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LISTE DES ABREVIATIONS

ADN/DNA : acide désoxyribonucléique
AMPc/cAMP : adenosine monophosphate cyclique
APC : antigen presentation cells

ARN/RNA : acide ribonucléique

ATP : adenosine triphosphate

CCX-CKR : chemokine (C-C) receptor-like 1

CDx : cluster de difféerenciation x

CLA : cutaneous lymphocyte antigen

CMHI/1I : complexe majeur d’histocompatibilité deasse | ou Il
CTLA-4 : cytotoxic T lymphocyte-associated antigen

Da : dalton
DC : dendritic cell
Der p : Dermatophagoides pteronyssinus protein

ECP : eosinophil cationic protein
EDN : eosinophil-derived neurotoxin
ELR : Glutamine-Leucine-Arginine
EPO : eosinophil peroxydase

FcxR : type x crystallizable-fragment receptor
Foxp3 : Forkhead box protein 3

GAG : glycoaminoglycanes

GC : glucocorticoides

GDP : guanosine di-phosphate

GM-CSF : Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulafiagtor
GPCR : G-protein coupled receptor

GRK : G protein — coupled Receptor Kinase

GTP : guanosine tri-phosphate

HRB : hyperréactivité bronchique
hu-SCID : souris SCID humanisée par greffe systamip PBMC

ICAM : intercellular adhesion molecule

ICOS : inducible T-cell co-stimulator

IDO : indoleamine-2,3-dioxygenase

IFNX : interféron x

IgX : immunoglobuline d’isotype x

[IX : interleukine x

INKT : invariant natural killer T cells

IPEX : immunodeficiency polyendocrinopathy, entextbyy, X-linked syndrome

Jak : Janus kinase



Kd : constante de dissociation
KO : knock-out

LBA : lavage broncho-alvéolaire

Lc : lymphocyte

LC : Cellule de Langerhans

LFA-1 : lymphocyte function-associated antigen 1
LPS : lipopolysaccharide

MBP : Major basic protein
mDC : cellule dendritique myeloide
MDDC : Monocyte-Derived Dendritic Cell

MMP : Matrix metalloproteinases
NK : natural killer

PAF : platelet activation factor

PAMP : Pathogen-Associated Molecular Pattern

PARC : pulmonary and activation-regulated chemokine
PBMC : peripheral blood mononuclear cells

pDC : cellule dendritique plasmacytoide

pl : potentiel isoélectrique

PI3K : kinase de type phosphoinositide-3

PIP3 : phosphotodylinositol-3,4,5-triphosphate

PKC : protein kinase C

PRR : Pattern Recognition Receptors

RANTES : regulated upon activation, normally T-eegsed
ROR : Retinoic acid receptor-related orphan reaepto

SCID : severe combined immunodeficiency
Statx : signal transducers and activators of tnapisan x

TCR : T-cell receptor

TGF : transforming growth factor

Thx : T helper x — réponse T auxiliaire type X
TLRx : Toll-like receptors x

TNFx : tumor necrosis factor x

Treg : lymphocyte T régulateur

VCAMX : vascular cell adhesion molecule x

Z0O-1 : zonula occludens-1 protein



RESUME

Les chimiokines sont un élément essentiel du ticdltulaire aussi bien homéostatique

que dans des situations pathologiques. Outre éatidion chimiotactique spécifique a ce
type de molécules, on leur a récemment attribu@mpécation dans le profil de polarisation
de la réponse adaptative spécifique, en agissestteiment sur les lymphocytes T (Lc T) ou
indirectement par le biais des cellules dendritsg{i2C).
CCL18 est une chimiokine exprimé préférentiellemant niveau pulmonaire et de facgon
moindre au niveau ganglionnaire. Il est capablticales DC et les Lc T et est induit par les
cytokines de type Th2 telle que I'lL-4, I'lL-13, maussi par la cytokine immunomodulatrice
I'lL-10. Au laboratoire il a été montré une implicea de CCL18 dans l'asthme allergique, et
cette chimiokine a été associée a différentes padles a tropisme pulmonaire ou non avec
un réle pas toujours trés clair. L'objectif de i@vail a été d'étudier le réle immunobiologique
de cette chimiokine, en base et en situation at@piq

