Blue-CD4 and PE-CD8 antibodies from Biclegend,
Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France), cells were then fxed and
permeabilized using CytoFie/Perm Buffer (BD Bicsciences) before staining
with PE/Cy?-IFN-7, PercP/Cy5.5-TNF-x (Biolegend) and APC {allophycocya-
nin-IL-¥7A- (eBioscience) specific antibodies or the corresponding isotype
controls. For the detection of IL-22-secrening cells, cells were stained with
Horizon V300-~conjugated CO3 {from BD Biosciences), Pacific Blue-CDd and
PercP-CDB antibodies (from Biolegend, Ozyme), cells were then fixed and
permeabilized wsing CytoFix/Perm Buffer [BD Bicsciences) befare stainng
with PE/Cy7-IFN-y (Biolegend), PE-IL-22 and APC-IL-17A- (eBicscience)
specific antibodies or the corresponding isotype controls. Analysis was
performed using FACSCanto | and FACSDIva software (B0 Rinsciences)
Treg cell analysis was performed by cell surface staining with FITC-CD3E.
Pacific Blus-CD4 (fram Biolegend] and APC-CD25 (fram BOD Binsciances),
cells wera then fived and permeabilized with Fowp3 Staining Buffer set
leBinscience] and stained with PE-Foxp3 [clone FEI16, eBinsciencel.

Real-time PCR analysis

Before RMA extraction, ssue samples were homogenized using FastPrep-
24 system (MP Biomedicals Europe, likiech, France). RNA was extracted
using AMeasy Mimi kit [Qiagen, Cergy-Pontose, France) with BLT buffer
Qiagen] supplemented with [Fmercaptoethanol (Sigma-Aldnich). Total
RMA was subjected to reverse transoription (High Capacity RNA&-to-c0MA
Master Mix. Applied Biosystems, Courtaboeuf, Francel and guantified by
real-time quantitative PCR using commercially avallable primer/probe sets
[Assay On Demand, Applied Biosystems), Real-time PCR were performed
on the iCycler CFX96 real-time PCR systam (Life Science, Bio-Rad, Marmes-
la-Coquerte, France). Relative expression for the mANA transcripts was
calculated using the AACE method and GEPDH mRMA transcript as
reference.

Cytokines measurements

Blood tamples were obtained from recipient mice st day 6 after alla-HCT
Cytokines were guantified in plasma using BD cytometric bead array kit
[BDY Biosciences) according 1o the manufactures's instructions. ThF-z and
IL-22 levels in cell culture supematants were measured using commercially
avallable enzyme-linked immunosorbent assay kits (Blolegand) according
e the manufactursr's instructions

Statistical analysis

Group comparsons of cell populations, gene expression, cytokine levels
and pathalogy scores data were performed using the Student's Itest
Survival curves were compared using the logrank test. & value of P 005
was considered statistically s i all the experments. Data were
camputed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diega, CA,

RESULTS
Absence of IL-22 in donor T cells decreases acute GVHD severity

To examine the contribution of IL-22 produced by donor T cells in
regulating development of aGVHD, we induced aGVHD by
transferring T cells from wild-type CS7BL'G (BEWT) or IL-22-
deficient C37BL/6 (BEIL-22 ') mice with TCD BM into lethally
imadiated allogeneic BALB/c-recipient mice, The absence of IL-22
in donar T cells led ta a reduction from aGVHD-induced martality
as compared with recipients receiving WT allogeneic T cells
imedian survival time 12 versus 34 days, £« 0.0001; Figure 1a) and
to a reduced marbidity as shown by a significant lower clinical
score up to day 24 [clinical aGVHD score on day 12 following alle-
HCT: WT T cells 4317 +033 versus |L-22 T cells 1.11 £0.36,
P 00001, Figure 1b). Furthermore, we chserved that the severity
of aGVHD assessed by histological grade was significantly reduced
in the skin and small intestine and colon of mice that received
[L-22-deficient donor T cells compared with mice that received WT
donor T cells (Figures 1e-1). As expected, we observed a significant
increase of pathological scores in tissues from mice receiving
allogeneic T cells as compared with syngeneic T cells. By contrast,
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Figure 1. Absence of T-cell-derived |L-22 decreases acute GVHD severity. Lethally irradiated BALB/c recipients were transplanted with 5 = 107
BEWT TCD BM only or with 1= 10° BEWT T cells or 1 = 10° B&IL2Z '~ T cells {n=30 per group and five independsnt experiments).
{al Survival data are shown (log-rank test, P < 0.0001 for B6 TCD BM + B&WT T cells VETsus B6L22 T cells. b} GWHD clinical scores were
determined as described in Methods and were decreased in B6.TCD BM + B&IL22 ' T-cell recipients, at days 12, 14 and 19 post allo-HCT,
F<0.0001, (c-e) Pathology scores in the skin, small intestine and colon in mice 7 and 14 days after allo-HCT, Data are presented as the
mean + s.em, from cumulative results from three experiments for day 7 and two experiments for day 14. Scores are slgﬂiﬁr.antry different
between the syngeneic groups and the TCO BM — WT T cells groups (P = 0.05), P-values are indicated on the graphs for comparison between
the groups of syngeneic and TCD 8M + WT T cells or between TCD BM -+ WT T cells and TCD BM + IL-22 ' T cells. () A representative
example of the section of the small intestine of BALB/C mice transplanted with TCD BM and BEWT T cells or B6IL22 " Tcells at day 7 ( = 20
magnification). Intestinal mucosa of TCD BM -+ B6WT T-cell recipient mice was characterized by an increased number of mononuclear
inflammatory cells with extensive crypt loss and an increased number of apoptotic epithelial cells in resting crypts. Nen-inflammatory
intestinal mucosa was characterized by a normal architecture without crypt loss. Only some apoptotic epithelial cells were individualized in
the bottom of some crypt. (g} Splenocytes from granulocyte colony-forming factor mobilized B6WT or BEIL-22 ' donor mice or syngeneic
B&.02F1 as control were transplanted into lethally irradiated B6.D2F 1 -recipient mice {n = 12 per groug). Survival data are shown (log-rank test,
B<001 for BEWT versus B&IL-22 ' splenocytes).
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E-

for small intestine and colon, no significant differences were
detected between mice receiving syngeneic T cells and IL-22 -/ -
T cells, reflecting the reduced severity of aGVWHD induced by
IL-22 — /- T cells. Morecver, we also cbserved a reduction in
aGVHD-induced morality in anather aGVHD model™ consisting of
transplanting lethally irradiated B6D2F1 -recipient mice with donor
splenocytes from B6WT or B6IL-22 mica that have received
subcutaneous injections of granulocyte colony-forming factor
{median survival: 9 days versus a median survival not reached, log
rank test P=001; Figure 1g). In this model, in which lethality
related to GVHD was reduced as compared with the B6 — BALR/C
model, we confirmed the decreased severity of aGVHD in the
absence of IL-22 from donor cells, These data demonstrated that
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Résultats

IL-22 deficiency in donor T cells reduced aGVHD mortality and
decreased aGVHD severity after alloHCT, suggesting a potential
pathological role of IL-22 in this allo-HCT setting.

Absence of T-cell-derived IL-22 leads to a reduction of
inflammatory CO8 T cells in lymphoid organs

To investigate the contribution of T effector cell subsets in the
development of aGVHD, we examined the proportion of CD4 +
and CO8 + Tcells in the spleen, PLN and MLN of recipient mice at
day 6 after allo-HCT, As shown in Figure 2, absolute splenccytes
and €D3+ Tecell numbers were decreased in recipient mice
receiving BIL-22 ' T cells as compared with mice receiving

b
din Spleen
p< 005
ey |
g -
go 3 I
£=
Eﬁ 2 1
b
=g |
EE 14
=
JINEE NN
Syngenslc TCOBM  TCOBM « TCDBM 4
WT T oalls IL-22--T cels
d MLN
D CD“-; p=0.37
100 = cost
| - p=050
m -
§ o
l_
:
20 4 I
b dir - ﬁ :
Syngenaic TCOBM  TCDEM+ TCD B+
WT T cells IL-22—-T celis
f
100 1 B speen
B mn
T L
3 1 0O FN
O 104
-
=
U 4
e = 0.004
z ') e
.
| @nonD
0.1 4 T
Synganes: TCD BM TCD B#A 4 TCDBEM +

WT Tealls IL-22--T celis

Absence of T-cell-derived IL-22 leads 1o decreased splenic CDE + T cells. Lethally irrachated BALE/e recipients were transplanted with
T cells, Syngeneic controls were transplanted with BALB/e TCD BM and BALB/c T cells.

Splenocytes, MLN and PLN frem recipient mice were harvested at day 6 post allo-HCT. Absolute numbers of {a) total splenocytes and

{b) CD3+ T cells are shown, The proportion of CD4
cytometry. Mean £ s.em, is shown (n
indicated, ND, not determined.
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and CDB ' T cells in the (g) splean, (d) MLN and (@) PLN were analyzed by flow
12) and data are combined from at least three independent experirments. (f) CD4 " /CD& ™ ratio is
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BEWT T cells {Figures 2a and bl. Also, the proportion of CD8 + T
cells was significantly decreased in the spleen, but noat in MLN and
PLN, of recipient mice receiving BEIL-22 " T cells as comparaed
with mice receiving BEWT T cells (Figures 2c—e), leading to an
increased CD4/CO8 T-cell ratio (Figure 2f, P<0.001 in spléeen),
These differences observed in wive were not related to an
attenuated proliferative capacity of IL-22°° T cells, a= demon-
strated by similar in vivo proliferation assessed by CFSE (carbosxy-
flusrescein succinimidyl ester) staining (Supplementary Figure 511,
as well as in vitre proliferation in response ta the stimulation by
anti-C0D3 and anti-CD28 antibodies (Supplementary Figure 524
and B). We also observed a trend towards an increased CD4/CDE
ratio In the PLN and MLN of BEIL-22 " T cell allo-HCT-recipient
mice {Figure Zf)

We next investigated the profile of cytokines secreted by
alloreactive T cells post allo-HCT, We observed that IL-22 secretion
was induced in splenocytes as well as in cells isolated from MLN
{Figure 3a) from B&WT T-cell recipients, but not from B6IL-22
T-cell recipients as expected, further suggesting that IL-22
contributes to aGVHD pathophysiclogy. In addition, we also
obsarved that intracellular IL-22 staining was revealed in CD4 + T
cells in the spleen and MLN in the B&WT T-cell recipients, but not
in syngeneic T-cell recipients, suggesting that IL-22 production
resulted, at least in the spleen, from the alloreactive response of T
cells (Figures 3b and c). Furthermore, IL-22 secretion was detected
only after ex vivo restimulation of T cells (data not shown). We
excluded that IL-22 was secreted by /6 T cells, because they were
not detectable in the spleen and MLN after allo-HCT (data nat
shown}. We next addressed whether the absence of IL-22 in donor
T cells affected the generation of TH1 and TH17 cells in vive
1 week after allo-HCT, We found no significant difference in
IL-177A+ T cells among CD3 +CD4 + splenocytes (Figure 3d),
whereas a strong TH] response was observed (Figures 3e and f),
We could observe a trend for a decrease in the number of IFN-y
secreting CDB + T cells in the spleen from B&IL-22 " allo-HCT
recipients as compared with B6WT recipients (Figures 3e and f),
suggesting that IL-22 indirectly could be involved in the
modulation of the TH1 response. Nevertheless, we did not
observe differences in the capacity of T cells isolated from the
spleon of B6WT or BEIL-22 ' mice and activated in vitro by
anti-CO3/CD28 antibodies to secrete IFN- (Supplementary Figure
S2C-E). The great majority of IL-22 + CDd + T cells were also IFN-
¥+ ‘but mot IL-17A+ (Supplementary Figure 53). We also
analyzed the secretion of TNF-4 by splenocytes isolated from
allo-HCT recipients 1 week after allo-HCT. A significantly reduced
number of TNF-x + CD4+ and CD8 + T cells were detected in
BEIL-22 ' recipients (Figures 3g and h, P<0.01). Moreover, the
level of THF-2 measured by enzyme-linked immunosorbent assay
in the supernatant of splenocytes activated in witro for 24h by
phorbol-12-myristate-13-acetate and ionomycin was significantly
reduced in B&IL-22 7 recipients (Figure 3i, P=<0.05). Thus, the
decreased TNF-x secretion could contribute to the diminished
incidence of aGVWHD in IL-22 * T-cell recipients,

Absence of T-cell- derived IL-22 leads to an expansion of Treg cells
in lymphoid ergans

As IL-22 deficiency in donor T cells resulted in reduced aGVHD, we
analyzed whether inhibition of aGVHD invalved a Treg-dependent
mechanism. On day 6 after allo-HCT, we found a significant
increase in the propertion of CD25 + Foxp3 + Treg among CD4 +
T cells from the spleen (Figures 4a and b, P< (.005) as well as an
increasa of the numbers of Treg in the spleen of BEIL-22
T-cell recipients as compared with B&WT T-cell recipients
{Figure 4c, P<0.005), suggesting that the increase in Treg could
contribute to the regulation of the alloreactive response, This
difference was not due to a difference in the graft content
because the numbers of Treg CD4 + CD25 + Foxpd + were similar
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in T cells frorr the spleen of BEWT or BEIL-22 -/ mice
(11.9% =0.7 for WT Treg and 98%+1.1 for IL-22 —/— Treg,
P =021). Mareover, we did not detect any differences in their
suppressive capacity by evaluating in vitro using CD4 - CD25 — T
cells stained with CFSE cultured in the presence of CD4 4 CD25 +
Treg (solated from B6WT or B6IL-22 - /- spleen celis
{Suppiementary Figure 54). To evahiate the contribution of Treg
for the IL-22-mediated effects on aGVHD, we performed BMT
experiments using CD25-depleted T cells from WT and IL-22 '
donor mice. On day & after allo-HCT, the numbers of CD25 +
Foxp3 + Treg among CD4 + cells were severely decreased in the
groups of mice receiving CD2S5-depleted T cells {Figure 4c),
suggesting that the majority of Treg observed at day 6 post allo
HECT resulted from the proliferation of natural Treg present in the
graft. However, we could still observe an increase in the numbers
of Treg in the spleen of BEIL-22 ' CD25-depleted T-cell
recipients, as compared with B6WT CO25-depleted T-cell recipi-
ents (Figure 4c, P= 0.005), suggesting that in the absence of IL-22,
both expansion of natural Treg and conwversion of naive CD4 4
C025 — T cells into induced Treg was more effective. We also
ohserved that Treg cells were mainly of donor origin in the
spleens of mice receiving B&.WT T cells. By contrast, the proportion
of residual recipient Treg cells was significantly increased in mice
receiving BBIL-22 — / — T cells, suggesting that they were spared
from the alloreactive response (Figure 4d). Finally, when we
compared the survival of recipient mice infused with BE'WT CD25-
depleted T cells versus BaL-22 CD25-depleted T cells, we did
not observe the beneficial effect of the absence of IL-22,
suggesting that Treg cells were involved in the protection
conferred by the absence of IL-22 in donor T cells (Figure 4e).

Absence of T-cell-derived IL-22 leads to a reduction of
inflammatory mediators both systemically and in aGVHD target
organs

To further investigate the underlying mechanism of reduced
aGVHD severity in recipients of IL-22 ' T cells, we studied the
role of IL-22 in contralling the systemic and local inflammatary
response. We evaluated inflammatory cytokine levels in the
plasma of reciplent mice during 2GVHD. A significant decrease of
TNF-a, IFN-y and MCP-1 in the plasma was detected in the first
week following allo-HCT with BS. IL-22 7' T cells as compared
with BEWT T cells, whereas IL-6 level was unchanged (Figure 5).
We detected neither IL-10 nor IL-12 in the plasma of treated mice
(data not shown), suggesting that circulating IL-10, a negative
regulater of inflammation, was not involved in the IL-22-
deficiency-mediated decreased aGVHD severity.

We alio examined the local inflammatory response induced in
#GVHD target organs, the skin and the small intestine, given the
fact that IL-22 has been asszociated with the pathogenesis of
several inflammatory disorders in these organs. As shown in
Figure & we observed a reduced expression of IFN-y and the
chemokines CXCL9 (C-X-C motif chemokine ligand 9), CXCL10.
CXCL11 involved in the recruitment of TH1 lymphocytes, in the
small intestine of alle-HCT reciplents recelving BEIL-22 T cells.
The expression of fi-defensin 3 and cathelicidin, both known to be
induced by IL-22, were also decreased in the skin of B6IL-22 7
T-cell alleHCT recipients, thus likely contributing to a reduced
recruitrment of immune sffectar cells in GYHD target tissues.
Expression of CXCL9 and IL-6 were also significantly reduced in
the lung of B&IL-22 '~ T-cell allo-HCT recipients, indicating that
IL-22 deficiency reduced proinflammatory mediators in multiple
organs after allo-HCT.

The GVL effect is preserved in donor IL-22-deficient T cells

Given the classical association between GVHD and GVL, we next
sought to determine whether donar IL-22* T cells were able to
retain their capacity to control tumer growth in relation to the GVL

Lewkemia (20013 1-11

49



Résultats

IL-23 and acute GYVHD
M Couturier ef al

o

a AR T b TGO BM + WT T cells TCD BM + IL-22:-T cells
500 o P 0006 pepon 10004 ¥ : 5] 'T:~1
= pore] 016
= = B0 ﬂT{:DBH 'I:I-E < | i
& w0 E O TEOBM + WT T oot =1 : =
E E B TCOD Bl 4 822/ T cals B L a
& 100 | rcoy = o 1 q
o " & ] b ]
200 ml -1 1
l':l 1 ¥ i .
o g = w1 W oWt
cos
c Splean BMLN d
=§ 06 p=@ po 0O 25 p=018 - a0 [
|
[ 20
L i -
: s :
] O Syngeneic
b - 1.0 -~ [0 TCD BA = WT T cells
= 1 = W TCD BM « IL-22 T calls
B 05 ]
& MDY #
0.0 o0
e Wi
D cod’ g0
® o0 oo ! 20 £= 006 9 100
=014 g i
= i : &0
& £ 10 2
e = E
20 4 L
B 08 B
# e # 20
o4 o0 0

TCD BM TCD BM TCD BM
+WT Toals + L2241

T calia
h e -rﬁl]l]] I
p-w.B{]b‘ll 2000 1 p < 0.05
s 34 egm— [ Ten s < WT T cails
2 E' B TCD AW & 122 T calis
= - 038
L £ 1000 - ook
5
'L_-_!_- 14 |--| E £00 4
L= ul B , |
TCD BM TCFJ BM TCD BM Bplean LM

o WT Teoella « |L-22-—
T cwiis

Figure 3.  Absence of T-cell-derived IL-22 reduces secretion of inflammatory cytokines. Lethally imadiated BALB/c reciplents were transplanted
with BALB/c TCD BM with BALB/c T cells (syngeneic) or with B& TCD BM only or with either BEWT T cells or BaIL-22 ° T cells. Splenocytes
and MLN cells were harvested at day 6 post allo-HCT, (a) IL-22 level was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in the
supernatant of splenocytes and MLN cells activated for 48 h with phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) and ionomycin, Mean £ s.em, are
representad. (b, €) Splenocytes and MLN cells were activated for 6h with PMA, ionomycin and Brefeldin A, Expression of IL-22 on gated
CO3 -+ CD4 ~ T cells is shown for a representative MLN sampla (b) and mean + s.8.m., of the percentages of IL-22 + CD4 + Tcellsin the splaen
and MLN is represented (c). {d] Expression of IL-174 on gated CD3 + CD4 4 T cells in the spleen is represented, mean + s.am. from three
independent axperiments. le—i} Intracellular [FN-y and TNF-u levels of splenic CD4 + and C08 + T cells were analyzed. Meaan + sem. of the
percentage (@) and number (f) of T cells CO4 + and CD8 + secreting IFMN-y in the spleen is shown, Mean + s.em, of the parcentage (g) and
number (hl of T cells CD4 + and CD8 + secreting TNF-¥ In the spleen is shown. Data are combined from three independent experiments

fm =120, {i}) TNF-v level was measured by ELISA in the supernatant of splenocytes and MLN cells activated for 24 h with PMA and ionomycin.
Mean t s.em. is representad from three Independent axperiments.