L'effet direct du CCL18 a été évalué supdéarisation de la réponse T. Le prétraitement
des Lc T mémoire COELD25, de sujets non allergiques, avec le CCL18 conduit
génération de Lc T régulateurs (Treg) COB25Foxp3 produisant de I'lL-10 et du TGF-b
capables d'inhiber la prolifération des Lc T eféees, a la fois par un mécanisme cytokine et
contact dépendant. Cependant, cet effet régulaie@CL18 est perdu lorsque les cellules T
proviennent de sujets allergiques. L'effet indirdat CCL18 a été évalué sur la réponse
immune via les DC. La différenciation de monocydessujets sains en présence de GM-SCF
et CCL18 conduit au développement de DC de phéeadgmi-mature, expriment le CCRY7,
produisant de [I'lL10 et I'enzyme 2,3-indoleaminexgigenase. Ces DC induisent le
développent de Lc Treg de type Trl produisantldelD et capables d'inhiber la prolifération
de Lc T effecteurs par un mécanisme cytokine dégandorsque les monocytes proviennent
de patients allergiques, I'effet tolérogene de C&&4t perdu en liaison avec la diminution de
la fixation de CCL18 a son récepteur putatif. Rbewrs, CCL18 pourrait également jouer un
réle dans la résolution de la réaction allergiqae pn effet chimiotactique vis-a-vis d'une
sous population de Lc Treg CB@ID25""CD127°"LAP*. La derniére étude concerne une
approche dans un modeéle murin d'asthme allergigde;jt par I'ovalbumine chez la souris
Balb/cByJ. D'un point de vue fonctionnel, I'admirasion de CCL18 par voie intratrachéale a
des animaux sensibilisés permet d'inhiber le d@psment de la réaction asthmatique, en
diminuant l'inflammation pulmonaire (réduction defiltration éosinophilique, inhibition de

la production locale de cytokines Th2) et protege derniers contre l'altération de leur



fonction respiratoire (protection contre I'hypeot®até bronchique, avec inhibition de
I'nypersécrétion de mucus). Toutefois, les mécaassrellulaires a l'origine de cette
protection sont encore a élucidées.

L'ensemble de ces études montre, pourrdanipre, qu'une chimiokine est capable
d'induire le développement d'une réponse tolérogéniCependant, cette fonction est absente
chez les donneurs allergiques qui présentent wautée liaison de CCL18 a son récepteur,
ce qui pourrait participer a la diminution de ldétance observée dans les maladies
allergiques. Ces données font du CCL18 et de smptéur putatif des cibles thérapeutiques

potentielles.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

L’allergie

Historique : L'allergie, une maladie vieille commele monde...

Comme en témoignent les hiéroglyphes inscritdsstombe du roi Ménés d’Egypte ce
monarque succomba, il y'a plus de 4600 ans, a imegde guépe. Le philosophe Romain
Lucréce (98-55 avant JC) a écrit dans son uniquie, De la nature des choses ce qui est
chez les uns une nourriture se révele pour d’awtneamer poison ». En 1902, soit sept ans
apres la mort de Louis Pasteur, Charles Richet ail RPortier découvrent qu’'une
immunisation tue au lieu de protéger. Embarrasséscptte découverte, ils nomment le
phénomene anaphylaxie, en opposition a la propleyldprotection). Rapidement on
comprend que l'anaphylaxie est une réaction aljgmgiviolente, et I'allergie (littéralement
une autre réaction) devient alors une réactioaragntiére, et bifurque vers I'immunologie

suite aux découvertes qui se succéderent toutngudo dernier siécle.

Epidémiologie : L’allergie, une épidémie moderne ...

Les études épidémiologiques démontrent que lesologlies allergiques (certaines
formes d’asthme, de rhinite, d’eczéma et de réastiigestives) ont connu au cours des vingt
dernieres années une recrudescence fulgurante. pariculierement dans les pays
industrialisés, ou il a été démontré que plus dartoge la population présente une réactivité a
des allergénes communs [Pascual, 2000], placasit lalergie au sixieme rang mondial des

maladies chroniques. Comment expliquer 'augmematies allergies ?