effect expected in the context of allo-HCT. To this end, we receiving TCD-BM and A20 ceils, attesting for tumor growth
administered AZ20-luc leukemia cells to allo-HCT-recipient mice, (Figure 7a). By contrast, when recipient mice received both TCD-
which were subsequently monitored in wive by BLL As shown in BM and A20 cells and then WT T cells, a low BLI signal was
Figure 7, a strong signal was observed at day 30 in recipient mice  observed, indicating that tumor growth was controlled by WT T
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Figure 4, Absence of T-cell-derived IL-22 Is associated with an increase of T regulatory cells, Lethally iradiated BALB/c-recipient mice were
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with BALB/c T calls. Splenocytes were harvested 1 week after allo-HCT {n = 18) and were analyzed for the expression of CD4, CD25 and Foxp3.
{al Expression of CD25 and Foxp3 on gated CO4 4+ T cells is shown for a representative sample. (b) Mean + se.m. of the percentage and
e} abselute number of CD25 + Foxp3 + in the spleen of at least three independent experiments with three mice/group are represented. Data
comparing the three groups were significantly different using analysis of variance test, P 0.0001. (¢} Origin of Treg cells was determined by
the expression of H-2d and H2-b after gating on CD4 + CO25 + foxpd + T cells. Mean £ s.e.m. of the percentage of H-2b doner Treg and H-2d-
recipient cells are represented. (e) Survival data after depletion of CD35 + T cells from the graft are shown (logrank test, P <0.0001 for WT
T cells versus IL22 T colls, ® = 0.109 for WT T cells versus IL-22 T cells-Treg, P = 0,82 for WT T cells versus WT-Treg T cells, # — 0,004 for
IL-22 " Tcells versus IL-22 T cells-Treg, P — 0.087 for WT T cells versus IL-22 " T cells-Tregl,

cells {Figures Fa—c). Ultimately, all recipient mice died from severe DISCUSSION

aGVHD, leading to an increased maortality (Figure 7d). A strong GVL Thus far, the role of IL-22, @ TH17-related coytokine, has
effect was mediated by IL-22 ' T cells as shown by the absence not been extensively addressed in the context of aGVHD
of BLl signal in reciplent mice (Figures 7a and b) and was  pathophysiology. Our data show that donor-derived IL-22
comparable o that obtained with WT T cells (Figure 7c), Mareover, contributes to the severity of aGVHD by participating into the
the majority of IL-22 ~* T-cell recipients survived through the 40 systemic inflammation process and through amplification of local
days observation period without or with very little BLI signal inflammation jn aGVHD target tissues. This is in line with the
{Figure 7d). Altogether, these data indicated that IL-22 " T cells critical role of IL-22, which can promote local or systemic
retained their capacity to mediate a GVL effect while preserving inflammation.”™** Paradowically, IL.-22 has been found not only
recipient mice from aGVHD mortality. to promote pathological inflammation but also to prevent tissue
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with B6 TCD BM and either B&WT or BeiL-22 '

Absence of T-cell-derived IL-22 decreases inflammatory cytokine levels in blood, Lethally irradiated BALB/c mice were transplanted
T cells. Plasma was collected at day 6 after allo-HCT and cytokines concentrations were

measured using BD cytometric bead array set. Data from three independent experiments are shown. Mean is indicated by a bar

destruction. Thus, IL-22 was tissue protective in mouse models of
hepatitis**  whereas IL-22 deficiency exacerbated tissue
destruction in a dextran sodium sulfate-mediated colitis™ or a
T-cell-transfer model of colitis.'"?" Recently, Hanash er ai™
demonstrated that IL-22 produced by recipient ILC protected
mice from aGuHD-induced tissue damage and mortality by
protecting intestinal stem cells, which express IL-22R. Thus,
these results highlight the fact that the same cytokine produced
by donor versus recipient-derived sources may have opposing
effects on clinical outcome of allo-HCT recipients. The
inflammatory milieu resulting of the allo-HCT procedure and
the induction of the so-called cytokine storm may faver the
pathological function of IL-22 rather than its tissue-protective
effect during the first waak after allo-HCT, This is consistent with
data showing that IL-22 was involved In immunopathology of the
gut after Toxeplasma gondii infection and development of TH1
cytokine-mediated inflammation.”’ The contribution of TH17 cells
in aGVHD is somewhat controversial. In our study, we did not
detect any differences in IL-174& production by T cells 1 week after
alleHCT, By contrast, we observed a significant increase of
C025 - Foxp3 + Treg cells in recipients administered with B&.L-
227" Teells. The protective effect of Treg on aGVHD was already
demonstrated In several models ™" The mechanism through
which IL-22 deficiency results in Treg expansion is not dlear, but
likely involves indirect factors as Treg cells do not express IL-
228" Altematively, Treg cell expansion could be the result of
immune compensatory mechanisms in response to compromised
containment of commensal bacteria in the absence of IL-22,
leading to a change of the microbicta and the induction of Treg
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by bacteria® Of note, specific changes in the microbiota
following alle-HCT have been recently reported and associated
to aGVHD ™ in our study, we did not completely abrogate
aGVHD by wusing IL-22 "~ T cells to induce GVHD. Although we
did not observe a source of IL-22 other than T cells, we cannot
exclude that radioresistant ILC from the recipient might persist
and could contribute to the regulation of intestinal inflammation,
However, Hanash et ai™ showed that ILC were eliminated during
AGVHD. The role of IL-22 in T-cell activation seems to be indirect
given the restricted expression of IL-22R on non-hematopoietic
cells."* " However, we cannot exclude that antigen-presenting
cells (APC) could modulate the alloreactive response in the
absence of IL-22, Indeed, it has been reparted that hematopoietic
COMb+ APCs expressed increased levels of IL-22R during
induction of disease after immunization with uveitogenic
antigen In an experimental model of autoimmune uveitis,”’
Despite  previous  findings showing that MHC  {majar
histocompatibility complex) class |l-bearing host APCs are
required 1o induce CD4+ T-cell dependent aGVHD,™ recent
reparts indicated that non-hematopoietic APCy are sufficient 1o
induce lethal aGVYHD."™™ In fact, MHC class ll-expressing recipient
noen-hematopeietic cells of the gastrointestinal tract were shown
to be able 1o induce aGVHD™ By using well established BM
chimeras, the group of Reddy and colleagues recently
demonstrated that sex-mismatched H-Y antigens can induce
GVHD even in the absence of radiosensitive host-derived APC™
Thus, one may speculate that the modulation of IFN-7y in the
gastrointestinal tract in the absence of IL-22 could impair the
induction of class || expression on epithelial cells, leading to
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Absence of T-cell-derived IL-22 decreases inflammatory gene expression in aGVHD target tissues. Lethally irradiated BALB/C mice
T cells. Quantitative reverse transcriptase-PCR analysis for each indicated

gene was performed using RMNA izolated from the lung, skin and small intestine collected at day 6 after allo-HCT. Mean + s.e.m. of gene

expression levels are represented, Data are combined from three Independent expariments (1

decreased incldence and severity of aGVHD. Interestingly, both
THF-% and IFN-y have been shown to upregulate |L-22R expression
in keratinocytes and Abroblasts, suggesting that these cytokines
released after conditioning may amplify IL-22 activity on target
tissues of aGYHD."""" Notably, it has been recently reported that
the C-type lectin regenerating-islet-3a (REG3a), which is produced
by Faneth cells and induced by IL-22, is detected in the serum of
aGVHD patients and wvalidated as a biomarker of intestinal
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aGVHD" Therefore, REG3: expression likely increased upon
inflammation and is then released into the systemic circulation
as a consequence of breaches in the mucosal epithelial barrier
caused by aGVHD. Interestingly, we also observed in our model an
increase in antimicrobial peptide expression, such as fi-defensini
and cathelicidin, during aGYHD. As expected, in the absence of
IL-22, the expression of these molecules was downregulated.
Of note, another alarmin, namely Elafin, was also reported as a
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Figure 7. GVL activity is preserved in the absence of donor T-cell-derved IL-22. Lethally irradiated BALB/c mice were administered with B&
TCD BM and A20-lue leukemic cells. On day 7 after allo-HCT, 1 = 10° BEWT T cells or BIL-22 7 T cells were administered. Tumor growth in
recipients was monitored by in vivo bioluminescent imaging (BLIL (a) One representative mouse from each group is shown at days 6 and 30
after administration of T cells. BLI signal imensity iphotons/sec measured from the ventral view] is shown at (bl multiple time points or at (€)

day 30 after administration of B&WT or B&IL-22

T cells. Data are obtained from two independent experiments with five reciglent mice per

group. dl Recipient survival is shown for the three groups, median survival time 21 days versus undefined days, log-rank test P< 0.07).

biomarker of human skin aGVHD.** Finally, because of the critical
role of IL-22 in keratinocyte differentiation and pathology of the
skin,*"* we can also speculate that IL-22 could mediate a role in
shin pathology during GVHD. Indeed, recent data demonstrated a
crucial role of IL-22 In thymic regeneration after thymic injury. In
the elegant study of Dudakov et al*® they observed that
intrathymic IL-22 was produced by ILC after thymic insult and
was essential to promote thymic recovery. Thus, this study
emphasize the importance of IL-22 In allo-HCT by inducing a
delicate balance between T-cell recovery and adverse effects on
alloreactivity.

Overall, findings from this work suggest a potential important
role of IL-22 in aGVHD pathophysiology. From the translational
standpoint, the IL-22/IL-22R axis need to be further explored to
delineate its inflammatory wversus protective effects in GVYHD.
Data showing that blocking donor-derived IL-22 can attenuate
aGVHD without impairing the GVL effect support the design of
clinical approaches aiming to target IL-22 pathways in allo-HCT
patierts.
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Article 2 : La synergie entre I'lL-22 et les interférons de type |
amplifie 'inflammation intestinale de type Th1 associée a la GVHDa

Nos données ont montré que I'lL-22 issue du greffon participe a linflammation
systémique mais également locale dans un contexte de GVHDa. Nous avons voulu
caractériser les mécanismes par lesquels I'lL-22 peut participer a I'inflammation associée a

la GVHDa notamment au niveau intestinal.

Récemment, plusieurs études ont suggéré que I'lL-22 sécrétée conjointement a
d’autres cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-17 mais aussi les interférons de type | et
de type Il pouvaient créer un milieu cytokinique favorisant l'inflammation des tissues (Qiu et
al., 2013).

1) Svynergie entre I'lL-22 et I'IL-17A

Une trés belle étude menée par I'équipe de G.F. Sonnenberg (Sonnenberg et al.,
2010) démontre notamment que dans un modéle expérimental, 'administration d’'une forte
dose de bléomycine induit des lésions et de l'inflammation au niveau des poumons pouvant
entrainer la mort des souris sauvages. Dans ce modéle, ils observent que les lymphocytes
Th17 sécrétent a la fois de I'lL-22 et de I'lL-17A dans les poumons. La sévérité de la maladie
induite par bléomycine est diminuée dans des souris invalidées pour I'lL-22 ou lorsque les
souris sauvages sont traitées par un anticorps bloquant I'lL-22 suggérant ainsi la
participation délétére de I'lL-22 dans ce contexte. Cependant, malgré 'augmentation de la
sécrétion d’IL-22 dans les poumons, les souris invalidées pour I'lL-17A présentent une
diminution des symptdmes. De plus, I'administration de I'anticorps bloquant I'lL-22 dans ces
souris exacerbe I'inflammation induite par la bléomycine indiquant que I'lL-22 joue un réle
protecteur en l'absence d’IL-17A. Enfin, dans un systeme de culture in vitro, I'ajout d’IL-22
protége les cellules épithéliales de poumons de I'apoptose induite par bléomycine, effet qui
disparait en coadministrant de I'lL-22 et de I'lL-17A. Ces données indiquent que la synergie
entre IL-22 et IL-17A participe a l'inflammation alors que I'lL-22 seule joue un réle protecteur

dans ce contexte expérimental.

Un autre contexte dans lequel IL-22 et IL-17A induisent I'inflammation de fagon
synergique a été décrit par I'équipe de H.L. Ma (Ma et al., 2008). Cette équipe utilise un
modéle d’inflammation cutanée qui consiste a transférer des LT CD4+ CD45RB" dépourvus
de lymphocytes Treg dans des souris scid/scid. Les souris receveuses développent des
plaques cutanées présentant des similarités au psoriasis humain. Dans ce modéle, les

auteurs ont étudié la participation de I'lL-22 en utilisant a nouveau un anticorps bloquant. La
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neutralisation de I'lL-22 inhibe le développement de la maladie et est associée a une
diminution significative de I'expression des cytokines telles que I'lL-17A, I'lL-17F mais aussi
'IL-6 au niveau cutané. De plus I'administration intradermique d’IL-22 tend & augmenter
I'expression locale d’IL-6. Ces données suggérent que I'lL-22 participe au développement de
Th17 autoréactifs, entretenant notamment l'inflammation par sécrétion conjointe d’IL-22 et

d’IL-17A dans ce modéle d’inflammation.

La synergie IL-22/IFN est multiple. Tout d’abord, les IFN de type | semblent induire
'expression de I'lL-22R1a dans des kératinocytes humains cultivés dans des contextes
équivalents a la peau vivante (Tohyama et al., 2012). Ces observations suggérent que les
IFN de type | peuvent augmenter I'activité biologique de I'lL-22 en induisant I'expression de

son récepteur.

D’autre part, il est connu depuis longtemps que la fonction de certaines cytokines sur
leurs cellules cibles peut étre modifiée en présence d’'IFN de type | et Il. De fagon
intéressante, ce sont majoritairement les cytokines dont la signalisation dépend des
protéines STAT qui sont les plus sujettes a ce type de synergie (Gough et al., 2012). Par
exemple, I'lFN-a potentialise la capacité de I'lL-10, une cytokine connue pour ses propriétés
anti-inflammatoire, a activer STAT1 et ainsi induire la sécrétion de chimiokines CXCL9 et
CXCL10 pro inflammatoires par des macrophages humains (Sharif et al., 2004). Ce
phénoméne est probablement dépendant de STAT1 car de la méme fagon, I'lL-10 entraine
également I'activation de STAT1 en présence d’IFN-y (Herrero et al., 2003). Plus récemment,
I'équipe de M. Bachmann et collégues ont étudié la synergie entre les IFN de type | et I'lL-22
et ont observé des effets similaires sur I'activation de STAT1 notamment dans des lignées
de carcinome du colon telles que DLD1 et Caco2, dans les cellules d’hépatome HepG2 mais
aussi dans des kératinocytes primaires. L’activation de STAT1 était associée a I'induction de
I'expresion de chimiokines telles que CXCL9 et CXCL10 (Bachmann et al., 2012) typiques

d’une inflammation de type Th1.

Comme évoqué précédemment (lire Réle protecteur), I'activation intracellulaire de
protéines de la famille STAT confére des signaux aux effets opposés dans différents
modeéles (Stephanou and Latchman, 2005). A l'inverse de la voie STATS3, l'activation de
STAT1 semble induire I'apoptose et renforcer l'inflammation de type Th1 (Ouyang et al.,
2011; Paludan, 2000; Yu et al., 2009b). Cette polarisation par les voies STAT1 ou STAT3 a

également été observée a l'aide de souris invalidées pour STAT3 (Ray et al., 2014). Dans
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cette étude, les auteurs ont investigué l'effet du déficit de STAT3 dans les Tfh. lls ont
observé que le transcriptome des Tfh invalidés pour STAT3 est davantage apparenté au
transcriptome des Th1, avec notamment des expressions augmentées de Tbet mais aussi
des récepteurs aux IFN de type I. En conséquence, le taux d’activation intracellulaire de
STAT1/STAT3 semble crucial pour engendrer soit la prolifération cellulaire soit I'expression

d’effecteurs inflammatoires comme illustré dans la Figure 12.

Cellules exprimant le récepteur a I'lL-22

Signalisation induisant la Signalisation induisant
régénération tissulaire 'inflammation

IL-22
G e

l l

:) Bcl-2, Bel-XL, Cycline D1... : CXCL9, CXCL10, CXCL11...

-Effets Anti-apoptotiques -Effets Pro-apoptotiques
-Augmente la prolifération cellulaire -Induit I'inflammation de type Th1
-Augmente la croissance tumorale -Inhibe la croissance tumorale

Figure 12: Hypothése de la synergie IL-22/IFN de type I. Dans les conditions physiologiques, les signaux de
transduction suivant la fixation de I’IL-22 sur son récepteur sont majoritairement dominés par la
phosphorylation de STAT3 dans les cellules cibles. Cette activation de STAT3 facilite la prolifération
cellulaire. La synergie avec les IFN de type I semble davantage activer STAT1 (Bachmann et al., 2012) ce qui,
contrairement a STAT3, entraine une inflammation de type Thl favorisant 1’apoptose et inhibant la croissance
tumorale.

Modifi¢ de (Muhl et al., 2013)
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Aprés avoir observé le réle pathogene de I'lL-22 dans la GVHDa, nous avons émis
I’hypothése que cette cytokine pouvait agir en synergie avec les interférons de type | dans le
contexte de GVHD et ainsi amplifier l'inflammation en augmentant la sécrétion de
chimiokines au niveau intestinal. Pour vérifier cette hypothése, nous avons utilisé un modéle
murin expérimental de GVHD intestinale dans lequel les souris receveuses sont invalidées
pour le géne du récepteur aux interférons de type | (IFNAR). C’est ce qui fait 'objet de cette
seconde partie du travail de thése dont les résultats sont présentés dans larticle suivant
soumis dans Gut le 5 Septembre 2014.
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ABSTRACT

Background Acute graft-versus-host disease (aGVHD) remains a major
complication following allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT),
limiting the success of this therapy. Inflammatory cytokines are strongly associated
with aGVHD pathogenesis. Interleukin-22 (IL-22) is an IL-10 family cytokine and is
secreted by both innate and adaptive immune cells. We previously reported that IL-
22 participates to aGVHD development, but the underlying mechanisms of its
contribution remain poorly understood.

Aim To analyze the potential mechanism of the pathological function of IL-22 in
acute intestinal GVHD.

Methods We used both major and minor histocompatibility mismatched aGVHD
murine models. We transplanted recipient mice with bone marrow cells and wild-type
or IL-227" T cells to induce aGVHD. To evaluate a potential synergy between [L-22
and type | IFN, we used either wild-type or type | IFN receptor deficient (IFNAR™")
recipient mice and analyzed intestinal barrier integrity, inflammatory factors as well
as infiltrating T cell subsets. Ex-vivo colon cultures were performed to directly assess
the synergistic role of IL-22 and type | IFN. Finally, immunohistochemistry staining of
activated STAT1 were performed on gastrointestinal (Gl) biopsies of 20 transplanted
patients with or without aGVHD.

Results A decreased severity of aGVHD after allo-BMT with IL-227" T cells was
associated with a lower level of STAT1 activation and reduced C-X-C motif
chemokine 10 (CXCL10) expression in the large intestine. Additionally, ex-vivo colon
cultures indicated that IL-22 synergized with type | IFN to induce Th1-like
inflammation via STAT1 and CXCL10 in large intestine cells. We examined whether

both absence of graft-derived IL-22 and type | interferon signaling in recipient cells
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could limit intestinal aGVHD. IFNAR™ recipient of allogeneic IL-227" cells
demonstrated a decrease of both CXCL10 expression and Th1 effector cell infiltration
in injured colon. Finally, we observed enhanced STAT1 activation in Gl tissues from
patients with GVHD as compared to those without GVHD.

Conclusions These findings indicate that IL-22 and type | IFN signaling give rise to
exacerbated aGVHD by enhancing CXCL10 expression and STAT1 activation in
inflamed sites. Thus, interfering with both IL-22 and type | IFN signaling provides a

novel approach to limit aGVHD.
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INTRODUCTION

Acute graft-versus-host disease (aGVHD) remains a major complication following
allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT), limiting the success of this
therapy (Wingard et al., 2011). Many pro-inflammatory cytokines such as interleukin-
16 (IL-1B), tumor-necrosis-factor (TNF-a), IL-12, interferon-y (IFN-y) secreted
following the conditioning regimen have been linked to aGVHD initiation and
pathophysiology (Antin and Ferrara, 1992; Hanash et al., 2012; Mohty et al., 2005).
IL-22 is a cytokine produced by adaptive immune cells, such as CD4" (Th1, Th17,
Th22) and CD8" (Tc17, Tc22) T cells, but also by innate immune cells, such as, y§ T
cells or innate lymphoid cells (ILC) (Rutz et al., 2013). The IL-22 receptor (IL-22R) is
essentially expressed by non-hematopoietic cells, and more particularly by epithelial
cells of the gastrointestinal tract, keratinocytes and epithelial cells of the respiratory
tract (Wolk et al., 2004). We recently reported that donor-derived IL-22 contributes to
the severity of aGVHD in an experimental mouse model of allo-HCT using IL-22
deficient mice (Couturier et al., 2013). IL-22 is a member of the IL-10 family that
exerts both protective and inflammatory functions, most likely depending on the
cytokine microenvironment and the tissues and/or the cell types involved (Zenewicz
and Flavell, 2011). The binding of IL-22 on its receptor activates signal transducer
and activator of transcription factor 3 (STAT3) signaling and induces expression of
antimicrobial peptides, as well as cell proliferation and tissue repair (Sonnenberg et
al., 2011). However, during intestinal inflammation, when adaptive immune
responses are overwhelming, IL-22 secreted by T cells can be pathogenic by causing
mucosal hyperplasia (Kamanaka et al., 2011). Exuberant IL-22 production together
with that of other proinflammatory cytokines might create a cytokine milieu that
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promotes tissue inflammation. Consistent with this notion, a recent study by
Bachmann and colleagues reported a synergy between IFN-a and IL-22 which leads
to the activation of STAT1 in human colonic cell lines (Bachmann et al., 2013). Such
synergy is likely to contribute to inflammatory mechanisms in several diseases
involving both cytokines (Muhl, 2013). This ambivalent role of IL-22 depending on
cytokine environment is in line with data showing that IL-22 was involved in gut
lesions after Toxoplasma gondii infection and development of Th1 cytokine-mediated
inflammation (Munoz et al., 2009). The inflammatory milieu resulting from the allo-
HCT procedure and, in particular, the conditioning regimen leading to the induction of
the so-called “cytokine storm” may favor the pathological function of IL-22 rather than
its tissue-protective effect. Finally, IL-22 activity is regulated by IL-22 binding protein
(IL-22 BP), a soluble receptor with structural similarity to IL-22R1 that prevents IL-22
binding to its receptor (14). In this report, we determined the factors involved in the
pathological effect of IL-22 in the setting of acute intestinal GVHD. We evaluated
whether IL-22 acts in synergy with type | IFN in aGVHD using mice deficient in the
type | IFN receptor (IFNAR"’) as recipients of IL-22 deficient grafts. We
demonstrated that donor-derived IL-22 in synergy with the type | IFN signalling
pathway in recipient tissues aggravates aGVHD by promoting the activation of
STAT1 and pro-inflammatory mediator production in the large intestine, and by
amplifying the CXCL10-mediated Th1 responses after allo-HCT. Both IL-22 and type

I IFN signaling pathway are necessary for optimal STAT1 activation.
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MATERIAL AND METHODS

Mice

Wild-type (WT) 129sv (hereafter named 129) (H2°), BALB/c (H2°) or C57BL/6
(hereafter named B6) (H2°) mice were purchased from Charles River (Chatillon-sur-
Chalaronne, France). IL-227" and IFNAR™™ mice were kindly provided by J.C.
Renauld (Ludwig Institute for Cancer Research, Brussels, Belgium). The IL-227"
deficient mice were originally generated in the 129 background and were
subsequently backcrossed with B6 mice for 13 generations. We next maintained
breeding colonies in our animal facility. All mice were used at 8-12 weeks of age. All
protocols were performed according to the approval of the “Services Vétérinaires de
la Santé et de la Protection Animale” delivered by the Ministry of Agriculture (Paris,

France).

HCT procedures

Recipient mice were conditioned with total body irradiation administrated as single
750 cGy (BALB/c) or 850cGy (129) lethal doses on day-1. To induce MHC-
mismatched aGVHD in BALB/c recipients, mice were transplanted with 5x10°
allogeneic T cell-depleted bone marrow (TCD BM) from WT B6 mice and 1x10°
allogeneic donor splenic T cells from either WT or IL-227" B6 mice. T cell depletion
was performed using the CD3 MicroBead Kit (Miltenyi Biotec, Paris, France) and
purified populations of donor T cells were obtained using the Pan T Cell Isolation Kit
[I' (Miltenyi Biotec) according to the manufacturer’'s instructions. The purity of TCD
BM and T cells in all experiments exceeded 95%. To induce minor histocompatibility

antigen (mHA)-mismatched aGVHD in 129 recipients, mice were transplanted with
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5x10° BM and 10x10° donor spleen cells from either WT or IL-227 B6 mice. Cells
were injected in the lateral tail vein.

Assessment of acute GVHD

Acute GVHD was assessed by a clinical scoring system and by histological analysis
of the small and large intestine, as previously described (Couturier et al., 2013). In
addition, intestinal barrier permeability was assessed using FITC-dextran (FD4-1G,
Sigma-Aldrich, Lyon, France) administered by oral gavage at a concentration of 80
mg/ml in phosphate-buffered saline (PBS) in 200 ul (16mg) per mouse. Four hours
later, plasma was collected from peripheral blood, then mixed 1:1 with PBS and

analyzed on plate reader at excitation/emission wavelength of 485nm/535nm.

Immunohistochemistry of human intestinal biopsies

Intestinal biopsies were collected from a cohort of 20 patients who underwent allo-
HCT at the University-Hospital of Nantes (Nantes, France) between May 2007 and
December 2010. Patients included in this study were diagnosed with gastrointestinal
aGVHD by histological examination of biopsies. All patients were enrolled in clinical
research protocols approved by local ethical committees. The control patients were a
cohort already published of 5 allo-HCT patients who volunteered to participate to the
study and did not have digestive symptoms (Bossard et al., 2012). Written informed
consent was obtained in accordance with the Declaration of Helsinki (Table S1).
Patients, disease and allo-HCT characteristics are summarized in Table S1. Staining
for phosphorylated STAT1 (P-STAT1) of the human biopsies was performed
according to standard protocols, as we previously described (Bossard et al., 2012).

To evaluate STAT1 activation, we used the following semiquantitative grading scale:
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grade 0, no expression; grade 1, low expression; grade 2, medium expression; and
grade 3, high expression. The semiquantitative grading of antigen expression was
performed independently by 2 examiners (F.M. and C.B.).

Ex-Vivo Colon Culture

Sections of 1 cm of colon were excised and cleared of feces, fat tissues and Peyer’s
patches. They were then longitudinally opened and mucus was removed by shaking
in HBSS containing 10% FBS and 5mM EDTA (Sigma-Aldrich). The colon sections
were subsequently cultured in complete RPMI medium at 37°C with 5% CO;in 24-
well plates (BD Falcon). Where indicated, the sections were incubated with
recombinant mouse IFN-a (5.10* U/mL) (Miltenyi Biotec). Mouse recombinant IL-22
(100 ng/mL) (R&D Systems, Lille, France) was added directly thereafter without
exchange of medium. Ruxolitinib and tofacitinib were purchased from Invivogen
(Toulouse, France) and used at the indicated concentrations. At indicated time

points, the tissue sections were harvested for protein or mRNA extractions.

Protein extraction

Tissue samples were homogenized using FastPrep-24 system (MP Biomedicals,
llikirch, France) and cell lysates were prepared using a protease inhibitor cocktail
(cOmplete, EDTA-free, Roche). Total protein concentration was determined by
microBCA Protein Assay (Pierce, Thermo Fischer Scientific, Courtaboeuf, France)

according to the manufacturer’s instructions.

Western Blot analysis
The following antibodies were used for western blotting: pSTAT1-Y701 (58D6 rabbit

monoclonal antibody 1:1000), STAT1 (rabbit polyclonal antibody 1:1000), B-actin
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(D6AS8, rabbit monoclonal antibody 1:1000, Cell Signaling Technology). Signals were
detected with HRP-conjugated anti-Rabbit IgG (eB182) secondary antibody 1:25000
(Rockland, Tebu-Bio, Le Perray en Yvelines, France) and quantified on a
bioluminescence imager and BIO-1D advanced software (Wilber-Lourmat, Marne la

Vallée, France).

ELISA and CBA measurement

Concentrations of IFN-y, TNF-a, IL-6 and MCP-1 were measured using the BD
cytometric bead array kit (CBA) (CBA Mouse Inflammation, BD Biosciences, Le Pont
de Claix, France) according to the manufacturer’s instructions. P-STAT1 and total
STAT1 (t-STAT1) concentrations were quantified using the BD CBA cell signaling kit
(BD Biosciences) with an input of 300 ug of total protein extracted from intestinal

tissue.

Real-time PCR analysis

Prior to RNA extraction, tissue samples were homogenized using FastPrep-24
system with RLT buffer (Qiagen, Cergy-Pontoise, France) supplemented with [3-
mercaptoethanol (Sigma-Aldrich). RNA was extracted using RNeasy Mini kit
(Qiagen). Total RNA was subjected to reverse transcription (High Capacity RNA-to-
cDNA Master Mix, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) and quantified by real-
time quantitative PCR using commercially available primer/probe sets (Assay On
Demand, Applied Biosystems). Real-time PCR was performed on the iCycler CFX96
real-time PCR system (Life Science, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Relative
expression for the mRNA transcripts was calculated using the 1/252Ct method and

GAPDH mRNA transcript as reference.
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Flow cytometry analysis

At designated time points, animals were killed and organs were collected. Single-cell
suspensions of the spleen and mesenteric lymph nodes (MLN) were passed through
sterile mesh filters. For detection of cytokine production, cells were stimulated for 6
hours with 25 ng/ml phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) and 1 ug/mL ionomycin

(Sigma-Aldrich), with 1uL/mL Golgi Plug (BD Bioscience, Le Pont de Claix, France)

prior to staining for flow cytometric analysis. Cells were first stained with eFluor®506

Fixable Viability Dye (eBiosciences, Paris, France) according to the manufacturer’s
instructions. Surface staining was performed using FITC-conjugated CD45,
PercPCy5,5-CD4 (from Biolegend, Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) and
APC-eFluor780-TCRp antibodies (eBiosciences), cells were then fixed and
permeabilized using CytoFix/CytoPerm Buffer (BD Biosciences) before staining with
PE/Cy7-IFN-y (Biolegend), PE-IL-22 and APC-IL-17A (eBioscience, Paris, France)
specific antibodies or the corresponding isotype control. Ki67 and Treg cell analysis
was performed by cell surface staining with FITC-CD8, V450-CD4 and PeCy7-CD25,
APC-CD3 (BD Biosciences) and eFluor780-TCRp. Cells were then fixed and
permeabilized with Foxp3 Staining Buffer set (eBioscience) and stained with PE-
Foxp3 (eBioscience) and PercPCy5.5-Ki67 (BD Biosciences). Analysis was

performed using FACSCanto Il and FACSDiva software (BD Biosciences).

69



Résultats

Statistical analysis

Group comparisons of data on cell populations, gene expression, cytokine levels and
pathology scores were performed using the Student t test. Survival curves were
compared using the log-rank test. A value of p<0.05 was considered statistically
significant in all experiments. Data were computed using GraphPad Prism 5.0

(GraphPad Software, San Diego, CA).
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RESULTS

Graft-derived IL-22 increases STAT1 phosphorylation and inflammatory

chemokine production in the colon of recipient mice during acute GVHD.

We previously demonstrated that donor-derived IL-22 was associated with aGVHD
severity in a full MHC-mismatched GVHD model. This was attested, at least in the
gastrointestinal tract, by a decrease of GVHD lesions in the small and large intestine,
as well as reduced local pro-inflammatory factor mMRNA expression in recipient mice
receiving 1L-227"" donor T cells (Couturier et al., 2013). We assessed the role of IL-
22BP and the engagement of pathological STAT1 pathway in IL-22-induced GVHD.
Thus, administration of B6 IL-227" T cells with TCD BM into lethally irradiated
allogeneic BALB/c-recipient mice significantly decreased GVHD mortality as
compared with that of recipients receiving WT allogeneic T cells (Fig 1A). Then, we
analyzed the expression of il-22bp mRNA, encoding the secreted form of IL-22R1
which neutralizes the biological activity of IL-22 (Dumoutier et al., 2001). At day 7
after transplantation, il-22bp mRNA transcripts were significantly decreased in the
large intestine of recipient mice that received allogeneic T cells, as compared to
control mice, thereby potentially increasing IL-22 activity in the colon during aGVHD
(Fig 1B). These data suggest that aGVHD is associated with a down-regulation of IL-
22BP, as previously demonstrated in other acute inflammatory models (Huber et al.,
2012b). Then, mRNA transcripts of inflammatory mediators such as CXCL9 and
CXCL10 were also analyzed in colonic tissue, with a significant reduction of cxc/10
expression in mice that received IL-227" T cells (Fig 1C). Because CXCL9 and
CXCL10 are known to be induced by STAT1 activation, we measured STAT1

phosphorylation in the colon of transplanted mice. Western Blot analyses of proteins
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extracted from colon tissue isolated at day 7 post-BMT revealed that P-STAT1 was
induced in samples from mice that received allogeneic WT T cells, as compared to
mice receiving IL-227" T cells or BM control (Fig1D). This result was also confirmed
by CBA analysis, showing that P-STAT1/tSTAT1 ratio was significantly higher in
colon from mice administrated with WT T cells, as compared to those receiving IL-
2277 T cells (Fig1E) or BM cells alone. Altogether, these results suggest that the
STAT1 pathway is involved in acute intestinal GVHD, and donor-derived [L-22

contributes to STAT1 activation signaling.

IL-22 synergizes with type I-IFN to induce ex vivo STAT1 phosphorylation and
inflammatory cytokine in the colon.

IL-22 has been shown to trigger different types of responses depending on the
cytokine environment (Sonnenberg et al., 2010). Moreover, recent data
demonstrated the effects of type | IFN priming on IL-22-activated STAT1 in human
colon cell lines (Bachmann et al., 2013). To evaluate this effect on IL-22-mediated
STAT1 activation, we used an ex vivo colon culture model as previously described
(Zenewicz et al., 2008). Colon section samples isolated from naive B6 WT or IL-227"
mice were cultured for 24h in the presence of recombinant cytokines IFN-a., IL-22 or
both. We measured the expression of Regllly, an antimicrobial peptide produced in
response to IL-22, as positive control for IL-22 stimulation. In IL-227" colon, Regllly
MRNA expression was not detectable in the absence of IL-22, whereas a strong
induction was observed after recombinant [L-22 treatment (FigS1A). As positive
control for recombinant IFN-a response, irf7 mRNA expression was assessed after
recombinant IFN-a stimulation, as previously described (lzaguirre et al.,

2003)(FigS1B). To examine the synergistic effect of type | IFN and IL-22 on the large
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intestine, we next analyzed the expression of the following chemokines: CXCL9,
CXCL10, CXCL11. As depicted in Figure 2, we observed a significant induction of
cxcl10 mRNA after IFN-a. and IL-22 treatment, as compared to IFN-a or IL-22 alone
(Fig2C). We also observed a trend towards an increase of cxc/71 mRNA after both
IL-22 and IFN-a stimulation (Fig2D), whereas no difference was observed for TNF-a
or cxcl9 mRNA expression (Fig2A). Moreover, the analysis of STAT1 activation by
Western Blot revealed that both P-STAT1 and t-STAT1 were induced after IL-22 and
IFN-a stimulation (Fig 2E), which is in line with previous data on colon cell lines
(Bachmann et al., 2013). Finally, the use of ruxolitinib, an inhibitor of JAK1/2 or
tofacitinib, an inhibitor of JAK1/3 located upstream of the STAT1 signaling pathway
(Inle and Kerr, 1995), completely abolished STAT1 activation (Fig 3A) and cxc/10
mMRNA induction mediated by both IFN-a and IL-22 (Fig 3B) in colon cultures. These
results show that IL-22 can synergize with type | IFN signaling pathway to increase

cxcl10 mRNA expression and activate STAT1 in the large intestine.

Absence of IL-22 in donor cells and type | IFN signaling pathway in recipient
mice decrease GVHD severity in a minor histocompatibility antigen-
mismatched model.

We next addressed how engagement of STAT1 activation induced by type | IFN
priming and IL-22 can affect GVHD severity. For this purpose, we transferred BM and
splenocytes from WT or IL-227"~ B6 mice into lethally irradiated WT or IFNAR™™ 129
mice (Figure 4A). In this mHA-mismatched model, recipient mice developed GVHD
starting around day 14 post-transplantation. Interestingly, IFNAR™  mice which
received IL-227 donor cells had significantly better survival than other mouse

groups, and less weight loss at day 20, as compared with WT recipients of WT donor
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cells (% of initial weight at day 20 following BMT: WT donor WT recipient
71.71+2.27% versus IL-227"T cells 88.27+3.18%, p<0.0001, or IL-22"" donor IFNAR
" recipient 81.75+1.89%, p<0.05, Fig 4B/C ). Thus, in this mHA-mismatched GVHD
model, only the absence of IL-22 in donor T cells combined with IFNAR deficiency in
recipients led to a statistically significant reduction of GVHD-induced mortality, as
compared with that of WT mice receiving WT splenocytes (median survival time
undefined versus 26 days, p<0.05; Figure 4B/C).

We also evaluated intestinal barrier integrity in BMT recipients by performing oral
administration of FITC Dextran, at day 8 and day 20 after BMT, as previously
described (Hanash et al., 2012). At day 8, we observed an increase of GVHD-related
intestinal damage and loss of epithelial barrier integrity in mice receiving spleen cells
from WT or IL-227" donors, as compared to BM control, indicating that in the B6 to
129 model, aGVHD is associated with intestinal lesions (Figure 4D). Interestingly, at
day 20, the intestinal lesions were detected only in WT mice that received WT spleen

“ mice which received IL-227" or WT splenocytes

cells, as compared to IFNAR
(Figure 4E). This loss of epithelial barrier integrity is in accordance with an increase
of pathological scores in the colon (Figure 4F-G).

Altogether, these data demonstrate that only the lack of type | IFN signaling in
recipient mice combined with IL-22 deficiency in donor cells contributes to decreased
GVHD severity in the mHA-mismatched GVHD model. Thus, these results suggest
that IL-22-mediated STAT1 activation after type | IFN priming may be critical in the

loss of intestinal barrier integrity and the aGVHD process.
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Absence of IL-22 in donor cells and type | IFN signaling pathway in recipient
mice leads to reduction of inflammatory mediators both systemically and in
intestinal draining lymph nodes.

The data presented above showed that the absence of IL-22 in the graft and of type |
IFN signaling pathway in recipient organs lowered GVHD severity. The reduced
mortality of recipient mice and the conserved intestinal barrier integrity at day 20
post-BMT were accompanied by a reduced expression of pro-inflammatory
mediators, CXCL10 and the Th1-associated cytokine IFN-y in the colon (Fig 5A, B)
and in the circulation, as detected in the serum of transplanted mice at day 8 after
BMT (Fig 5C). Significantly reduced systemic levels of Th1-associated cytokines
(TNF-a, IFN-y) and MCP-1 were observed only in IFNAR™ mice receiving IL-227" T
cells, but not of IL-6 (Fig 5C, D, E, F). These observations confirm the synergistic role
of donor IL-22 and type | IFN signaling pathway in GVHD triggering.

To further investigate the mechanisms involved in the synergy between donor IL-22
and host type | IFN signaling in the intestinal GVHD, we evaluated the profile of
cytokines produced by allogeneic T cells in the spleen and mesenteric lymph nodes
of mice at day 20 after transplantation. We found no significant difference in IL-17A"
T cells among CD4" T cells from the spleen or MLN (Figure 6A), whereas a
significant decrease in Th1 response, as attested by a decrease of IFN-y* CD4™ T
cells, was observed in the group of IFNAR™™ mice transplanted with I1L-22 deficient
graft, as compared to WT graft. (Figure 6B, C). Such difference was not observed for
WT mice receiving IL-227" T cells (Figure 6B, C). Decreased infiltration of Th1 cells
in intestinal draining lymph nodes confirms the reduced expression of ifn-y mRNA in
the colon of IFNAR™" mice receiving IL-227" T cells, as well as reduced systemic Th1

cytokine secretion in these mice.
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In vivo T cell proliferation was assessed by Ki67 staining of T cells from the spleen at
day 20 after transplantation. Despite the increase in Ki67* CD4" T cells and, more
importantly, Ki67* CD8" T cells, in mice developing GVHD compared to BM control
mice, no difference was observed in CD4" or CD8" T cell proliferation between WT
and IFNAR™ recipient (Fig S2). This suggests that in this model, type I IFN does not
favor donor CD4" or CD8" T cell proliferation.

In addition, we did not observe any difference in the proportion of CD25"Foxp3* Treg
among CD4" T cells from the spleen of WT mice that received WT spleen cells, as
compared to IFNAR™ mice that received IL-227" splenocytes (data not shown).
Overall, this suggests that the synergistic effect of type | IFN deficiency in recipient
mice affects mainly GVHD target tissues, rather than directly T cells. This fits with the

restricted expression of IL-22R1 on these target tissues.

Phosphorylated STAT1 is increased in human intestinal GVHD lesions

Next, we evaluated the activation of STAT1 signaling pathway on intestinal biopsies
from a group of 20 transplanted patients with and without GVHD (Figure 7A, B, C).
As shown by immunohistochemical staining, enhanced P-STAT1 was observed in
biopsies from patients developing aGVHD as compared to transplanted patients
without aGVHD (Figure 7D). Furthermore, in aGVHD biopsies, P-STAT1 was
expressed by epithelial cells (Figure 7D) and in chorionic mononuclear cells (Figure
7D). Thus, these observations suggest that STAT1 signaling pathway is also critical

in human intestinal GVHD

Discussion
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In this study, we confirmed IL-22 as a critical component for the development of
acute intestinal GVHD in both major and minor histocompatibility-mismatched
models. In fact, both protective and inflammatory properties have been described for
IL-22 depending on the cytokine microenvironment and the tissues and/or cell types.
Thus, it has been reported that sustained IL-22 systemic exposure leads to an acute-
phase response (Liang et al., 2010). Moreover, IL-22 produced by ILC in the
intestinal tract has been observed as a protective factor in several diseases.
Nevertheless, in the aGVHD context, Hanash et al showed that ILC are completely
depleted following donor CD4" T cell infiltration in the lamina propria (Hanash et al.,
2012), which is consistent with a recent report showing that conventional CD4" T
cells reduce ILC3 number in lamina propria in a microbiota and inflammation
independent manner (Korn et al., 2014). Other studies have described that IL-22 can
be pathogenic, notably in synergy with other cytokines such as, IL-17A (Ma et al.,
2008; Sonnenberg et al., 2010) or type | IFN (Bachmann et al., 2013). Consistent
with it, we observed a synergy between IL-22 and IFN-a in an ex-vivo mouse colon
explant treatment. This synergy led to an increase in STAT1/CXCL10 signaling
pathway. Altogether, this suggests that IL-22 can promote Th1 cell infiltration —the
main pathological T cell subset in aGVHD- in local tissues in an IFN-a rich
environment via STAT1 and CXCL10.