Plusieurs hypothéses ont été avancées. Des naiiifis du style de vie, d'une part, le
calfeutrement conduit & un accroissement de la demyre et de I'humidité intérieure
favorisant la production d’allergenes intérieurs.céla s’ajoute I'augmentation du nombre
d’'animaux de compagnie qui vivent dans les maisd@isutre part, I'amélioration de
I'hygiene a modifié I'environnement microbien, nmt@ent pendant la prime enfance,
provoquant un défaut d’éducation du systeme immaireit Le réle de la pollution dans le
déclenchement des allergies n’est pas encore tedéts néanmoins on sait qu’elle peut

exacerber un état respiratoire défaillant.



Ces pathologies induites par les allergenes péugtr fatales, c'est le cas de
I'asthme. Il s’agit de la premiére maladie chromagie I'enfant. On comptabilise plus de 3,5
millions asthmatiques en France, 6% de la populattulte et 10% des enfants. Aujourd’hui,
I'asthme provoque plus de 1 000 déces par an @omioitié touche des personnes de moins
de 30 ans. Une cause allergique est retrouvée@hazsB0 % des adultes asthmatiques et chez
95 % des enfants. Ce chiffre a baissé de moiti¢-ramce entre 1997 et 2005 grace aux
traitements anti-inflammatoires et une meilleunsg@en charge [Annesi-Maesano, 2008]. Le
colt de cette maladie pour la société est impqrtdlet est responsable de 600 000 journées
d’hospitalisation et de 7 millions de journées Barde travail par an. Il est donc nécessaire
de mettre en place des stratégies préventiveeetpbutiques efficaces pour lutter contre les
allergies.

[www.irdes.fr; ISAAC-France www.sante.gouv.fr www.who.int; Allergy Facts and
Figures, NIAID, 2005; Editorial, Nature Immunol, @)

Physiopathologie des maladies allergiques

La définition des maladies allergiques introded deux notions d’hyperréactivité du
sujet allergique et de spécificité a l'antigéne peovocation. Elles résultent d’une
combinaison de différents facteurs. Des facteurgtgues ; cette prédisposition héréditaire
est nommée atopie, et est caractérisée par unerseypsgbilité précoce médiée par les
immunoglobulines E (IgE), il est cependant possithé posséder un terrain atopique sans
pour autant développer de réactions allergiqueautdgs facteurs entrent en jeu, notamment
des facteurs environnementaux spécifiques (all@g)empouvant étre amplifiés par des
facteurs non spécifiques (infection, pollution...).

Chez un sujet sain, ces substances sont parfaitemlérées grace a un systéeme de
défense qui implique des facteurs mécaniques @argutanée, mucus, cils, toux, barriere
épithéliale...) et des facteurs immunitaires humoratixellulaires. Cependant, une réponse
immune inefficace ou inappropriée peut entrainer développement de réactions
inflammatoires d’intensités variables face auxrgbaes.

Les allergenes sont des substances de nature varés essentiellement protéiques,
ilIs forment un groupe d’antigéne complexe tres rogiEne et possédent des déterminants
antigénigques, ou épitopes, qui se lient spécifiqeremau paratope des IgE mais aussi des IgG,
IgM et IgA. Le mode d’introduction de l'allergenears I'organisme permet d’avoir une



orientation clinique. Il existe plusieurs typegaltérgenes notamment les pneumallergenes et
les trophallergénes. Les pneumallergénes, allesgegékiculés par I'air, sont généralement
impliqués dans des manifestations respiratoireslaoes ou conjonctivales. Ces allergénes
inhalés peuvent étre soit saisonniers comme ldenmmlsoit perannuels, localisés dans des
lieux d’habitation confinés (acariens de la pousside maison). Les trophallergénes,
allergénes d'origine alimentaire (lait, ceuf...), soesponsables de symptomes digestifs ou
systémiques, mais ces troubles affectent égaleuiiantres organes comme la peau. Les
venins d’insectes ou les médicaments quant’a eduisent des réactions systémiques. Un
allergene est dit « majeur » quand un antigeneifiputéclenche une allergie chez 50% ou
plus des patients testés, et qu'il présente des slggtifiques, avec des tests cutanés
immeédiatpositifs, a une concentration trés faildleez au moins 90% des sujets ayant la
maladie allergique en relation avec cet allergéloes acariens, les pollens, les poils

d’animaux et moisissures sont les allergenes lesfpéquents.