In this study, we report for the first time a significant decrease of IL-22BP mRNA
expression in intestinal tissues from mice experiencing GVHD, which is in line with
recent reports showing that IL-22BP expression is suppressed during inflammation
(Huber et al., 2012b). In fact, in mice, the main IL-22BP producing cells correspond
to a subset of conventional dendritic cells (DC) which are MHCII® CD11¢” CD103"

CD11b" (Huber et al., 2012b; Martin et al., 2014). These cells constitutively produced
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IL-22BP in lamina propria of the large intestine at steady state, but its expression is
decreased after DC maturation leading to an increase of the ratio of IL-22/IL-22BP
(Martin et al., 2014). Thus, our observation of the decrease in IL-22BP expression
during GVHD could explain the pathogenic role of IL-22 in the setting of acute
intestinal GVHD. Our results clearly established that graft-derived IL-22 acts in
synergy with type | IFN signaling in target tissues and influence GVHD severity via
STAT1 activation. These observations are consistent with previous work showing
that induction of GVHD leads to a rapid phosphorylation of STAT1 in both the liver
and spleen in a mouse model (Leng et al., 2006). Moreover, that study showed that
treatment with histone deacetylase resulted in a significantly reduced GVHD
associated with systemic and local inhibition of phosphorylated STAT1 and
attenuated proinflammatory cytokine production during the initiation phase of GVHD
(Leng et al., 2006). In addition, STAT1 activation by type | IFN has been reported to
be a critical step in oral mucosa inflammation in chronic GVHD patients. In fact,
patients with severe chronic GVHD showed elevated P-STAT1 levels in keratinocytes
compared to patients without oral lesions (Imanguli et al., 2009). In this context,
STAT1 activation was associated with an increase of inflammatory mediators such as
CXCL9 and type | IFN—-driven migration, proliferation, and differentiation of type | T
cell effectors (Imanguli et al., 2009). Our observation of STAT1 activation in GVHD
patients are in line with previous results showing that expression and activation of
STAT1 was heightened in colonic mucosa of patients with ulcerative colitis
(Schreiber et al., 2002). A recent report by Capitini et al demonstrated that
transplantation of STAT1-deficient BM resulted in decrease of GVHD dependent on
functional alteration of plasmacytoid dendritic cells (PDC) and IFN-o. production

(Capitini et al., 2014). In addition, pharmacologic inhibition of STAT1 also significantly
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reduced GVHD severity, thus demonstrating the effectiveness of this strategy. The
use of Jak1/2 inhibitors or the development of STAT1 inhibitors may constitute
promising therapeutic tools for GVHD treatment. Although we did not demonstrate
the origin of the cells producing type | IFN after BMT, we cannot exclude that PDC
are involved in this process. Interestingly, we previously demonstrated that PDC are
increased in the gastrointestinal mucosa of GVHD patients (Bossard et al., 2012).
The recent report from Zhao et al showed that the main producers of IL-22 involved
in allo-reactive immune responses of GVHD were donor CD4" T cells that carried
CD62L"CD44"9"% syrface markers, corresponding to effector memory or recent
activated T cells (Zhao et al., 2014). Accordingly, we also reported that IL-22 is
produced by donor CD4" T cells in mesenteric lymph nodes in early stage of GVHD
(Couturier et al., 2013).

In our study, we showed that CXCL10 was increased in response to the synergistic
effect of IL-22 and type | IFN. CXCL10 can recruit effector T cells expressing CXC-
chemokine receptor 3 (CXCR3) to sites of tissue injury. Moreover, the inhibition of
CXCR3 has been shown to reduce the severity of GVHD in mice (Aujla et al., 2008).
Interestingly, a recent report demonstrated that in addition to recruiting CXCR3" Th1
cells, CXCL10 is also involved in Th1 polarization (Zohar et al., 2014). Thus, we
speculate that CXCL10 can amplify the Th1 response observed early after BMT and
its altered production in the colon of IFNAR™ mice receiving IL-227" T cells may
explain the decrease of infiltrated Th1 CD4" T cells. The Th1 cytokines IFN-y and
TNF-a have been reported to directly contribute to the loss of intestinal barrier
integrity by acting on the tight junctions (Turner, 2009). Thus, by contributing to the
local Th1 response the synergy between donor-derived IL-22 and host type | IFN

signaling pathway may favor the loss of intestinal barrier integrity in the aGVHD
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process. Steroid therapy may alter the levels of several chemokines, such as CXCL9,
CXCL10, CXCL11, CCL2 and CCL3, and this differential expression affects the
recruitment of T cells to the gut, but not the liver (Bouazzaoui et al., 2011). Recently,
it has been shown that IL-22 mediates antiviral functions by promoting accumulation
of neutrophils in peripheral tissues, notably in the liver and lung, via CXCL1
production, the main neutrophil-chemoattractant (Stacey et al., 2014). Whether such
a mechanism is also involved in the effect of IL-22-induced GVHD remains to be
determined in this setting. In fact, the role of neutrophils recruited in intestinal tissues
of GVHD recipients contribute to tissue damage and aggravation of intestinal GVHD
(Schwab et al., 2014). Whether donor-derived IL-22 and host type | IFN participates
also in neutrophil recruitment during GVHD remains to be studied. Altogether, our
results provide insight into the mechanisms underlying the pathogenic effect of IL-22
in combination with inflammatory cytokines. Therapeutically, these results suggest

that GVHD patients may benefit from treatment with STAT1 inhibitors.
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Figure Legends
Figure 1: Graft-derived IL-22 increases STAT1 phosphorylation and

inflammatory cytokine production in the colon of recipient mice during acute
GVHD. Lethally irradiated BALB/c recipients were transplanted with 5x10° B6.WT
TCD BM only or with 1x10° B6.WT T cells or 1x10° B6.IL-227 T cells (n=5 per group
and two independent experiments). (A) Survival data are shown (log-rank test,
p<0.05 for BM + WT T cells versus BM + IL-227" T cells). (B-C) Quantitative reverse
transcriptase—PCR analysis for each indicated gene was performed using RNA
isolated from the large intestine at day 7 after allo-HCT. MeantSEM. of gene
expression levels are represented. Data are combined from at least three
independent experiments (n=12). (D-E) Total protein was isolated from the large
intestine collected at day 7 after allo-HCT. (D) Cellular content of phosphorylated (P)
STATA1, total (tf) STAT1, and B-actin was evaluated by Western blot analysis. One
representative experiment is shown. (E) P-STAT1/t-STAT1 ratio was evaluated using

the CBA (n=3 per group and 6 independent experiments).

Figure 2: IL-22 and IFN-alpha are both necessary to increase STAT1
phosphorylation and inflammatory cytokine production in the large intestine.
Colons from WT or IL-227 B6 naive mice were excised, prepared and cultured as
described in Material and Methods. WT or IL-227" colon segments were either kept as
unstimulated control or stimulated with IL-22 (100 ng/mL) for 18 h (A-D) or 45min (E).
Where indicated, colon segments were preincubated with IFN-a (5x10* U/mL) for
12h. (A-D) CXCL9, CXCL10, CXCL11 and TFN-a mRNA expression were assessed
by real time PCR analysis. Relative expressions were normalized to GAPDH. Bars
represent the mean of two to three mice/group. An asterisk indicates p < 0.05. The
experiment was performed at least three times with similar results. (E) Cellular
content of phosphorylated (P) STAT1, total (t) STAT1, and B-actin was evaluated by
Western blot analysis. One representative of at least two independent experiments is

shown.

Figure 3: JAK inhibitors reduce CXCL70 mRNA expression and STAT1
activation in mouse colon. Colons from IL-22”" B6 naive mice were excised. Colon

segments were preincubated for 12h with IFN-a (5x10* U/mL) alone or, where
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indicated, the JAK inhibitors ruxolitinib (RUXO, 10uM) or tofacitinib (TOFA, 10 uM) or
control vehicle (DMSO). After preincubation, colon segments were either kept as
unstimulated control or stimulated with IL-22 (100 ng/ml) for 45 min (A) or 18 h (B).
(A) Cellular content of phosphorylated (P) STAT1, total (t) STAT1, and B-actin was
evaluated by Western blot analysis. One representative of at least two independent
experiments is shown. (B) CXCL710 mRNA expression was assessed by real time
PCR analysis. Relative expression was normalized to GAPDH. Bars represent the
mean of two to three mice/group. The experiment was performed at least twice with

similar results.

Figure 4: Absence of IL-22 in donor cells and IFNAR in recipient mice
decreases GVHD severity in a minor histocompatibility antigen-mismatched
GVHD model. (A-F) Lethally irradiated WT or IFNAR” 129 recipients were
transplanted with 5x10° B6 WT or IL-22 BM only or with 10x10° B6.WT splenocytes
or 10x10° B6.IL-227" splenocytes (n=5 per group and five independent experiments).
(B) Survival data are shown (log-rank test, p<0.05 for B6.WT graft in WT 129sijl
recipients versus B6.IL-227" graft in IFNAR" 129sjl). (C) Mean # s.e.m. of percentage
of initial weight measured at day 20 after allo-HCT are represented. Data are
combined from at least five independent experiments (n=20). (D) WT or IFNAR”
129sjl mice transplanted with BM only, WT graft or IL-227" graft were challenged with
oral gavage of FITC-dextran at day 8 and 20 after allo-HCT. Graph shows plasma
FITC-dextran concentrations. Data are combined from at least four independent
experiments (n=12). (E-F) Pathology scores in the colon of recipient mice 20 days
after allo-HCT. Data are presented as the mean + SEM from cumulative results from
four experiments. (F) A representative example of the section of the large intestine of
129sjl mice, WT or IFNAR™, transplanted with BM only or B6.WT cells or B6.IL-22"
cells at day 20 (x200 magnification).

Figure 5: IL-22 in donor cells and intact type | IFN signaling pathway in
recipient mice are required for increased inflammatory mediator production in

both the large intestine and in the blood.
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(A-F) Lethally irradiated WT or IFNAR” 129 recipients were transplanted with 5x10°
B6 WT or IL-227 BM only or with 10x10° B6.WT splenocytes or 10x10° B6.IL-227
splenocytes (n=5 per group and five independent experiments). (A-B) At day 20 post-
transplantation, colons were excised for quantitative reverse transcriptase—PCR
analysis for each indicated gene. (C-F) Plasma was collected at day 20 after allo-
HCT and cytokine concentrations were measured using CBA set. Data from three

independent experiments are shown. Mean is indicated by a bar.

Figure 6: Absence of IL-22 in donor cells and IFNAR in recipient mice reduces

secretion of inflammatory cytokines

(A-B) Lethally irradiated WT or IFNAR™ 129 recipients were transplanted with 5x10°
B6 WT or IL-227 BM only or with 10x10° B6.WT splenocytes or 10x10° B6.IL-227
splenocytes (n=5 per group and five independent experiments). Spleen and
mesenteric lymph nodes (mLN) were harvested at day 20 post allo-HCT.
Splenocytes and mLN cells were activated for 6 h with PMA, ionomycin and brefeldin
A. Intracellular IFN-y and IL-17 of CD4+ T cells were analyzed. (A) Expression of IL-
17 and IFN-y on gated CD4+ T cells is shown for a representative sample. (B-C)
Mean + SEM of the percentage of CD4+ T cells secreting IFN-y in the mLN and

spleen is shown. Data are combined from three independent experiments (n=12).

Figure 7: STAT1 is activated in both intestinal epithelial cells and mononuclear

cells of the lamina propria around altered crypts during Gl GVHD in patients

(A-D) STAT1 phosphorylation and nuclear translocation is observed in cells from
patients with severe gastro-intestinal (Gl) aGVHD, but not control patients. (A-C)
Representative immunohistochemistry of gastro-intestinal tissue (magnification x200
for A and B and x400 for C). (D) Expression of P-STAT1 is represented.
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1: IL-22 and IFN-alpha induce Reg3y and IRF7 respectively in
murine colon. Colons from IL-22"° B6 naive mice were excised. Colons segments were
prepared and cultured as described in the Material and Methods. IL-22" colon segments
were either kept as unstimulated control or stimulated with IL-22 (100 ng/ml) for 18h. Where
indicated, colon segments were preincubated with IFN-a (5x10° U/mL) for 12h. REG3y and
IRF? expression were assessed by real time PCR analysis. Relative expressions were
normalized to GAPDH. Bars represent the mean of two to three mice/group. The experiment
was performed at least three times with similar results,

Supplementary Figure 2: Absence of IL-22 in donor cells and IFNAR in recipient mice
does not favor CD4+ or CD8+ proliferation during GVHD

Lethally irradiated WT or IFNAR™ 129 recipients were transplanted with 5x10° B6 WT or IL-
22" BM only or with 10x10° B6 WT splenocytes or 10x10° B6 IL-22" splenocytes (n=5 per
group and five independent experiments). Spleen was harvested at day 20 post allo-HCT.
Intracellular expression of Ki67 in CD4+ or CD8+ T cells was analyzed. Meants.e.m. of the
percentage of CD8+ (A) or CD4+ (B) T cells in the spleen is shown. Data are combined from
three independent experiments {n=12). (Student t test, *** p<0.0001 for BM only versus all
other groups)
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Supplemental Table 1. Patients, disease and transplant characteristics

Characteristic Study No aGVHD aGVHD
population (N=4) (N=16)
(N=20)
Median recipient age y (range) 55.5 (16-64) 54.5 (21-60) 55.5 (16-64)
Patient sex, Male/Female, no. (%) 16/4 (80/20) 3/1 (60/40) 13/3 (81/19)
Median post transplant time of 42,5 (23-137) 35.5 (27-50) 47,5 (231-
biopsy, days (range) 37)
Diagnosis, no. (%)
Myeloid malignancies: 7 (35) 1(25) 6 (38)
Acute myeloblastic leukemia 4 (20) 1(25) 3(19)
Myelodysplastic syndrome 3(15) 0(0) 3(19)
Lymphoid malignacies 10 (50) 2 (50) 8 (50)
Acute lymphaoblastic leukemia 1(5) 1(25) 11(86)
Non Hodgkin Lymphoma 4 (20) 1(25) 4 (25)
Hodgkin Disease 2 (10) 0 2(13)
Multiple Myeloma 1(5) 0 1(6)
Aplastic Anemia 3 (15) 1(25) 2(13)
Conditioning regimen, no. (%)
Myeloablative 2(10) 0 2{13)
Reduced intensity 18 (90) 4 (100) 14 (87)
GVHD prophylaxis, no (%)
CsA alone 7(39) 3(75) 4 (25)
CsA + MycophenolateMofetil 10 (48) 1(25) 9 (56)
CsA + Methotrexate 3(13) 0 3(19)
Graft source, no (%)
Peripheral blood stem cells 15 (78) 4 (100) 11 (68)
Bone marrow 2(9) 0 2(13)
Cord blood 3(13) 0 3(19)
Donor type (%)
Matched related donor (MRD) 8 (40) 2 (50) 6 (38)
Matched unrelated donor (MUD) 8 (40) 2 (50) 6 (38)
Mismatched unrelated donor 4 (20) 0(0) 4 (25)

(MISUD)
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Article 3: l'absence d’IL-22 issue du greffon influence Ia
composition du microbiote intestinal au cours de la GVHDa (en
préparation)

Le microbiote intestinal comprend l'ensemble des micro-organismes vivants en
symbiose dans lintestin des mammiféres. Chez I'homme, les bactéries commensales
constituant majoritairement le microbiote sont issues de 1000 a 5000 espéces différentes
(Qin et al., 2010). Des études récentes ont mis en évidence des altérations du microbiote
intestinal chez des patients atteints de maladies aussi variées que le diabéte et I'obésité, des
allergies et désordres auto-immuns (Flint et al., 2012; Hill and Artis, 2010; Kau et al., 2011;
Morgan et al., 2012; Musso et al., 2011). Ces observations, de plus en plus nombreuses,
suggérent que les bactéries présentes au niveau intestinal peuvent directement et
indirectement participer a la régulation de génes de I'hote et influencer la susceptibilité a un
large spectre de maladies. En effet, les bactéries, mais également les métabolites qu’elles
génerent au cours du processus de digestion, peuvent étre reconnus par le systéme
immunitaire inné et adaptatif et réguler le développement mais également la fonction des

cellules immunitaires (Brestoff and Artis, 2013; Round and Mazmanian, 2009).

Etant donné le réle antimicrobien de I'lL-22 au niveau intestinal, nous avons investigué I'effet
potentiel de I'lL-22 issue du donneur sur la modulation du microbiote du receveur dans le

contexte de GVHD. Ce projet a fait I'objet de I'article en cours de préparation suivant :
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ABSTRACT

We recently demonstrated that interleukin-22 (IL-22), a cytokine with antimicrobial properties,
contributes to graft-versus-host-disease (GVHD). Transplantation with IL-227 T cells was
associated with less severe GVHD. In this study, we found that graft-derived IL-22 can
modify the composition of the recipient intestinal microbiota during GVHD. In absence of
graft-derived IL-22, an increase of Lactobacillus and a decrease of Clostridium in the small
intestine of recipient mice were observed. Thus, gut decontamination by antibiotic treatment
did not increase GVHD severity in absence of graft-derived IL-22. These results suggest that
the decreased severity of GVHD in absence of IL-22 was mediated by a mechanism

independent of the microbiota.

INTRODUCTION

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is a potential treatment of
hematologic diseases such as acute lymphoblastic leukemia. This therapy is still limited by
graft-versus-host disease (GVHD). During GVHD, the activation of donor-derived cells and
more particularly of T cells leads to tissue damage in skin, liver and intestine. The
conditioning regimen, a combination of chemotherapy and radiotherapy, also contributes to
intestinal epithelium lesions and favors systemic exposure of microorganisms normally

sequestered in the intestinal lumen (1).

Countless microorganisms colonize the intestine and form part of the host microbiota. Cross-
talk of the microbiota with various immune cell subsets of the host immune system is known
to modulate the immune responses and affect autoimmunity, metabolic diseases, and
response to pathogens (2, 3) . In line with this, previous and recent data have uncovered a

role for the recipient microbiota in the severity of GVHD. Studies in mice have shown a
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reduction of GVHD with gut-decontaminating antibiotics (4) and transplantation under germ-
free conditions (5). Furthermore, breaching of the epithelial barriers and translocation of
pathogen-associated molecular patterns have been shown to enhance proinflammatory
cytokines released from damaged host tissue, enhance donor T cell alloreactivity, and
aggravate GVHD (6) .

IL-22 is a cytokine produced by adaptive immune cells, such as CD4" (Th1, Th17, Th22) and
CD8" (Tc17, Tc22) T cells, but also by innate immune cells, such as, yd T cells or innate
lymphoid cells (ILC) (7). IL-22 can have either a protective or a pathogenic role in
inflammatory diseases depending on the nature of the affected tissue and the local cytokine
milieu. The IL-22 receptor (IL-22R) is essentially expressed by non-hematopoietic cells, and
more particularly by epithelial cells of the gastrointestinal tract, keratinocytes and epithelial
cells of the respiratory tract (8). In these tissues, IL-22 can induce the expression of
antimicrobial molecules S100A7, S100A8, S100A9 and C-type lectins and (-defensins (9).
Whereas B-defensins destabilize bacterial membrane, antimicrobial properties of S100A8
and S100A9 are based on zinc and iron sequestration (10, 11). Certain C-type lectins such
as Regllly participate to intestinal mucosa protection. These lectins notably inhibit Gram-

positive bacteria growth by directly interfering with peptidoglycan (12).

Given antimicrobial properties of IL-22, we evaluated by metagenomic methods if graft-
derived IL-22 can modify the composition of intestinal microbiote following allo-HSCT. In this
study, we showed for the first time the potential influence of IL-22 in microbiota composition
during GVHD.

MATERIALS AND METHODS

Mice

Wild-type (WT) BALB/c (H-2d) mice and C57BL/6 (H-2b) mice were purchased from
Charles River (Chatillon-sur-Chalaronne, France). C57BL/6 1L-227 mice (B6.IL-227", H-2b),
which were originally generated in the 129 background and were subsequently backcrossed
with C57BL/6 for 13 generations, were provided by J.C. Renauld (Ludwig Institute for Cancer
Research, Brussel, Belgium). We next maintained breeding colonies in our animal facility. All
mice were used at 8-12 weeks of age. All protocols were performed according to the
approval of the “Services Vétérinaires de la Santé et de la Protection Animale” delivered by

the Ministry of Agriculture (Paris, France).

Hematopoietic cell transplantation procedures
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Recipient mice were conditioned with total body irradiation administered at a single lethal
dose on day -1 at 750 cGy. To induce GVHD in BALB/c recipients, mice were transplanted
with 5.10° allogeneic T-cell-depleted bone marrow (TCD BM) from B6.WT and 1.10°
allogeneic donor splenic T cells from B6.WT or B6.IL-22"" mice. Syngeneic control mice were
obtained by transferring 1.10° splenic T cells from BALB/C mice. T-cell depletion was
performed using the CD3 MicroBead Kit (Miltenyi Biotec, Paris, France) and purified
populations of donor T cells were obtained using the Pan T Cell Isolation Kit Il (Miltenyi
Biotec) according to the manufacturer’s instructions. The purity of TCD BM and T cells in all

experiments exceeded 95%.

Gut decontamination

When indicated, recipient mice received 1g/L of kanamycin, amoxicillin, vancomycin and
metronidazole (Sigma) as previously described (13) in drinking water from day -7 until day 50
after allo-HSCT.

DNA extraction

Recipient mice were sacrificed at day 7 after allo-HSCT. lleal samples were frozen at -80°C.
DNA was extracted using QlAamp DNA Fast Stool Mini kit (QIAGEN) according to

manufacturer’s instruction.

16S rRNA gene amplification, 454 pyrosequencing

For each sample, PCR contained 50 ng of extracted DNA, 0.2 mM dNTPs, 1.5 mM MgCiI2,
1.25 units of Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), 2.5 ul of 10x PCR
buffer, and 0.2 uM of each primer designed to amplify the V4-V6 16S rRNA variable regions.
The cycling conditions used were: 94°C for 1 min, followed by 30 cycles of 94°C for 30 s,
55°C for 30 s, and 68°C for 1 min. Amplicons were purified using the NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up kit (Macherey Nagel). PCR products were qualified using Experion™ DNA 12
K Analysis kit (Biorad) before sequencing on a 454 GS FLX Titanium platform following the
recommended procedures (Next Generation Sequencing Technologies, Roche 454
Pyrosequencing Analysis, Beckman Coulter).

Sequence analysis
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Phylogenetic classification to genus level was performed by Beckman Coulter Genomics.
PCoA was performed on the resulting matrix of distances between each pair of samples
using XLSTAT software (Addinsoft, Paris, France). For OTUs analysis, sequence data were
compiled and processed using MOTHUR (14). Sequences were aligned to the 16S rRNA
gene, using as a template the SILVA reference alignment. Sequences with distance-based
similarity of 97% or greater were assigned to the same OTU. Microbial diversity was

estimated by calculating the inverse Simpson index and Shannon index (15).

Real-time PCR

Quantitative PCR for the 16S rRNA gene was performed with SYBR Green (Power SYBR
Green Master Mix, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) and normalized to total
bacterial DNA. Reactions were run with the iCycler CFX96 real-time PCR system (Life
Science, Bio-Rad, Marnes la Coquette, France). Primers used in this study have been
described previously (16) . Specific primers for Eubacteria (all bacteria) were UniF340 5’-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3* and UniR514 5-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3'.
Specific primers for SFB were SFB736F 5-GACGCTGAGGCATGAGAGCAT-3 and
SFB844R 5-GACGGCACGGATTGTTATTCA-3'. Specific primers for Bacteroides were
BactF285 5-GGTTCTGAGAGGAGGTCCC-3 and UniR338 5-GCTGCCTC
CCGTAGGAGT-3. Specific primers for Lactobacillaceae were LabF362 5'-
AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3’ and LabR677 5-CACCGCTACACATGGAG-3'.

Statistical analysis

Student t-tests were used to compare microbial diversity, percentage of bacteria and reads
number. Survival curves were compared using the log-rank test. A value of P<0.05 was
considered statistically significant in all the experiments. Data were computed using
GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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RESULTS

Transplantation with allogeneic WT or IL-22”" T cells reduces microbial diversity in small
intestine

Lethally irradiated BALB/c (H2-d) mice received 1.10° syngeneic T cells (control
group) or 1.10° allogeneic B6 (H2-b) T cells along with TCD BM on day 0 as depicted in
Figure 1A. As previously demonstrated (17), the allogeneic recipients developed intestinal
GVHD and absence of graft-derived IL-22 was associated with a less severe form of the
disease (data not shown).

Since IL-22 promotes antimicrobial defense by inducing a and B-defensins in intestine
(9), we evaluated the impact of graft-derived IL-22 on the microbiota during GVHD. On day 7
after allo-HSCT, recipient mice were sacrificed and ileum feces were isolated. We performed
16S rRNA gene sequencing and evaluated microbial diversity at phylum level, as measured
by Shannon index and inverse Simspon index. As depicted in Figure 1B and 1C, a significant
decrease of ileal flora diversity were observed in mice which received allogeneic WT or IL-22
" T cells as compared to syngeneic control.

We then evaluated for changes in the main bacterial subpopulations and we observed
a large shift in favor of Firmicutes in all mice undergoing allo-HSCT as previously described
(18). Moreover, we found an increase of Proteobacteria in the ileum of allogeneic recipients
as compared to syngeneic control (percentage of Proteobacteria abundance: 6% in
Syngeneic T cells group versus 32% and 21% in WT T cells and IL-227 T cells respectively)
(Figure 1D).

Absence of graft-derived IL-22 is associated with an increased abundance of Lactobacillus

and a decrease of Clostridium after allo-HSCT

To better qualify changes in the composition of the flora at genus level, we performed
principal coordinate analysis (PCoA). We found that ileal floras of allogeneic recipients were
distinct from syngeneic recipients. Interestingly, mice which received allogeneic WT T cells
clustered apart from mice which received IL-22" T cells (Figure 2A). These results suggest
that graft-derived IL-22 can modify the global composition of the ileal microbiota after allo-
HSCT.

We then evaluated for changes in bacterial subpopulations at genus level. Since the
more represented phylum after allo-HSCT was Fimicutes, we evaluated the composition of
the genus Lactobacillus, the dominant member of Lactobacillales, but also Clostridium and
other Firmicutes as illustrated in Figure 2B. Interestingly, we found a marked expansion of

Lactobacillus in the ileum of IL-22" T cells recipient as compared to WT T cells (percentage
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of Lactobacillus abundance: 34% in Syngeneic T cells group versus 31% in WT T cells and
59% in IL-227 T cells, Figure 2C).

Within the 16S sequences assigned to the genus Lactobacillus in all recipient mice,
nearly half had identical sequence homology with Lactobacillus johnsonii, a species found as
commensal in humans (19) and rodents (20). The other half was mainly assigned to the
species Lactobacillus grasseri which can be found in probiotics. Interestingly, these species
were more represented in the ileal flora of IL-22” T cells as compared to WT T cells
(percentage of L.johnsonii abundance: 9% in WT T cells group versus 25% in IL-227 T cells
and percentage of L.grasseri abundance: 7% in WT T cells group versus 19% in IL-227 T

cells) as shown in Figure 2D and 2E.

Moreover, an important loss of Clostridium was also observed in absence of graft-
derived IL-22 (percentage of Clostridium abundance: 20% in Syngeneic T cells group versus
16% in WT T cells and 4% in IL-22" T cells) as illustrated in Figure 2F. Within the genus
Clostridium, the sequences were mainly assigned to Clostridium sp K39. Surprisingly, this
species was totally absent in IL-22" T cells recipients (percentage of Clostridium sp K39
abundance: 9% in Syngeneic T cells group versus 10% in WT T cells and 0.1% in IL-227" T
cells, Figure 2G). These results suggest that absence of graft-derived IL-22 may favor

L.jonhsonii and L.grasseri expansion and disfavor Clostridium species in GVHD context.

The decreased severity of GVHD in absence of graft-derived IL-22 is not due to Lactobacillus

and Clostridium shifts.

It has been previously reported that probiotic reintroduction of Lactobacillus species was
associated with a less severe form of murine GVHD (21). Moreover, certain Clostridium
species such as segmented filamentous bacteria (SFB) have been shown to be important for
Th17-driven intestinal inflammation (16, 22). Since absence of IL-22 may favor Lactobacillus
expansion instead of Clostridium in recipient ileum, we wanted to determine if this shift of
microbiota composition was responsible for the better outcome of IL-227 T cells recipients. In
that purpose, we treated recipient mice with an antibiotic mix consisting in administration of
Amoxicillin, Kanamycin, Vancomycin and Metronidazole in drinking water as depicted in
Figure 3A. After gut decontamination, a profound loss of Lactobacillecae and SFB in mice
undergoing allo-HSCT was observed at day 7 after transplantation (Figure 3B). We then

used this antibiotic cocktail to evaluate the impact of Lactobacillecae and SFB depletion on
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the overall survival of WT T cells and IL-22" T cells recipients. Without antibiotic,
transplantation with IL-227 T cells was associated with a better survival (p=0.02) as expected
(17). Thus, in WT T cells recipients, gut decontamination decreased GVHD severity (Median
survival time: 6 versus 20 days, p<0.0001, Figure 3C) which is in line with previous studies
(4, 23, 24). Surprisingly, depletion of Lactobacillus and Clostridium after antibiotic treatment
was associated with an even better survival in IL-227 T cells recipients (Median survival time:
7.5 versus 42 days, p<0.0001). These results suggest that the decreased severity of GVHD

in absence of graft-derived IL-22 is not due to Lactobacillus and Clostridium shifts.
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DISCUSSION

In intestinal mucosa, IL-22 induces antimicrobial peptides such as C-type lectins or [3-
defensins that can potentially favor or disfavor certain bacterial species. According with this
notion, a recent report showed that IL-22 deficient mice present altered microbiotal
composition (25). The link between IL-22 and microbiotal composition is important. Notably, it
has been described that intestinal flora can also promote the secretion of IL-22 by NKp46+
type 3 ILCs (26).

Given the antimicrobial properties of IL-22, we used the well characterized MHC-mismatch
B6—BALB/c murine model in order to determine the potential impact of graft-derived IL-22
on recipient microbiota after allo-HSCT. Using metagenomic approach, we observed a
dramatic loss of microbiotal diversity in allogeneic recipients as compared to syngeneic
recipients in the B6—BALB/c model. This loss of diversity has been previously observed in
other murine GVHD models (18) but also in patients treated with allo-HSCT (27). Beside a
lower diversity, Taur and colleagues demonstrated that intestinal domination, defined as
occupation of at least 30% of the microbiota by a single predominating bacterial taxon,
occurred frequently in human allo-HCST context. Commonly encountered dominating
organisms included Enterococcus or various Proteobacteria (28). In mice, we observed that
transplantation with allogeneic or syngeneic T cells was associated with a large shift toward
Firmicutes domination whereas Enterococcus represented less than 0.01% of total bacteria.
Thus, among Firmicutes, our results suggest that IL-22 secreted by allogeneic T cells during

GVHD can favor Clostridium expansion and disfavor Lactobacillus.

Lactobacillus domination has been showed to limit murine GVHD. In fact, probiotic
administration of Lactobacillus prevented murine GVHD (21). Moreover, gut decontamination
with amoxicillin and reintroduction of L.johnsonii decreased the severity of the disease (18).
Interestingly, the major species of Lactobacillus we observed in absence of graft-derived IL-

22 were L.johnsonii and L.grassetri.

In contrast, we observed a profound depletion of Clostridium in absence of graft-derived IL-
22. Among Clostridium, certain species are known to induce protective Treg (29) or
proinflammatory Th17 cells (22). After allo-HSTC, the major species of Clostridium was C.sp
K39 which has not been described as a potential contributor to gut GVHD.
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Previously, we demonstrated that graft-derived IL-22 increases GVHD severity (17) which is
in line with a more recent study showing that administration of recombinant IL-22 aggravates
GVHD (30). In allo-HSCT context, recipient IL-22 producing type 3 ILCs have been showed
to be eliminated (31) but the main IL-22 producing cells correspond to a specific subset of
donor CD4+ T cells (32). During GVHD process, recipient microbiota changes are due to
allogeneic CD4+ T cells (18). One mechanism by which donor CD4+ derived IL-22 may
increase GVHD severity could be prevention of Lactobacillus expansion in favor of
Clostridium which may exacerbate GVHD-associated intestinal damage and inflammation. In
order to verify this hypothesis, we treated allogeneic recipient mice with antibiotic cocktail
targeting Lactobacillaceae and Clostridiales. Surprisingly, depletion of Lactobacillus and
Clostridium did not restore GVHD severity in absence of graft-derived IL-22. These results
suggest that graft-derived IL-22 can participate to microbial homeostasis during allo-HSCT
but the pathogenic mechanism of graft-derived IL-22 is not dependant of Lactobacillus or
Clostridium shift. Other bacterial strains have been shown to be able to modulate immune
response. For instance, certain Bacteroides are able to inhibit innate lymphoid cells (33).
Moreover, a recent report showed that the abundance of bacteria belonging to the genus
Blautia predicted for protection from severe GVHD (34).The potential impact of IL-22 on

these strains remains to be addressed in GVHD context.

LEGENDS

Figure 1: Transplantation allogeneic T cells produces marked changes in the microbiota. (A-
D) BALB/c mice were lethally irradiated and transplanted with 5 x10° B6 T cell-depleted BM
supplemented with 1 x 10° Syngeneic T cells from BALB/c or allogeneic WT or IL-227" T
cells from C57BL6. (B-D) Recipient mice were sacrificed at day 7 after allo-HSCT and
pyrosequencing were performed on ileum content. (B and C) After OTU analysis at the
genus level, diversity of ileal floras from BALB/c recipient mice transplanted with Syngeneic
or WT or IL-22" T cells was determined by the Shannon or Simpson index. (D) After
phylogenetic analysis, comparison at phylum level of Proteobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, Chlamydia or Other bacteria from ileal samples are represented. Combined
results from three experiments with three mice per group per experiment. *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001, ns stands for “not significative”.

Figure 2: Absence of graft-derived IL-22 is associated with a predominance of Lactobacillus

after allo-HSCT. (A-G) BALB/c mice were transplanted and ileal floras were analyzed as in
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Figure 1. (A) Principal coordinate analysis at the genus level is represented. (B) After
phylogenetic analysis, bacterial composition at the genus level of ileal flora of each recipient
mice is depicted. (C-G) For a more precise analysis of Clostridium and Lactobacillus species,
mean bacterial composition at the species level of ileal flora is depicted. Combined results

from at least two experiments with 3-4 mice per group are shown.

Figure 3: Gut decontamination amplifies the correlation of absence of graft-derived IL-22 and
less severe GVHD. (A-C) BALB/c mice were transplanted as in Fig. 1. When indicated,
recipient mice received antibiotic treatment (ATB) which consisted in added 1g/L of
Kanamycin, Vancomycin, Amoxicillin and Metronidazole in the drinking water for 1 week
before allo-HSCT and for 4 weeks after allo-HSCT. (B) Recipient mice were sacrificed on day
7 after and qPCR specific for Lactobacillaceae or SFB 16S rRNA genes were performed on
DNA extracted from ileum content. (C) Survival data were combined from three experiments

with 5 mice per group.
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Discussion

L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques est une thérapeutique pour traiter les
patients atteints d’hémopathies malignes ou non malignes. Le nombre de ces allogreffes est
en constante augmentation du fait, notamment, de la diversification des sources de greffon
et de Il'utilisation de conditionnements prégreffes ayant une toxicité réduite ce qui permet de
les appliquer a des patients plus a risques et plus agés. Cependant, la GVHD reste une
complication majeure de ces greffes et entraine une morbidité et une mortalité importantes.
La GVHD aigué correspond a une réponse immune inflammatoire exacerbée qui conduit a la
destruction des tissus sains du receveur par les cellules immunitaires du donneur. Les
études pionniéres de I'équipe de J.L. Ferrara (Ferrara et al., 2009) ont proposé un modéle
physiopathologique de la GVHD aigué comprenant trois étapes: (1) I'activation des CPA par
les cytokines inflammatoires, (2) I'activation des LT issus du donneur, et (3) la phase
effectrice conduisant a la destruction des tissus cibles (Ferrara et al., 2009). La contribution
de I'immunité innée dans le déclenchement de la GVHD a été revisitée par de nombreuses
études au cours des derniéres années, d’'une part par l'identification des PAMPs et des
récepteurs cellulaires comme les PRR. Par exemple, une étude a montré que l'infiltration de
polynucléaires neutrophiles, cellules majoritaires du sang, suite a la reconnaissance de
produits microbiens via la signalisation TLR, était associée a une sévérité de GVHD
intestinale plus importante (Schwab et al., 2014). L’'IL-22 étant sécrétée a la fois par les
cellules de 'immunité innée et adaptative dans les tissus cibles de la GVHD et ayant un role
soit protecteur, soit inflammatoire, nous avons émis I'’hypothése de sa participation dans la
GVHD. Au cours de nos travaux, nous avons cherché a comprendre si I'effet dominant de
I'IL22 consiste a protéger les tissus ou bien a augmenter l'inflammation. Nous avons ensuite
investigué les mécanismes directs de I'lL-22 sur ses cellules cibles dans la GVHD. Enfin,
étant donné le lien indirect entre I'lL-22 et microbiote intestinal, nous avons étudié les effets
de I'lL-22 sur le changement de compostion de la flore intestinale et les conséquences de ce

changement au cours de l'allo-CSH.

A. L’IL-22 dans la physiopathologie de la maladie du greffon
contre I’héte: amplification de la réponse inflammatoire au
détriment de la protection tissulaire

La GVHD résulte de l'activation des lymphocytes T du donneur qui reconnaissent et
détruisent les tissus de I'hnéte dont la peau et les intestins. Compte tenu des propriétés de
I'IL-22 dans les tissus qui sont le plus souvent la cible de la GVHD, nous avons évalué sa

contribution au développement de cette maladie dans un modéle expérimental de GVHD
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aigué. Nos travaux ont montré que I'lL-22 contribuait a la sévérité de la GVHD en participant
a la fois a linflammation systémique et locale. Ce résultat est en adéquation avec le réle
critique de I'lL-22 dans l'inflammation systémique déja démontré dans des modéles murins.
En effet, dans un séduisant modéle d’administration de I'lL-22 a l'aide d’'un adénovirus,
'exposition systémique d’IL-22 induit une réponse de phase aigué détectée aussi bien au
niveau sanguin que dans les organes périphériques (Liang et al., 2010). De plus, dans le
contexte d’allo-CSH, une étude trés récente a montré que I'administration systémique d’lL-22
dans des souris post-transplantation exacerbait la maladie, ce qui confirme la contribution
délétére de cette cytokine dans la GVHD (Zhao et al., 2014).

Dans I'étude de K Zhao, les auteurs ont également montré que I'lL-22 contribuait
indirectement a I'expansion des LT effecteurs et a la diminution du nombre de Treg. Ces
données rejoignent nos propres observations : nous avions noté une augmentation des Treg
en absence d’IL-22 issue du greffon dans la rate et les ganglions des souris greffées. De
nombreux travaux expérimentaux ont prouvé que les Treg pouvaient contréler les réponses
alloréactives et réduire la sévérité de la GVHD dans la souris (Edinger and Hoffmann, 2011;
Ganguly et al., 2014). Les mécanismes par lesquels I'absence d’'IL-22 permet de promouvoir
I'expansion de Treg ne sont pas encore bien déterminés puisque les Treg n’expriment pas le
récepteur de cette cytokine. Il est probable qu’il s’agisse d’un effet indirect et que l'effet
pathogéne de I'lL-22 dans le contexte d’allo-CSH entretienne la prolifération de LT
conventionnels pro-inflammatoires au détriment des Treg et que ce déséquilibre puisse

participer a la sévérité de la GVHD.

L’IL-22 est capable d’induire I'inflammation selon les cytokines du milieu environnant.
Nos travaux ont montré aussi bien in vitro que in vivo une synergie entre I'lL-22 et IFN de
type | dans la souris. In vivo, ce sont les expériences utilisant des souris receveuses
invalidées pour le récepteur aux IFN type | et des souris donneuses invalidées pour I'lL-22
qui démontrent pour la premiére fois la contribution de cette synergie dans la GVHD.
Cependant, dans ce travail, nous n’avons pas pu mettre en évidence la production d'IFN de
type I. Il est possible que la cinétique analysée ne soit pas adéquate. Des expériences visant
a identifier les CPA produisant les IFN de type | sont donc nécessaires pour une meilleure
compréhension des mécanismes mis en jeu. Le conditionnement prégreffe induit des Iésions
épithéliales, entrainant la translocation de signaux « danger » responsables de linfiltration

de cellules de 'immunité participant a la réponse inflammatoire. D’autres travaux de notre
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équipe ont montré que les cellules dendritiques plasmocytoides (PDC), exprimant
notamment TLR9 et capables de sécréter de I'lFN-a, infiltraient aussi les muqueuses
intestinales chez des patients atteints de GVHD (Bossard et al.,, 2012). Dans la peau,
linfiltration de PDC est également observée chez les patients atteints de GVHD cutanée
(Malard et al., 2013). La relation entre PDC et IL-22 est suggérée par les données montrant
que I'lFN-a produit par les PDC peut augmenter I'expression de la sous-unité IL-22R1a sur
les kératinocytes (Tohyama et al., 2012). D’autre part, chez I'homme, la différenciation des
LT Th22, exprimant CCR10, CCRG6 et CCR4 et produisant de I'lL-22 mais pas d’IL-17 ni IFN-
v est dépendante des PDC (Duhen et al., 2009). De plus, 'lFN-a permet de différencier les
monocytes en DC conventionnelles productrices d’IL-23, cytokine importante dans
I'expansion des LT Th17 et Th22 (Santini et al., 2011). Ainsi, les Iésions épithéliales induites
par le conditionnement, que ce soit au niveau cutané ou intestinal, induisent l'infiltration de
cellules de 'immunité innée au niveau local et celles-ci pourraient contribuer a la fois a la
sécrétion des IFN de type I, a 'augmentation de I'expression du récepteur a I'lL-22 et au

maintien des LT producteurs d’IL-22.