On ne devient allergique qu’a la suite d’au mailesix contacts avec un allergéne
donné. Le premier contact ne déclanche aucuneiggagsible cliniguement et aux contacts
suivants, l'allergene entrainera une cascade detioda aboutissant a des manifestations

pathologiques, qui peuvent étre exacerbées paradfcteurs ou allergies croisées.

Les phases de la réaction allergique (Figure 1)

La phase de sensibilisation est le premier cordacl’allergéne avec le systéme
immunitaire qui conduit a sa reconnaissance. L#ales présentatrices d’'antigene, comme
les cellules dendritiques, capturent I'allergenéegirésentent aux lymphocytes T naifs, cette
présentation aboutit a une polarisation de la répommune vers un profil Th2, et
s’accompagne de la production d’'IgE spécifiqued’aleergéne par les lymphocytes B. Les
IgE se répartissent ensuite dans I'ensemble dgdivosme, via la circulation sanguine, et se
fixent a leur récepteur de haute affinité présests des cellules cibles de la peau et des
muqueuses (mastocytes) ainsi que sur des celluibtes circulantes (granulocytes
basophiles). Cette premiere étape est muette cémegnt, elle prépare I'organisme a réagir
de fagon immédiate lors d’'un second contact a&leigéne.

La réaction allergique proprement dite se prodlors du deuxiéme contact avec
I'allergene (ou d’un allergene de structure prodhes le cas des allergies croisées), elle est

subdivisée en deux réponses, une réponse immeeliatme autre retardée. La réponse



immédiate est caractérisée par I'apparition, dasspremieres minutes, de signes cliniques
dépendants du tissu cible (irritation tissulaimnfation d’'un cedéme, sécrétion de mucus ou
d’'une obstruction bronchique marquée par un spadmemuscle lisse bronchique). Le
pontage des IgE spécifiques membranaires prodoitesle la phase de sensibilisation active
les mastocytes et basophiles luminaux ou intrehéfpiux et entraine alors la libération du
continu de leurs granules intracellulaires, deséades vaso-actives ou cytokiniques et
chimiotactiques [MacGlashan, 2008]. Les médiatexaso-actifs (histamine, leucotriénes et
prostantigénelandines) augmentent la perméabil@élad barriere épithéliale, permettant
d’accroitre le passage des allergénes dans larsagseuse en induisant une vasodilatation.
Les agents chimioattractants sont a I'origine diruement plus tardif de certaines cellules
immunitaires. Le recrutement secondaire des lyropies et €osinophiles ainsi que les
basophiles définie la phase tardive de la réactibergique. Cette réponse se produit
quelques heures aprés I'exposition allergéniqus, @alules vont générer une cascade
inflammatoire, dont la durée est étroitement lida quantité d’'IgE produite lors de la phase
de sensibilisation ainsi qu’'a la clairance alleigéa, en libérant a leur tour des substances
cytotoxiques(Major Basic Protein (MBP), Eosinophil Cationic Bim (ECP), Eosinophil
Peroxydase (EPO)) [Gleich, 1990] qui vont aboutla aestruction du tissu environnant et
'endommagement de I'organe touché (destructiotadearriére épithéliale, inflammation de
la sous-muqueuse diminuant le diametre des vorganaés, perte de I'intégrité de la barriere
cutanée...). Cette réaction, suite a des expositi@pétées avec I'allergene, peut devenir de
plus en plus intense et destructive, et acquéricamactére chronique capable dans certains

cas de s’auto-entretenir.

La chronicité de cette réaction au niveau de 8orgtouché induit des anomalies
structurales et anatomiques suite aux tentativegpharation tissulaire (dépo6ts dans la matrice
extracellulaire, métaplasie des muqueuses, augtimntde la masse musculaire lisse,
remodelage vasculaire...) ce qui provoque un dysiomeement plus au moins prononcé de
I'organe atteint [Galli, 2008].