Un des mécanismes par lequel I'lL-22 peut amplifier I'inflammation locale repose
donc sur la synergie entre I'lL-22 issue du greffon et les IFN de type | produits au cours de la
réponse allogénique.

Au niveau protéique, la synergie IL-22/IFN de type | peut provenir de linteraction
directe des récepteurs des deux cytokines. En effet, il est reconnu que le récepteur aux IFN
de type | interagit physiquement avec le récepteur a I'lFN-y, facilitant la génération
d’homodiméres de PSTAT1 (Takaoka et al., 2000). Une interaction similaire a aussi été
rapportée entre le récepteur aux IFN de type | et le récepteur a I'lL-6 (gp130) (Mitani et al.,
2001). Il serait intéressant de déterminer si une telle interaction est possible entre ce

récepteur et celui de I'lL-22.
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Figure 13: Hypothése de I’effet pathogéne de I’'IL-22 dans la GVHD intestinale. Dans les conditions
physiologiques, les ILC3 sont responsables a la fois de I’homéostasie du microbiote intestinale via la
sécrétion d’IL-22 mais aussi de I’homéostasie des lymphocytes infiltrant les muqueuses. L’IL-22 est, quant a
elle, controlée par I’IL-22BP sécrétée par les DC immatures. Dans le contexte de 1’allo-CSH, le
conditionnement prégreffe entraine la rupture de la barriére épithéliale et la destruction des NK du receveur.
Ces lésions cellulaires engendrent le relargage de DAMPs ainsi que de PAMPs issus du microbiote. Ces
signaux danger induisent I’infiltration de PDC et de neutrophiles et sont responsables de I’activation des CPA
qui activent a leur tour les LT du donneur provoquant « I’orage cytokinique ». L’IL-22 et les IFN de type 1
participent alors a la sécrétion de CXCL10 et a I’entretien de I’inflammation de type Thl.

120



Discussion

La synergie entre I'lL-22 et les IFN de type | induit la phosphorylation de STAT1 dans
les cellules épithéliales intestinales du receveur probablement au détriment de la voie STAT3
qui semble plutdt protectrice (Nagalakshmi et al., 2004). L’implication de l'activation de
STAT1 dans la GVHD intervient a plusieurs niveaux. En effet, il a été montré que
l'invalidation de STAT1 dans les cellules du donneur était associée a une diminution de la
GVHD (Ma et al.,, 2011). Ainsi, les LT du donneur invalidés pour STAT1 se différencient
préférentiellement en Treg plutdét qu’en Th1, ce qui aboutit & une inhibition de la réponse
allogénique. De plus, la transplantation de cellules médullaires invalidées pour STAT1 méne
a I'expansion de PDC issues du donneur et favorisant 'expansion des Treg. En effet, ces
PDC invalidées pour STAT1 présentent un taux intracellulaire de STAT3 plus élevé. Elles
sécrétent moins d’'IFN-a et sont moins efficaces pour induire la différenciation Th1 par

présentation antigénique (Capitini et al 2014).

De maniére intéressante, la polarisation intracellulaire STAT1/STAT3 peut étre
controlée par I'lL-22 par I'induction de protéines de la famille SOCS (Suppressor of cytokine
signaling) (Hoegl et al.,, 2011). En effet, il a été démontré que les protéines SOCS1 et
SOCS2 étaient responsables de I'inhibition de STAT1 (Song and Shuai, 1998). Récemment,
une étude a montré que I'expression de SOCS1 est diminuée chez les patients atteints de
GVHDa ou GVHDc, ce qui suggére que l'induction potentielle de STAT1 par I'lL-22 n’est plus

inhibée dans ce contexte (Lee et al., 2013).

Dans les cellules du receveur, l'induction de la GVHD est associée a une
phosphorylation rapide de STAT1 dans le foie et la rate (Leng et al., 2006). Dans cette
étude, les auteurs ont montré dans la souris que le traitement par un inhibiteur de HDAC
(Histone desacetylase) diminuait la sévérité de la GVHD, entrainant a la fois une baisse de la
phosphorylation de STAT1 systémique et locale et une diminution de la production de
cytokines pro-inflammatoires. Dans la forme chronique de la GVHD, l'activation de STAT1
par les IFN de type 1 semble étre une étape critique dans I'inflammation de la muqueuse
orale. En effet, les patients atteints de GVHDc sévére présentent un niveau élevé de STAT1
phosphorylé au niveau des kératinocytes comparé aux patients ne développant pas de
Iésions orales. Dans ce contexte, l'activation de STAT1 est également associée a une
augmentation de médiateurs de I'inflammation tels que CXCL9 et autres effecteurs de la voie
Th1 (Imanguli et al., 2009). Ces données sont en accord avec nos observations de

'augmentation importante de l'activation STAT1 a la fois dans les cellules épithéliales mais
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aussi dans les cellules hématopoiétiques infiltrant les muqueuses coliques des patients

atteints de GVHD gastro-intestinale.

Etant donné le rble clé des cytokines pro-inflammatoires dans la GVHD, l'inhibition
des signaux de transduction semble étre une approche thérapeutique prometteuse. Les
Janus kinases (Jak) sont des protéines cytoplasmiques initiant la signalisation cellulaire
menant a la sécrétion de cytokine et passant par l'activation des formes latentes des
protéines STAT (lhle and Kerr, 1995). Dans des modeéles précliniques, l'utilisation des
inhibiteurs de Jak2 et 3 sont efficaces pour limiter la GVHD (Betts et al., 2011; Cetkovic-
Cvrlje et al., 2002). Récemment, une étude a également souligné le réle du ruxolitinib, un
inhibiteur de Jak1 et 2, capable de limiter la GVHD en inhibant notamment la différenciation
des LT du donneur en Th1 (Spoerl et al., 2014). De plus, une autre étude trés récente a
rapporté que l'inhibition de STAT1 par un peptide agoniste du récepteur du glucagon-like
peptide-1 (GLP-1), 'Exenatide, était associée a une GVHD moins sévére (Capitini et al
2014). Dans ces études, les auteurs se sont particulierement intéressés aux effets des
inhibiteurs Jak ou STAT sur le devenir des cellules du donneur et sur leur capacité a mener
la réponse allogénique. Nos résultats montrent que le traitement par des inhibiteurs de Jak
est également susceptible de limiter l'activation de STAT1 ainsi que I'expression de

chimiokines telles que CXCL10 dans les épithéliums intestinaux.

Les effets des chimiokines de la famille de CXCL10 dans l'inflammation commencent
a étre bien décrits. Récemment, une étude a démontré que ces chimiokines n’étaient pas
seulement responsables de la migration et du recrutement des cellules exprimant CXCR3
dans les tissus cibles. En effet, les chimiokines CXCL9 et CXCL10 sont aussi capables
d’induire la différenciation des LT CD4+ naifs en Th1 sous la dépendance de STAT1.
Paradoxalement, CXCL11, connu pour se lier a un autre épitope de CXCRS3, induit
préférentiellement des LT produisant de I'lL-10 (Zohar et al., 2014). L’expression de CXCL10
induite par la synergie IL-22/IFN de type | et I'activation de STAT1 dans les cellules des
muqueuses du receveur pourraient donc a la fois participer au recrutement des Th1 au
niveau local mais aussi entretenir I'inflammation de type Th1 en influencant la polarisation
des LT. La figure 13 schématise les différents mécanismes par lesquels I'lL-22 issue du
donneur peut participer a la GVHD tandis que la figure 14 présente les différents niveaux

d’'implication de la synergie entre IFN-a et IL-22 et de la voie STAT1.
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Figure 14: Différents niveaux d’implication de la voie STAT1 dans l’inflammation intestinale. Suite a
I’infiltration des PDC (cellule verte) dans les tissus intestinaux en réponse aux signaux danger, les PAMPs et
DAMPs provoquent la sécrétion locale d’IFN-a via la reconnaissance par les TLR suivie de I’activation de
STATI. L’IFN-a est alors capable d’induire I’activation de STAT1 dans I’épithélium (cellule rose) entrainant la
production de CXCL10 dans I’intestin. CXCL10 induit a la fois la migration des lymphocytes CXCR3+ (cellule
bleue) mais également leur différenciation en Thl sécréteurs d’IFN-y sous la dépendance de STATI. Les Thl
participent alors I’inflammation locale en sécrétant ¢galement de I’'IL-22, contribuant a 1’activation de STATI

dans les cellules épithéliales.
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Malgré nos observations, il reste encore prématuré de conclure sur I'impact négatif
de I'lL-22 dans le contexte d’allo-CSH, méme si celui-ci semble étre dominant. En effet, mis
a part les LT du donneur, d’autres cellules peuvent sécréter de I'lL-22 au cours de l'allo-
CSH. Une étude a, par exemple, montré que les ILC localisées dans l'intestin des souris
receveuses resistaient au conditionnement prégreffe et sécrétaient de I'lL-22 lorsqu’elles
étaient activées par I'lL-23, participant ainsi a la protection des cellules souches intestinales
(Hanash et al., 2012). Cette étude montre cependant que ces ILC issues du receveur sont
détruites au cours de la réaction allogénique. D’autre part, les ILC peuvent interagir avec les
LT CD4+ dans lintestin. Il a été notamment rapporté que les ILC expriment les molécules du
CMH de classe Il ce qui leur permet de réguler le nombre des LT CD4+ (Hepworth et al.,
2013). Paradoxalement, les LT CD4+ semblent aussi capables de réguler le nombre d’ILC
du groupe 3 dans les muqueuses intestinales (Korn et al., 2014). Dans le contexte d’allo-
CSH, il est probable que les ILC du receveur expriment les molécules du CMH et soient
éliminées par les LT allogéniques. Néanmoins, le role des ILC issues du donneur reste
encore a explorer. De maniére intéressante, une étude a montré qu’un taux élevé d’ILC
issues du donneur dans le sang de patients traités par allo-CSH était associé a une GVHD
moins sévére (Munneke et al., 2014). Il serait donc important de déterminer si ces cellules
infiltrent les tissus cibles de la maladie et, produisent de I'lL-22 in situ et protégent les

cellules souches intestinales.

L'effet de I'lL-22 dans le contexte d’allo-CSH reste donc difficile a cerner. Tout
d’abord sa détection reste encore techniquement difficile méme par cytométrie de flux. La
cinétique de sécrétion de I'lL-22 par les LT du donneur ou les ILC n’est sans doute pas
encore bien déterminée. De plus, les effets de I'lL-22 semblent multiples et complexes,
rendant difficile 'approche thérapeutique visant a neutraliser cette cytokine dans le contexte
d'allo-CSH. Une étude a montré que [IlL-22 produite par les cellules LTi
RORyt+CCR6+NKp46- du thymus est nécessaire pour induire la régénération thymique
aprés une irradiation corporelle totale dans un modéle expérimental (Dudakov et al., 2012).
La neutralisation de I'lL-22 postgreffe pourrait donc avoir un impact direct sur la régénération
du thymus potentiellement endommagé a la suite du conditionnement prégreffe, et influencer
négativement la reconstitution immunitaire. Une étude récente a montré dans un modéle de
GVHD que l'administration d’lL-22 recombinante a des souris receveuses entrainait une
séverité plus importante de la maladie notamment au niveau intestinal. Paradoxalement, la
régénération du thymus était meilleure dans le groupe ayant regu la cytokine durant les deux

premiéres semaines post-greffe mais apres cela, la taille du thymus était comparable dans
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les deux groupes (Zhao et al., 2014). Ces données indiquent qu’une meilleure régénération
thymique en présence d’'IL-22 n’est pas corrélée avec une diminution de la GVHD mais
également que l'effet de I'lL-22 peut étre pathogénique pour certains organes et protecteur

pour d’autres, et ce, dans le méme contexte allogénique.

4) Role de I'lIL-22 dans la GVHD : quelle influence au niveau intestinal?

a) Impact du conditionnement prégreffe

L’effet de I'lL-22 sur la régénération tissulaire pourrait potentiellement étre bénéfique
dans le contexte dallo-CSH. En effet, le conditionnement prégreffe combinant
chimiothérapies et irradiation contribue aux lésions de I'épithélium intestinal, favorisant
I'exposition systémique aux PAMPs normalement séquestrés au niveau de la lumiére
intestinale (Ferrara et al., 2009). Physiologiquement, les ILC de type 3 sécrétent de I'lL-22
pour participer a la réparation des tissus mais celles-ci sont détruites au cours de la GVHD
(Hanash et al., 2012). Paradoxalement, I'lL-22 issue du donneur aggrave linflammation
intestinale au cours de la GVHD. Une étude récente a proposé un modele expérimental
murin permettant de dissocier les effets des conditionnements prégreffe : l'effet de la
destruction de la barriére intestinale seul et I'effet de la destruction des cellules du receveur
permettant la prise de greffe (Nalle et al., 2014). Leurs résultats montrent que le
conditionnement prégreffe n’est pas nécessaire pour induire une réponse allogénique dans
un modéle murin d’incompatibilité de CMH et que seule la suppression des cellules NK du
receveur suffit a la prise du greffon (Nalle et al., 2014). De plus, cette élégante étude montre
que la destruction physique de la barriére intestinale seule n’est pas suffisante a 'induction
de la GVHD dans un modeéle d’incompatibilité des antigénes mineurs. En effet, dans ce
modele, les souris receveuses développaient une GVHD seulement si les NK du receveur
étaient détruites et que la barriére intestinale était Iésée ce qui suggére la nécessité des
signaux DAMPs libérés par la destruction des cellules NK et des signaux PAMPs issus du
microbiote intestinal pour activer les CPA et induire la GVHD. Ce modéle comprenant
Iutilisation de souris Rag1™” déplétées de NK comme receveuses et I'utilisation de sulfate de
dextran pour induire les Iésions épithéliales nous offre la perspective suivante : pouvoir
déterminer si la destruction des barriéres intestinales est nécessaire a I'effet pathogéne de
I'lL-22 dans le contexte I'allo-CSH.
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Dans nos travaux, nous avons décrit pour la premiére fois une diminution de
I'expression d’IL22BP aprées allo-CSH. L’expression de I'lL-22BP est maximale lorsque la
barriére intestinale est intégre (Huber et al.,, 2012b). A linverse, les Iésions tissulaires et
linfiltration de bactéries diminuent I'expression de I'lL-22BP. Le mécanisme par lequel les
cellules dendritiques expriment ou non I'lL-22BP est contrélé par I'inflammasome (Huber et
al., 2012a). Les inflammasomes sont des complexes multiprotéiques cytoplasmiques qui
agissent comme senseurs de PAMPS et DAMPs. lls peuvent se constituer notamment de
protéines de la famille des NLR comme NLRP3 ou NLRP6 et sont responsables de la
sécrétion d’'IL-18 et d’IL-18 par les cellules épithéliales (Elinav et al., 2011; Zaki et al., 2010).
L’IL-18 ainsi produite est alors capable d’inhiber I'expression de I'lL-22BP par les DC
(Schroder and Tschopp, 2010). Les études portant sur I'effet de IL-18, dans un contexte de
GVHD, ont donné des résultats controversés (Reddy and Ferrara, 2003; Scholl et al., 2004).

La diminution de I'expression de I'lL-22BP est vraisemblablement responsable d’'une
augmentation de la biodisponibilité de I'IL-22, du moins au niveau local. Ces observations
doivent toutefois étre confirmées chez les patients traités par allo-CSH. De maniére
intéressante, il a été rapporté que certains peptides antimicrobiens, tels que Reg3a, produits
par les cellules de Paneth en présence d’'IL-22 étaient détectés dans les sérums des patients
en GVHD et validés comme biomarqueurs de la GVHD intestinale (Ferrara et al., 2011). Ces
données sont concordantes avec nos observations et celles de I'équipe d’Y. Eriguchi qui
montre une augmentation de I'expression de défensines dans les souris en GVHD et qui
confirme que I'lL-22 est bien active au niveau intestinal au cours de l'allo-CSH (Couturier et
al., 2013; Eriguchi et al., 2013).

b) Impact de la flore microbienne dans le contexte d’allo-CSH

Le lien entre IL-22 et flore microbienne est étroit. L’IL-22 induit la sécrétion de
peptides antimicrobiens tels que les B—défensines 2 et 3, S100A8 et S100A9, capables de
cibler spécifiquement certains microorganismes. Alors que les B—défensines agissent en
déstabilisant la membrane bactérienne, I'action antimicrobienne de S100A8 et S100A9 est
basée sur la séquestration des éléments tels que le zinc et le fer (Holmes et al., 2005;
Sohnle et al., 2000). Reg3y affecte la croissance des bactéries a gram positif en interférant

directement avec le peptidoglycane (Cash et al., 2006). Parallelement, la flore microbienne
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est aussi capable d’induire directement la sécrétion d’IL-22 par les ILC3 NKp46+ (Satoh-
Takayama et al., 2008). Ainsi, les souris invalidées pour I'lL-22 présentent une altération de
la composition de la flore microbienne intestinale provocant une susceptibilité accrue aux
colites induites (Zenewicz et al., 2013). Ces données peuvent potentiellement expliquer les
résultats de I'équipe de A.M. Hanash qui montre que les souris invalidées pour I'lL-22 sont
aussi plus susceptibles a la GVHD intestinale (Hanash et al., 2012). Etant donné le lien
entre I'lL-22 et flore bactérienne, nous avons dans la troisieme partie de notre travail
commencé a investiguer l'effet de I'lL-22 sur la flore microbienne intestinale et ses

conséquences au cours de I'allo-CSH.

L’impact important du microbiote dans le contexte d’allo-CSH est connu depuis de
nombreuses années. Dans les années 70, des études dans les modéles murins ont montré
que la décontamination intestinale par des antibiotiques (van Bekkum et al., 1974) ou la
transplantation en condition stérile (Jones et al., 1971) atténuaient la sévérité de la GVHD
dans la souris. Chez 'homme aussi, il a été rapporté qu’'un environnement bactérien
appauvri était associé a un risque plus faible de GVHD (Storb et al., 1983). De maniere
intéressante, la réduction de la flore intestinale par traitement antibiotique limite non
seulement la GVHD intestinale mais également cutanée ce qui suggére un effet systémique
du microbiote sur la maladie (Lampert et al., 1988). Ces données sont concordantes avec le
fait que certains antibiotiques sont quelquefois prescrits pour produire des effets anti-
inflammatoires comme [l'azithromycine dans la fibrose kystique, le sulfasalazine chez les
patients traités pour l'arthrite rhumatoide ou le dapsone utilisé chez les patients atteints de
dermatose neutrophilique. Il est possible que les effets anti-inflammatoires de ces
antibiotiques soient dus a des modifications du microbiote ou plus simplement a la diminution

de taux de PAMPs relargués dans 'organisme (Surana and Kasper, 2014).

Dans les années 1990, des études ont confirmé que la décontamination bactérienne
des patients traités par allo-CSH pouvait potentiellement diminuer le risque de GVHD
(Beelen et al., 1999; Beelen et al., 1992; Vossen et al., 1990). Cependant, I'utilisation
prophylactique d’antibiotique pose le probleme de la favorisation de souches bactériennes
résistantes qui peuvent prendre le dessus sur la flore commensale normale et causer des
infections (Chakrabarti et al., 2000; Taur et al., 2012). Le type d’antibiotique utilisé ainsi que

le timing de leur administration doit donc étre soigneusement étudié.

Le contexte d’'allo-CSH a lui seul est associé a une perte de la diversité microbienne.

A l'aide de modeles murins, I'équipe d’Y. Eriguchi a observé la destruction des cellules de
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Paneth responsables de la sécrétion de défensines antimicrobiennes lors de la GVHD,
expliquant potentiellement les perturbations du microbiote intestinal (Eriguchi et al., 2012).
Cette destruction des cellules de Paneth accompagnée d’une perte de diversité bactérienne

ont également été rapportées chez les patients atteints de GVHDa (Jenq et al., 2012).

Les conséquences de ces changements de composition de microbiote notamment sur
la réponse allogénique sont encore largement méconnues mais font I'objet d’'importants
travaux. Les nouvelles technologies permettant de séquencer le géne de I'ARN ribosomal
16s offrent ainsi une analyse plus précise de la composition bactérienne intestinale. Alors
que la composition du microbiote du donneur n’influence pas la réponse allogénique (Tawara
et al., 2013), les relations entre composition du microbiote du receveur et devenir des
patients traités par allo-CSH commencent a étre investiguées (Taur et al.,, 2014).
Récemment, I'équipe de E. Holler et collegues a analysé le microbiote de patients atteints de
GVHD (Holler et al., 2014). Dans cette étude, la composition du microbiote a partir
d’échantillons de selles issus de 31 patients a pu étre analysée a l'aide de séquengage de
nouvelle génération. Au temps de I'admission, les patients présentent une prédominance de
bactéries commensales. Aprés transplantation, le taux d’entérocoques est plus élevé chez
les patients comparés aux sujets sains et ce taux est encore plus important chez les patients
qui développent une GVHD intestinale. Les PCR spécifiques des enterocoques confirment la
prédominance d’Enterococcus faecium et d’Enterococcus faecalis dans les échantillons

issus des patients en GVHD.

Il est connu depuis longtemps que le microbiote intestinal peut moduler les réponses
immunitaires. Les souris élevées dans un milieu exempt de germe et complétement dénuées
de microbiote, présentent par exemple un nombre diminué de LT et ceux-ci tendent vers un
profil Th2 (Gordon, 1959). Il est certain que toutes les bactéries composant le microbiote ne
sont pas capables d’influencer la réponse immunitaire. Il semble plutét que cette capacité
soit partagée par quelques familles bactériennes spécifiques. Ce champ d’investigation a fait
I'objet de nombreuses revues (Honda and Littman, 2012; Hooper et al., 2012; Kamada and
Nunez, 2013). Il a été, par exemple, rapporté que la colonisation de lintestin par des
bactéries a filaments segmentés (SFB) entrainait une meilleure protection contre I'infection a
Citrobacter rodentium par I'induction de lymphocytes Th17 (lvanov et al., 2009). Néanmoins,
les investigations de limpact du microbiote sur la santé sont le plus souvent menées
rétrospectivement et non prospectivement et il n’est pas toujours clair si I'association entre
les souches bactériennes observées et les modulations des réponses immunitaires sont des

causes directes ou bien des conséquences du contexte pathogéne sous-jacent.
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Les métabolites générés par le microbiote au cours du processus de digestion et que
'on appelle « métabolome », peuvent également étre reconnus par le systéme immunitaire
inné et adaptatif et réguler ’homéostasie, le développement mais également la fonction des
cellules immunitaires (Hill and Artis, 2010). Des études ont aussi mis en avant I'impact des
Bacteroides sur la réponse immunitaire via la production de polysaccharride A (PSA). Le
PSA est capable de protéger de la colite ou de la sclérose dans des modéles murins
expérimentaux par l'induction de Treg sécrétant de I'lL-10 (Mazmanian et al., 2008; Ochoa-
Reparaz et al., 2010). De plus, Bacteroides fragilis est responsable de la production de
glycosphingolipides capables d’inhiber les ILC (An et al., 2014). Il a également été rapporté
que certaines souches de Clostridium induisaient la génération de Treg capables de
diminuer la sévérité de colites et diarrhées dans des modéles murins (Atarashi et al., 2011).
Les mécanismes par lesquels ces souches de Clostridium et de Bacteroides induisent des
Treg reposent sur leurs capacités a métaboliser des acides gras a courtes chaines (short-
chain fatty acids SCFA) comme l'acétate, le propionate ou encore le butyrate connus pour
augmenter I'expression de FoxP3 (Atarashi et al., 2013; Faith et al., 2014). De maniére
intéressante, une étude a montré que le butyrate pouvait aussi influencer la reconstitution
immunitaire via le microbiote intestinal (Trompette et al., 2014) . Etant donné I'impact des
SCFA sur la réponse immunitaire, nous avons investigué, au laboratoire, I'effet de
I'administration de SCFA dans la GVHD murine. Pour cela, nous avons ajouté du propionate
a l'eau de boisson des souris traitées par allo-CSH. Aucune différence de survie ni de score
clinique n’a pu étre observée dans ces expériences (données non publiées). L'induction de
Treg par le propionate ou son impact sur la reconstitution immunitaire ont probablement un

effet trop mineur pour pouvoir limiter 'inflammation dans ce contexte.

En plus des bactéries, nous sommes aux prémices de la caractérisation des
constituants viraux et fongiques présents au sein du microbiote intestinal. Il est fort probable
que ces composants influencent également la réponse immunitaire et donc la réaction
allogénique. Récemment, le réle du mycobiome a été investigué dans différentes maladies
(Huffnagle and Noverr, 2013; lliev et al., 2012). En effet, certains PAMPs comme les chaines
de polysaccharides constituant les membranes fongiques tels que le B-glucane ou l'a-
mannane, sont reconnus respectivement par les récepteurs Dectin-1 et Dectin-2 exprimés
par les CPA (Brown et al.,, 2002; Netea et al., 2008). La reconnaissance de ces motifs
entraine des réponses de type Th17 et la sécrétion d’IL-17 et d’IL-22 participant au contrble
des pathogénes (Gessner et al., 2012; Saijo et al.,, 2010). L’IL-22 ainsi sécrétée peut
d’ailleurs prendre part a I'exacerbation de linflammation des tissus dans ce contexte
d’infection fongique (Lilly et al., 2012). Dans le contexte d’allo-CSH, la colonisation par

Candida est associée a une augmentation de la sévérité de la GVHD. De maniére
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intéressante, les patients présentant un polymorphisme de Dectin-1, associé a la diminution
de la réponse Th17 et a une augmentation de la colonisation par Candida, ne présentent pas
de GVHD plus sévere (van der Velden et al.,, 2010). Ces résultats suggérent donc que la

réponse allogénique peut étre aussi influencée par le mycobiome.

c) Vers une manipulation thérapeutique du microbiote ?

Etant donné que la dysbiose, c'est-a-dire les changements de composition du
microbiote intestinal semble étre associée a la sévérité de nombreuses maladies, la
manipulation du microbiote des patients semble étre une piste thérapeutique prometteuse
(Surana and Kasper, 2014). Les principales stratégies visant a la manipulation thérapeutique
du microbiote sont les suivantes : la prise d’aliments fermentables capables de favoriser
certaines souches microbiennes (prébiotiques) ou plus directement I'administration orale de
bactéries (probiotique) ou encore la transplantation fécale. Les exemples du succés de telles
interventions sont multiples. L’administration probiotique d’une souche d’'Escherichia coli,
appelée Nissle 1917 et isolée durant la premiére guerre mondiale chez un soldat qui
contrairement a son entourage ne souffrait pas de diarrhées, semble étre une thérapie
efficace chez des patients souffrant de colites ulcératives (Kruis et al., 2004). L'utilisation de
prébiotiques semble aussi efficace pour réduire les réponses inflammatoires dans des souris
invalidées pour 'lL-10 et développant des colites spontanées (Devkota et al., 2012). Enfin,
I'utilisation de transplantation fécale dans le traitement de plusieurs maladies comme pour
traiter les colites dues a Clostridium difficile dans la maladie inflammatoire de lintestin
semble prometteuse (Pamer, 2014; van Nood et al., 2013; Zhang et al., 2013). Dans le
contexte d’allo-CSH, I'administration probiotique de Lactobacilles aux souris peut diminuer la
GVHD (Gerbitz et al., 2004; Jenq et al., 2012). Malgré ces avancés, il est tout de méme
important de rappeler que les différences des microbiotes présents chez 'homme et dans la
souris ainsi que la diversité des traitements antibiotiques administrés aux patients traités par
allo-CSH limite la transposition des résultats obtenus gréce a des modeles murins pour

étudier les relations microbiote/réponse allogénique.
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B. CONCLUSION GENERALE

Ce travail de thése a permis de confirmer I'impact délétere de I'lL-22 issue du donneur
en allogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Méme si de nombreuses questions
restent a élucider avant de pouvoir conclure sur le ciblage de I'lL-22 aprés allo-CSH, ce
travail a permis de montrer la complexité fonctionnelle de la cytokine IL-22 et ouvre le champ
d’investigation telle que I'inhibition de 'axe STAT1/CXCL10 dans les cellules du receveur ou
encore la manipulation de la composition du microbiote intestinal pour moduler le

développement de la GVHD.
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INFO ABSTRALT

Chjectrve: Plasmacytoid dendritic cells (PDC) represent a rare subset of dendritic cells specialized
the production of type | [FN in response to microbial pathogens. Recent data suggested that histone
deacetylase (HDAC) inhibitors possess potent immunomodulatory propertres both in vitre and dn vive. In
this study, we assayed the ability of the HDAC inhibitor, valproic acid (VPA), to influence the phenetype

A TR and funcrianal properties of human PDC isolaced from peripheral biood,
K-eywwd; Methods and reswits: We showed that VPA inhibited the production of IFN-o and the promflammatory
it driitee citis ryruk:m_:sTNF—u and IL-6 by CpG-activated PDC, VPA alsuaﬂert_ed the phenotype of PDC by reducing r]_m:
HBAC inhibitor expression of costimulatory maolecules induced by CpG activation. Moreover, VPA reduced the capacity
Cylokines of CpG-stimulated PRC to promaote C04° T cell prohferation and IFM-+ production, while enhancing the
prapormion of 1L-10 positive T cells.
Conclusion: These results suggest that HDAC miubition by VPA atters essential human PDC functions,
highlighting the need for monitoring immune functions in cancer patients receiving HDAC inlubicors,
bt alsa making these drugs attractive therapies in inflammatory, and autoimmune diseases implicating
P
D 2004 Elsevier GmbH. All rights reserved.
Intreduction The functional capacity of PDC to induce immune responses

Plasmacytoid dendritic cells (PDC) represent a rare subset of
dendritic cells specialized in the production of type | IFN in response
to microbial pathogens {Rissoan et al., 1999; Cella et al, 1999,
Siegal et al.. 1999). Human PDC express Toll-like receptors (TLR).
namely TLR-7 and TLE-9 that sense viral single-stranded RMNA
and unmethylated CpG DNA, respectively [Cilliet et al., 2008).
Thus, IFM type | signature 15 associated with the pathogenesis of
several atoimmune diseases such as systermc lupus erythemato-
sus (SLE), psonasis. Sjagren’s syndrame and rheumatond arthritis
(Banchereau and Pascual, 2006; Farkas et al,, 2001; Mestle et al,
2005 Ronnblom and Eloranta, 2013). Mereover, PDC can be achi-
vated by self-DNA coupled to antimicrobial peptides, a mechanism
contributing to the pathogenesis of psoriasis (Lande et al,, 2007).

* Corresponding author at: IMSERM UMB1LODE, 1 Bd Flemmg, F-25000 Besangon,
France Tel.. +33 IRIG15615; fax: +13 38161 5800,
E-mmil mddress: beatrice gauplerd@efs sante fr (B Gaugler)
! These authors share semad authorslip.

g { felx. o o g 0.1 0 &4 imbaa 200 403,013
0171-2985/0 2014 Elsewier GmbH All rights reserved.
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may depend on the local microenvironnement. Thus, PDC can be
immunostimulatery, and induce potent Thi responses { Cella et al.,
2000}, In contrast, PDC have been shown to promote tolerogenic
T cells responses by inducing regulatory T (Treg) cells, especially
m cancers {Sisirak et al, 2012 ). Acetylation of histones 1s an essen-
fial epigenetic mechamism controlling chromatin structure, DNA
accessibility for transcrnption factors and gene expression. His-
tone deacetylases { HDAC) are enzymes mvolved in Lthe compaction
of the chromatm structure favoring gene silencmg. Dysregulated
HDAC expression has been linked to the pathogenesis of cancer
and chrome mflammatory and autosmmune diseases [Rodngues-
Paredes and Esteller, 2011). HDAC inlubitors have been shown
o exerl anticancer actwvities nofably m patients with hemato-
logic malignancies [Minucel and Pelicoy, 2006; Pratt, 2003, Lane
and Chabner, 2009). In addition to the antitumor activities, HDAC
inhibitors have been reperted to have immunomoedulatory prop-
erties bath in vitro and fm vive (Leoni et al, 2002: Reddy et al,
2008),

We and others have previously reported the effect of HDAC
nhibitors on the function of human monocyte-derived dendritic
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cells (Mo-DC) (Reddy et al.. 2008; Frikeche et al, 2012ah: Song Materials and methods

et al,, 201 1). Thus, we reported that valproic acid (VPA) treatment

of Mo-DC reduced their costimulatory activity and inflammatoery Media and reagents

cytokimne release upon stimulation with TLR4 ligands (Frikeche

et al., 2012a,b). In this study, we analyzed the effect of VPA on the RPFMI- 1640 supplemented with Sodium Pyruvate
phenotype and function of PDC (Sigma-Aldrich, Sammt-Quentn Fallavier. France), non-essential
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amino-acids (Sigma-Aldrich), 100U/ml penicillin, 100 ngfml
streptomycin {Gibeo®, Life Technologies, Saint-Aubin, France)
and heat-inactivated 10% fetal bovine serum [ Gibeo®), referred as
complete culture medium was used for cell cultures throughout

Annexes

B30

the experiments. For PDC stimulation, we used 10pg/ml CpG-
ODN2216 [CpG-A, Invivogen, Cayla, Toulouse, France). Valproic
acid (Sigma-Aldrich) was used at a concentration of 0.1-0.5 mM as
indicated.
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IL-3 + CpG

Proliferating
CD4* T cells {3)
g &

3

+

IL-3 IL-3 + CpG

Fig. 3. Effect of VPA treatment on the PDL capacity to stimulate the proliferation
af allageneis naive COA T cells. Maive CD4° T celis were stained with the Cell pro-
liferation Dye and cocultured with IL-3 or IL-3°CpG stimulated-PDC treated or not
with VA Froliferabon was analyzed by flow cytometry at day 7 of culture (A) A
representative pxperviment oul of 4 05 shown, (B] Mean = SEM of the percentage of
Chat™ T cells negatwee for the cell proliferation Dye are represented for 4 imde pendent
expeEmments. “painl

POC isolation and culture

PBMC were abtained from buffy coats of healthy donors after
informed consent ( EFS Bourgogne Franche-Comté ) by Freoll density
centrifugation. PDC were isolated by depletion of non-PDC followed
by positve selection of BDCA4™ PDC usimg Dramond Plasmacy-
toid Dendntic Cell Isolation kit I {Miltenyi Biotec, Pans, France)
agcording manufacturer's instructions. Purity of isolated PDC, as
determined by ow cytometry and BDCA2 staning was =975 After
isolation, PDC [ 10% cellsjwell in round-bertomed micraplates) were
cultured for 24.h or 48 h in complete medium in the presence of
10 ng/ml IL-3 {Peprotech, Neuilly-sur-5eine, France ), with or with-
out 0.5 mMVPA. After 3 h, PDC were stimulated by adding 10 pg/mil
CpG-ODN2216.

Flow cytometry

"C were harvested after 24h or 48 h of culture and stamned
with the Fixable Viabahity Dye FVD-506 { eBiosciences, Pans, France )
and then with the followimg Auorochrome-conjugated mouse
monaclonal antibodies (mAb), FITC-CD&0, APC-CDE3, PE-ICOSL,
FE-PDILT. WS00-HLA-DR (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France),
Pacific Blue-CDE6, PercP-Cy5-5-C040, Pacific Blue-CCRT (Biole-
gend, Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France), Analysis was
performed using FACSCanto Il and FACSDiva software (BD Bio-
sciences).

Cyrokine production by PDC

Intracellular cytokine production analysis by PDC was per-
formed by incubating PBMC in the presence of 0.5 mM VPA, then

stimulated for 6Bh with 10 pg/ml CpG2216. GolgiPlug (BD Bia-
sciences) was added in the 3 last hours of culture. Cells were then
harvested and stained with PECy7-CD123, AMC-BDCAZ2 before being
permeabilized with Cyrofix/Cyvtoperm [ BD Biosciences). Cytokine
staining was performed with FITC IFN-w, PercP-Cy5-5-TNF-a.

ELISA nmd CBA assays

Cytalanes IFN-o;, TNF-o and [L-G were quantified i super-
natants of PDC cultures using BD cytomete bead array kit (R
Biosciences) according ta the manufacturer's mstructions, CXCL10
was analyzed by ELISA [Bwlegend) according te the manufacturer’s
INSrucTonms.

Allogeneic CD4* T cell stimulation

Maive CD4° T celis were isolated from PEMC by negative salec-
tion using a naive CD4° T cell Isclavion kit 11 (Maltenyi Biotec)
After isolation, CD4' T cells were cocultured with PDC at a
ratia of 2:1, in complete medium for 7 days in round-bottomed
96 well mucroplates, Cell prohferation was assessed using the
eFluor®450 Cell proliferation Dye [eBiosciences, Pans, France ) and
analyzed by Mow cytometry at day 7 ol coculture, For detec-
tion of mtracellular cytokine production by CD4* T cells, cells
were harvested after 7 days of culture with PDC and stimu-
lated for 5 howith 25 ngiml phorbal-12-myristate-13-acetate [PMA)
(Sigma-Aldrich) and 1 pg/ml jonomycin [Sigma-Aldrich), with
1 pliml Galgi Plug {BD Bioscience). Cells were then stained with
eFluor® 780 Fixable Viahility Dye (eBiosciences) according to the
manufacturer’s instructions. Surface staining was performed using
FITC-canjugated CD3 (from BD Biosciences), V500-CD4 and PE-CD8
antibodies (BD Biosciences), cells were then fixed and permeabi-
lized using CytoFix/Perm Buffer (BD Biosciences) before staiming
with FITC-IL-10, PE/Cy7-IFM-vy, PercP{Cy5.5-TNF-a (Biolegend),
APC-IL-17A {eBioscience ) specific mAb or the corresponding iso-
type controls. Analysis was performed using FACSCanto [ and
FACSDiva software { BD Biosciences),

Stospistical analysis

Data were subjected o two-tailed Student's --test analysis using
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, 5an Diego, CA) and con-
sidered significant with a value of p<0.05.

Results

VPA rreatment represses |F-w and proinflammatary cytokine
production by PRC

We mnvestigated the immunomadulatey potential of VPA on
PDC. We first evaluated the effect of VPA treatment on the cytokine
production by PDC, namely IFN-w. PDC were isolated from PRMC
and pretreated for 3 h with VPA before stimulation with CpG2216
for 6h. [FN-a and TNF-w were evaluated by intracellular staining
of PDC. As shown in Fig. |, we observed a significant decrease in
both IFM- and TNF-a-producing PDC in a dose-dependent man
ner (Fiz. 1A and B} Similarly, the secretion of IFN-o by VPA-treated
PDC was reduced in the supernatant at 24 h and 48 h of culture in
the presence of CpG (Fig. 1C and D). However, the viability of PDC in
the presence of VP& was not affected { £ viable cells were 7548 £ 7.5
for CpG PRC and 78.17 4 7.29 for CpG® VPA PDC, p=0.80), We also
ohserved a significant decrease of TNF-ne and 11-6. Incontrast, CXCL-
10 production was not impawed by VPA treatment {Fig. 1C).

157



Annexes

| Arbez ot al | impnobislogy 219 [2014) 637-643 641

CpG

IL-10

m IFN-y producing CO4™ T eells (%)

IL-10" IFN-y’ CD4" T cells (%)

ns ®

3
]
"
*®
L]

THF - producing CD4* T cells (%)
o s

.z 8 ®
11—

=

*
%
%
%

F
B 3 & =
- —I g it
} 35'4..