L’inflammation déclenchée par l'allergéne impligdes mécanismes immunitaires

cellulaires et moléculaires polymorphes. La plaeeés différents acteurs dans les phases de

cette réaction sera mise en revue dans les payesit&as.
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Figure 1: Reégulation de la réaction inflammatoire alletgiqau niveau d’un épithelia. 1.
capture allergénique, 2. Présentation de I'alleegéinpolarisation de la réponse immune, 3.
Réponse humorale, 4. Réaction immédiate, 5. Rmoert de lymphocyte Th2, 6. Réaction
tardive meédiée entre autres par les éosinophilesddui 1.].

La cellule dendritique : Du début a la fin de la réction allergique

La capture allergénique

La cellule dendritique (DC), en tant que celluleegentatrice d’antigene (APC)
professionnelle, a un rdle pivot dans linitiatides réactions d’hypersensibilité et est a la
base du développement de la réponse adaptativdigpé Véritables sentinelles intervenant
dans les processus d'immunosurveillance au niveauinterfaces de I'organisme. Les DC
sous leur forme immature sont caractérisées par haot pouvoir de capture et
d’internalisation. Elles colonisent les épithéliums revétement [Steinman, 1973], pour y
capturer les antigenes comme il a été montré aeaniwde la lumiére intestinale [Chirdo,

2005], au niveau trachéal [Bimczok, 2006] et égaletrau niveau pulmonaire avec BE
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integrine a2p7" [Sung, 2006]. Elles sont capables de projetersl@lendrites a travers les
jonctions des cellules épithéliales et ainsi captues antigénes présents a la surface
[Bimczok, 2006]. Les DC expriment des protéinegaetion serrées (ZO-1 et Occludines),
et permettent donc le maintien de l'intégrité debdariere épithéliale (Figure 2). En outre,
certains allergenes (pollen de Cupressaceae, asarfdternaria) possédant une activité
protéasique forte, sont capables de digérer legipas de jonction, ainsi augmentant la
perméabilité de I'épithélium et potentialisant liminoréactivité de ces allergénes [Runswick,
2007].

Enzymatically active

Allergen is sampled by DCs | l
a !:'Igr'!l'l

directly or by gaining access Plus accompanying
to DCs through cleavage O agonists

of tight junctions o o

Epthalial -
cell | - 4y, PAR TLR

| 3 3

'\.

-
i-‘:
5

. | i \ Hoyh
- '.| I [NF&JH

‘|
| 2 f ." -. I' i . ” / ‘
V' E-cadherin -/ = =

= - Rt =
[mmature DC 58 O y TSLF‘. GM-C5F, IL—Iu, | (e P
%)‘%ﬂ" ATP, TNF, 16,1125, | g oo

IL-33, ostecpontin

Enhanced migration of DCs | Recruitment of innate
to lymph nodes and activation immune and T.2 cells
of T2 cells to the airways

Figure 2: Les cellules dendritiques au contact de la &reides
voies respiratoires en formant des extensions dengss entre les
cellules épithéliales [Hammad, 2008].

Les DC expriment a leur surface tout un panelé&epteurs (PRR) reconnaissant des
motifs commun a de nombreux pathogenes (PAMP),réespteurs de l'immunité innée
peuvent étre aussi bien cytoplasmiques que inttdaiees et sont divisés en plusieurs
familles : les récepteurs d’épuration ou « scavemgeeptors » (SR)les récepteurs aux
lectines de type-C (CLR), les récepteurs NOD-likes RNA hélicases et les récepteurs Toll
(TLR) (Figure3 et Tableau 1). Le réle des PRR dans l'allergmmencent a étre de plus en

plus exploré.

12



TLRs CLRs

i 3 M
Triacyl Diacyl LPS a:‘[nRans
lipopeptides lipopeptides Flagellin Mannans C}
TLRS {
TLR6 TLRZ
TLR1 TLR2Z —— 3
- Beta-1,3-glucans, i
Cell dectin-1 -\._: Mannans
membrane f i d Dectin-2
3 F
e
L -