+_ 10+
i i
o 3 o-

& &L

O CR
m eA

K’
%

Fig. 4. Cytokine profile of CD4° T cells cultured in the presence of VPA-treated PDC Maive ©04° T cells were cocultured for 7 days with VPA-treated PDL. Analysis af
wirtacellular cytokuses praduced by CO4° T cells was performed after 5 hoof restmulation with PRMA and ionemycine a3 indicared in methads {A-C) Intracellular THF-a and
IFM- analysis on proliferatmg CO04° T cells (gated on cell proliferation Dye negative cells) (&) A representative expermment out of 4 is shown. Mean + 5EM of the percentage
of IFN-y (B and TNF-a (U] positive cells are represented. (13 and E) Analysis of intracelluiar IL-10 and FN-y detected m €D4" Teells (D) A representative expeniment et of 4
inghependent experiments is shown Mean & SEM of the percentage of IL-10° [FMN<y~ CD4° T oells (E) and 1L 100 PN+ CD4° T cells [Flis represented. Data fram 4 independent

experiments are shoawn. *p <005, p <001, ***p 2 0.00

VPA decrenses costimulatory molecides expression on stimulared
POC

We next investigated whether VPA could affect the PDC phe-
notype after stimulation with CpG. Thus, the PDC phenotype was
analyzed after 24 h of stimulation wath CpG in the presence of VPAL
We cbserved that expression of costimulatory molecules CD80,
CD&3, C0E6, CD40 were markedly reduced in the presence of VPA.
whereas HLA-DR expression was not modified (Fiz. 2) on CpG-
stimulated PDC. We also observed a decrease of PDL-1 and 1COSL
the latter being involved in the induction of Treg by PDC (Faget et al..
2012). We also cbserved a decrease of CCR7, suggesting that VPA
treatment could affect the migratory capacity of POC to lymphond
organs,

VPA-rreated POC have a reduced capacity [o stimulate allogeneic
riive CD4™ T cells

The decrease of costimulatory molecule expression on surface of
CpG-stimulated PDC by VPA could affect PDC capacity to activate T
cells. We performed coculture experiments of PDC with allogeneic
naive CD4° T cells in order to evaluate the functional impact of VPA
treatment of PDC. When unstimulated PDC were used as stimu
lating cells, allogeneic CD4* T cell proliferation was not affecred.
In contrast, proliferation of naive CD4' T cells was significantly
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reduced when cultured in the presence of CpG-stimulated PDC and
preteeated with VPA [Fiz. 3A and B). This result is in accordance
with the reduced expression of costimulatory molecules afrer CpG
stimulation and VPA treatment. We next investigated the cytokine
profile produced by activated CD4" T cells by performing analysis af
intracellular cytokines [FMN-y, TNF-e, [L-10 and 1L-17A after 7 days
of coculture, We detected very few IL-17A positive cells {data not
shown ). Interestingly, the proportion of IFN-%" and TNF-o* CD4" T
cells was significantly reduced when CD4" T cells were stimulated
by CpG- and VPA-treated PDC (Fig. 4 B-C). The decrease capacity of
T eell prahferation or oytokine productian may nat result from the
apoptosis of stimulatmg PDC activated i the presence of VIR, since
we abserved a simalar viability between CpG-treated PDC and CpG*
VPA-treated PDC. We alse pbserved asignificant increase inthe pro-
portion of IL-107 C04™ T cells when CD47 T cells were stimulated by
CpG- and VPA-treared PDC, Moreover, this mcrease m iIL-10° CD4* T
cells was more proncunced in the IFN-y™ T cell fraction (Fig. 4D-F)L

Discussion

In this study, we report that VPA, an HDAC inhibitor used for
the treatment of hematologic malignancies, has a broadly impact
on the phenotype and function of PDC, mainly by inhibiting CpC-
mediated TLR-9 activation. We demonstrated that VPA impairs
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IFN-ov production by PDC in response (o TLR-9 stmulation, as it
was demonstrated for trichostatin A (TSA), another HDAC inhibitor
(3alvi et al, 2010). IFN-a has a pleiotropic acoivity on immune
effectors, thus the reduced capacity to produce type | [FN in the
presence of WPA could consequently alter the differentiation of B
cells into plasmablasts, activation of NK cells or CD8" cytotoxic T
cells [Colonna et al., 2004). The transcriptien factor IRF7 is essen-
tial in the regulation of type-1 IFN {Honda et al, 2005). Previous
repart indicated that the HDAC inhibitor TSA was able to block
IRF7 nuclear translocation i PDC (Salvi at al, 2010). In contrast,
VA has been shown to mcrease Irf? mENA in macrophages {Litvak
et al., 2012). irf7 15 a target of foxo3, a negative regulator involved
in the feedback loop of IFN type | regulation ( Litvak et al, 2012)
It would be important to determine if foxod expression 15 modu-
lated by VPA 1 PDC and mmvolved m the reduced IFN-I production
by VPA-treated PRC, Alsa, TSA has been shown to upregulate the
expression al Mi-2B in murme bane-marrow derived macrophages
exposed to LPS and involved in the regulation of 1L-6 [Roger et al,
2001} Thus, whether PDC also upregulate Mi-2f after VPA treat-
ment remains to be explored. Also, VPA treatment did not affect
the capacity to secrete CXCL10 by PDC, suggesting that their abil-
ity to recruit Thi cells expressing CRCR3, the receptor for CXCL10
may not be altered. Our results demonstrated a significant reduc-
tign in costimulatery melecule expression in CpG-stimulated PDC
exposed to VPA. This ohservation is in line with previous reports on
human Mo-DC exposed to VPA (Reddy =t al, 2008, Frikeche et al.,
#012ab) or to the HDAC inhibitor LEH589 (Song et al.. 2011) as
well as on murine macrophages (Roger et al., 2011}, This reduction
of costimulatory molecules on PDC by VPA may explainin part the
reduced capacity of CpG-stimulated 'DC exposed to VPA to sustain
the proliferative capacity of naive CD4* T cells, We also observed
that CD4+ T cells cultured mn the presence of CpG and CpG-YPA-
treated POC have an increased capacity to secrete [L-10, which 1510
favor of the mduction of regulatory 17 cells (Tr1} induction. How-
ever, we did nat abserved the induenion of Foxp3® on stmulated
CD4" T cells as well as the expression of Lag3 and CD49b, both
of which are expressed by Trl cells (Gagham er al., 2013). Inter-
estingly, PDC have been described to promate Multiple Myeloma
(M) cell growrh, survival, and drug resistance, by a mechanism
depending on surface molecules and soluble factors {Chauhan et al.,
2009, In this repart, we found that VPA significantly decreases
IL-6 production, invelved i the growth and survival of MM cells.
These results are in accordance with recent data demmonsmrating
that HDAC inhibitors, in combination with bortezamib improved
its therapeutic potential in MM patients (Pratt, 2013; Dimopoulos
et al, 2013%

Thus, the immunomodulatory effects of VPA and other HDAC
inhibitors mught prove useful in different climcal settings where
regulation of immumnity 15 eagerly needed as m chronic inflamma-
tory diseases{CGlauben and Siegmund, 2011) orin grafl-versus-host
thsease (GVHD) after allageneic stem cell transplantatian (Frikeche
et al, 2002ab, Choi and Reddy, 2011). In summary, our study
suggests that HOAC inhilwtion by VPA sigmificantly tmpanrs the
phenotype and function of POC ghlightmg the need for a close
momtoring of immune functons m cancer patents recerving HOAC
inhibitors therapy. Alsa, it can be reasaned that HDAC inhibitors
may ave different reles in pathological compared with normal tis-
sues where they can modulate PDC functions through interference
in TLR-9 mediated proinflammatory signaling cascades, making
them attractive therapeutic tools in inflammatory. and autoim-
mune diseases.
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Interleukine 22

Seon rble dans la maladie du greffon

contre I'héte

Béatrice baugler, Baptiste Lamarthee, Mélanie Couturier,

» U'allogreffe de cellules hémotopeoié-
tiques est une théropeutigue pour
les patients atteints d*hemopathies
malignes. Le nombre de ces allogreffes
est en constonte augmentation du fait,
natamment, de |a diversification des
seurces de greffen et de |'utilisation
de conditionnements prégreffes ayant
wwe texicité réduite ce gui permet
de les appliquer @ des patients plus
dgés [1]. Cependant, la malodie du
greffon contre I'héte (GYHD) reste une
complicatien majeure de ces greffes
et entraine une morbidité et une mor-
talité importantes | | |. La GVHD nigusd
cotrespond @ une réponse immune
inflammatoire exacerbée qui conduit
d la destruction des tissus sains du
receveur par les cellules immunitaires
du donneur,

Les etudes pionniéres de |'équipe de
Ferrara | 1] ont proposé un modéle
physiepathologigue de la GVHD aigus
comprenant trois étopes, au cours
desguelles les systemes immunitaires
inné et adaptatif interagissent :
(1) l'activation des cellules présen-
tatrices de 'antigéne de ['héte par les
cytokines inflammatoires, {2) 'octi-
vation des |ymphocytes T du denneur,
et (3) la phose effectrice condui-
sant & la destruction des tissus cibles
[2]. Les modeles expérimentaux ani-
maux ont mis en évidence |la contri-
bution des lipopolysoccharides (LPS)
bactériens gui sont libérés au niveau
de la barriére intestinale lésée par le
conditronnement prégreffe, et qui vont
déclencher lo cascade d'octivation
immunitaire (2],
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L'interleukine-22 : des proprigtés
contrastées entre inflammation et
protection des tissus

Uinterleuhing 22 (IL-22) est une cytokine
essentielle 0 lo deéfense de I'organisme
contre les pathogénes extracelluloires au
nivenu des mugueuses. Elle est praduite
aussi bien par des cellules de |'mmunité
innée gu'odaptative, Ainsi, les lymphe-
cytes T CO4* (Thl, Th1T, Th22) (3], les
lymphocytes T8, les cellules NKT {natu-
ral kilier T cells), ainsi gue les cellules
lymphoides de |'immunité innée CO3"
(innate Iymphaid cells [ILC], et lym-
phoid tissue inducer [LTi]) sont autant
de sources d°IL-22; U'IL-22 se lie & son
reeepteur |L-22R formé de I'|L-22R1
et [L-10R2, qui induit la cascade de
signalisation de STATY (signal transdu-
cer and activator of transcription J3).
Le récepteur IL-27R n'est pas exprimé
sur les cellules hématepeiétiques ; il
est exclusivement présent sur des cel-
lules épithélinles de tissus comme la
peay, |'intestin, le célon et le poumaon,
D'un point de vue fonctionnel, I'IL-22
participe 4 I'homéostasie des tissus &n
permettart la prolifération des cellules
épithéliales contribuant ginsi @ mainte-
nir ou restaurer I'integrité de |o bamriere
épithéliale. L'IL-27 induit la gynthése de
protéines antimicrobiennes dans la peau
et les mugueuses, comme par exemple
les protéines 5100, les béta-défensines
et les protéines REG (regenerating) (4.
Enfin, I'IL-22 permet lo production de
médiateurs inflummateires comme |'IL-4,
IL-1pB, te G-CSF (granuiecyte colony-
stimulating factor), ou des chimiokines
CXCLL et CXCLY. Une dérégulation de lo
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signalisation de |a caseade IL-22/1L-22R
est impliguée dans plusieurs pothela-
gies commie le psoriosis et des maladies
inflammatoires de I'intestin [ 5],

Quelle contribution de I'IL-22 au
développement de la maladie du
greffon contre ["hate ?

Compte tenu des propriétés de I'IL-22
daons les tissus qui sont le plus souvent
lo cible de la GVHD, nous ovans evalué sa
contribution ou développement de cette
maladie dans un modéle expérimen-
tal de GVHD aigue. Les souns irradiées
regoivent de |o maelle csseuse ollogé-
nigue et des lymphocytes T eapables
d'induire o GVHD issus seit de souris
sauvages, soit deficeentes en [L-22. I
apparait que les souris qui regoivent des
Ilymphacytes T déficients en IL-22 déve-
loppent une moladie moins sévére, et leur
mortalité est diminuée [4], U'IL-22 par-
ticipe o la sévérité de la GYHD en fave-
risant inflammation systémique, mais
aussi lecole au nivenu des organes cibles
[4]: Dans ce modéle, la maindre sévérité
de la malodie est nssociée 4 une aug-
mentation des lymphocytes T regulateurs
CO4"CDE6 Foxpd” (Treg) 6], ces demiers
pouvant Etre responsobles de "effet
protecteur chservé en obsence d°|L-72
dans fes lymphacytes T du donneur. Une
autre étude a montré gue les |LC locali-
sees dans I'intestin des souns receveuses
persistent aprés greffe et sécretent de
I'IL-22 lorsqu'elles sont activées par I'IL-
23 [ 1], Cette étude montre que la GVHD
intestinale detruit les ILC qui participent
@ la protection des cellules souches
intestinales, et gque lo disparition de
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ces cellules souches est plus accentuée
en ghsence d'IL-22 dérivée de I'héte
[7]. Aimsi, P'IL-22 produite par |es ILC
intestinales du receveur permettrait
de maintenir |'intégrite de |'épithelum
mtestingl dons un contexte inflamma-
toire et d'une réponse allogénigque, et
diminuerait la pathelogie lide & la GVHD.
Ces résultats confertent ceux décrivant
le rdle protectewr de |'IL-22 dans les
modéles de colites inflammatoires (1]
Ainsi, 1"L-22 produite soit par les ILC
du receveur, soit por les lymphocytes T
du donneur, peut avoir des effets eppo-
sés dans le développement de fa GVHD
(Figure 1!. I est donc important de

déterminer quel effet est dominant dans
un contexte clinique d'allogreffe pour
envisager une approche thérapeutique
d'administration ou de neutralisation de
I'IL-22. Cependant, les effets de PiL-24
semblent multiples et compleves aprés
la greffe, rendant difficile I'approche
thérapeutique visant 4 neutraliser cette
cytekine. En effet, une étude récente
a montré que I'IL-22 produrte par les
cellules LTi RORYE' (retinoid-related
arphan receptor) CORE'NKpdE du thy-
mus est nécessoire pour induire la régé-
nération thymigue aprés une (rradia-
tion carperelle totale dans un modéle
expérimental [¥ 10). La neutralisation
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infFlammatoires . [+ ]
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de I"IL-22 postgreffe pourrgit aveir un
impatt direct sur la régémération du
thymus potentiellement endommagé o
la suite du conditicnmement prégreffe,
et influencer négativement la reconsti-
tution immunitaire.

D'qutre part, les effets de |"IL-22
peuvent Etre neutrolises in vive gréce a
I'expression de son récepteur saluble,
I'IL-22 binding proten (IL-2288).
L'IL-228P est exprimée doms les pou-
mans, ks peou, la rote et le eolon [11],
mais sen importance et san réle in vivo
restent peu connus. Une étude récente
mantre gue I'IL-22BP est fortement
exprimée par les cellules dendritiques
ou niveau du colen dans des conditions
d'homeostasie, et qu'elle joue un réle
crucial dans le contrdle de I'inflamma-
tion et de la tumorigenése qui est asso-
viee [17]. Ces sbservations ajoutent
un niveau de complexité supplémen-
taire dans lo régulatien fanctionnelle
de |'IL-22 et pourraient rendre compte
des résultats divergents rapportés daons
les modéles de greffe oilogénique de
cellules hematopowtiques et d'inflom-
mation. L'expressien de ['IL-22BP est
régulée via I'lL-18 ex Iinflammasome
[12]. Lo participation de |'IL-22BP reste
i explorer dans le contexte de GYHD.

Réle de I'interleukine-22

dans la GVHD : quelle influence

du microbiate ?

Le conditionnement prégreffe com-
binant chimisthérapies et irradiotion
contribue aux |ésiens de I'épithélium
intestinal, favorisant I'exposition systé-
migue aux produsts microbiens normale-
ment séquestrés au niveau de la lumiére
intestinole [1]. Des gtudes récentes
menées dons des modéles murins et
chez 'homme ont montré que lo GYHD

Figure 1. Réle de I'lL-22 dans la maladie digestive du greffon contre "héte, U'IL-77 est produite
oprés o greffe per les ILC du receveur | 7] su por les lymphocytes T olloréoctifs du denneur |8 |
1'|L-22 sécrétée par les lymphocytes T do dennewr au moment de |o greffe participe d ba réponse
inflemmateire dons les tisses cibles de lo GVHD (maladie du greffon contre |'hdte) et favorise
I'alloreactiwite. Cependant, I'IL-22 produite par les ILD rodiorésistontes RORW™ du receveur
paurtait guss: avair des effets bénéfigues opres la greffe en porticipant & lo régénération de
I"épithébum intestingl et du thymus. Le micrabiote peut Etre modifié selon | présence su non de
I'IL-22 et influencer aussi la moladie. |l reste & déterminer comment sont intégrées ces fanctions
ontagonistes de |'|IL- 22 et quels effets dominent aprés o greffe.

est associée & une medification du
microbiate en faveur des souches de
lo famille des lactobacilies [ 18], Cette
medificatian du microhiote pearrait
gtre le résultat de lo destruction des
cellules de Pameth qui preduisent les
peptides antimicrobiens [14]. | est
probable gue ['absence d'IL-22 favarise
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ta colomisation d'espéces bactériennes
différentes. Comme le microbiote est
impartant dans la génération des
réponses lymphocytaires Thi7 et Treg
au niveau tntestinal [ 15, 18], il reste &
determiner si la madification du micro-
biote en absence d°IL-22 pourrait favo-
riser ['expansion de Treg, modulont ainsi
la sévérité de lo maladie (Figuee 1),
L'impheation de la réponse immunitaire
innée dans le développement de lo GVHD
imtestingle, le rile du microbiote et |es
effets pro-inflammatoires ou protec-
teurs de |'IL-22 n'ont pas encore livré
tous leurs secrets dans fa physiopotho-
lagie de cette maladie. &
Interleukin-22: its role in graft-
versus-host-disease unraveled

LIENS D'INTERET
Les gutewrs déclarent n'ovelr aucun len d'indéndt
concernant les fonnées pubiides dans cet article.
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Les chaperons pharmacologiques
Une nouvelle approche thérapeutique
ginetiques

des maladies

Dominigue P. Germain, Karelle Benistan, Lucio Echevarria

Réle de I'ct-galactosidase A

dans la maladie de Fabry

La maladie de Fabry (aaline mendelian
imheritoace in man [OMIM] 501500) est
une maladie de surcharge de transmis-
sion gémétique liée au chromoseme X,
due ou déficit en Ol-goloctosidase A
(t-Gal A, EC 5.7.1.2%)} lysosomale, ung
hydrolase acide. Le déficit enzymatigue
conduit @ |'occumulation du globe-
trignsylcéramide (Gby ou COTT) dans les
lysesomes de tous les tissus de 'arga-
nisrme, La forme classique de la moladie
débute dans I'enfonce par des scropa-
resthésies, des angiokératomes, des
douleurs obdominales et une microal-
buminurie. Avec ["age, Faffection évo-

moun " 8T, opal 29, june-peiiver JELT
BE) - [0 L0E] medseis D PG00

lue vers une maladie multisystemigue
aver msuffisance rénale et complica-
tians eartdiovasculaires (cardiomyopa-
thie hypertrephigue, arythmie) et céré-
brovasculnires (accidents vasculaires
cérébraux) réduisant espérance de
vie [1]. Actuellement, deus théropies
endymotiques substitutives sont dispa-
nibles pour traiter les patients atteints
de maladie de Fabry (2. 1], Des béné-
Fices clinigues ont été démantrés,
mais I"efficacité de I"'enzymothérapie
reste incompléte et son coit élevé.
Les théropies enzymatigues substitu-
tives s'necompagnent par ailleurs de
tontraintes liges & leur mode d'admi-
nistration (perfusions & vie chagque
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deux semaines) et d'effets secondaires
ligs a lo production d'onticorps contre
I'enzyme exogéne,

Dans de nombreuses maladies lyso-
somales, dent lo maladie de Fabry,
des mutotions four-sens conduisent d
un meuvais repliement de la protéine
et un défout de so structure tridi-
mensionnelle (€], £n conséguence,
I"hydrolase acide est dégradée préma-
turément por les systémes de contréle
de qualité associés au réticulum
endoplosmigue (ERAD, endeplosmic-
reticulum-associated protein degra-
datien) [4] méme si les mutations
ne compromektent pas sen activité
catalytique [5].
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Résumé

L’interleukine-22 dans la maladie du greffon contre I'h6te apres allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

La maladie du greffon contre I'hn6te (GVHD) reste la complication majeure de I'allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (allo-CSH). La GVHD résulte de I'activation de la réponse immunitaire et de la reconnaissance
d’alloantigenes par les lymphocytes T (LT) du donneur, entrainant ainsi des lésions tissulaires principalement au
niveau de la peau, des intestins et du foie. L'interleukine-22 (IL-22) est une cytokine sécrétée par les LT Th1,
Th17 et les cellules de I'immunité innée (ILC). Compte tenu des propriétés de I'lL-22 dans les tissus cibles de la
GVHD, nous avons évalué sa contribution dans la physiopathologie de la maladie a I'aide de modeéles
expérimentaux murins. Il apparait que les souris qui recoivent des lymphocytes T invalidés pour I'IL-22
développent une maladie moins sévere, et leur mortalité est diminuée. L’IL-22 issue du greffon participe donc a la
sévérité de la GVHD en favorisant I'inflammation systémique, mais aussi locale au niveau des organes cibles. De
plus, dans les intestins, I'lL-22 agit en synergie avec les interférons de type | pour amplifier I'inflammation de type
Th1 au cours de la GVHD. Chez 'homme, la GVHD est associée a une modification du microbiote intestinal.
Nous avons montré que I'absence d’'IL-22 semble favoriser la colonisation de lactobacilles au détriment de
clostridiums, ce qui pourrait également participer a la diminution de la GVHD intestinale. Enfin, nous avons
montré que l'effet anti-tumoral est préservé malgré I'absence d’IL-22. Ces résultats permettent donc d’envisager

de nouvelles perspectives thérapeutiques dans le traitement de la GVHD.

Abstract

Interleukine-22 in graft-versus-host disease after allogeneic stem cell transplantation

Graft-versus-host disease (GVHD) is still the major complication after allogeneic stem cell transplantation. GVHD
results from the activation of the immune response and the recognition by donor T cells of alloantigens leading to
tissue injury, especially in skin, gut and liver. Interleukin-22 (IL-22) is a cytokine secreted by CD4+ T cells Th1 and
Th17 but also by innate lymphoid cells (ILC). Given that IL-22 functions in the GVHD target tissues, we
investigated its contribution in GVHD physiopathology using mouse experimental models. We showed that IL-22
deficiency in donor cells reduced the severity of GVHD by limiting systemic and local inflammation. Moreover, in
the large intestine, IL-22 acts in synergy with type | interferon to increase Th1-like inflammation. In humans,
GVHD severity is associated with microbiotal modification in the intestine. We demonstrated that IL-22 deficiency
in donor cells seems to favor lactobacillus colonization instead of clostridium. These changes of microbiota
composition may reduce the severity of intestinal GVHD. Finally, we showed that the antitumor effect is preserved
even in absence of IL-22 donor cells. Overall, our data support the design of new clinical approaches aiming to
target IL-22 pathways in GVHD patients.