Cytoplasm NLRs
NLRP3 inflammasome
Cytoki B) LRR :
Pl s el _ 1'""5 ‘_ NLRP3 ln }E—FACHT Pg CARD
cytokines interferons 1 Peptidoglycan . 5;3 Caspase-1
@& DNA, RNA R e
- t Candida ) ” ) ;-:;‘-*3
F__‘_‘—- ‘ﬁ!’ A\, —
o / = \ : NLRC4 inflammasome
— ) ) —— LRR  NACHT ¢arp
MDAS RIG-1 neres )Y iy Caspasel
Long dsRNA Short dsRNA Flagellin ;
| =
RIG-1 helicases ”) )- -

AIM2 inflammasome
HIN Pyrin
Al — Caspase-1
dsDNA T ASC 'Ja:;-f-.?
C
- J
-_—

Endosome

TLR7-8
ssRNA

Figure 3 : Représentation schématique de la structure stptecipales voies de
signalisation des membres de la famille des PRRegN&011].

Il est connu que l'interaction entre les hydratesarbone et les récepteurs de lectines
de type C génére une réponse Th2 [van Liempt, 20D&]qui soutient un rble des glucides
complexes dans les réponses allergiques. Plusylaétement, il a été rapporté quefle
glucane présent dans le glycoallergene d'arachide FA 1 active les DC dérivées de
monocytes et induit la production de cytokines Ti#le DC-SIGN. Conformément au role
de certains récepteurs de cette famille dans lanreissance des allergenes, notamment Der
p 2 et le pollen de graminées qui lient et activenDC-SIGN et L-SIGN respectivement
[Nathan, 2009], ainsi que Der p 1 par le mannosepteur (MR) [Deslee, 2002]. Il a été
montré que Der p 1 pouvait se lier aux protéinesuwitactant SP-A et D et les dégrader via

son activité protéasique, augmentant ainsi songgifecité [Deb, 2007].
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According to PRR Class.*

Table 1. Overview of Pattern-Recognition Receptors (PRRs) and Their Respective Pathogen-Associated Molecular Pattern (PAMP) Ligands,

Recognized PAMP
TLRs
TLR2-1
Triacyl lipopeptides
TLR2-2
Peptidoglycan
Lipoarabinomannan
Phospholipomannan
Glycosylphosphatidylinositol
TLRZ-6
Diacyl lipopeptides
Lipoteichoic acid
Zymaosan

TLR3
ssRMNA virus
dsRNA virus
TLR4
Lipopolysaccharide
Fungal mannans
Envelope proteins
TLRS
Flagellin
TLR7 and TLR8
ssRNA viruses
TLR9
dsDNA viruses
CpG motifs
CLRs
Mannose receptor
Fungal mannans
Dectin-1
Beta-1,3-glucans
Dectin-2-FcRy
Mannans
MINCLE-FcRy
Mannans
Mycobacterial cord factor
Mannose-binding lectin
Repetitive oligosaccharides
NLRs
NOD1
Muramyl tripeptide peptidoglycans
NOD2
Muramyl dipeptide peptidoglycans
NLRP1
Anthrax toxin
NLRP3
Peptidoglycans
Bacterial toxins
NLRC4
Flagellin
AlM2
dsDNA

RIG-1 helicase receptors
RIG-I
Short dsRNA

5" Triphosphate ssRNA

MDAS
Long dsRNA

Microorganism in Which PAMP Is Found

Bacteria

Bacteria
Mycobacteria
Candida
Trypanosoma

Mycoplasma
Streptococcus
Saccharomyces

West Mile virus
Reovirus

Gram-negative bacteria
Candida

Respiratory syncytial virus

Flagellated bacteria

Influenza virus, vesicular stomatitis virus

Herpes simplex virus
Bacterial and fungal DNA
Candida
Fungi
Candida hyphae

Candida
Mycobacteria

Bacteria and fungi

Gram-negative bacteria
Gram-positive bacteria
Bacillus anthracis

Bacteria
Listeria, staphylococcus

Shigella, salmonella, legionella

Francisella tularensis

Paramyxoviruses, orthomyxoviruses, rhabdoviruses,

flaviviruses

Paramyxoviruses, orthomyxoviruses, rhabdoviruses,

flaviviruses

Picornaviruses, reoviruses, flaviviruses

Signaling Molecule

MyDss-TIRAP
MyD38-TIRAP

MyD3s-TIRAP

TRIF

MyD&8-TIRAP, TRIF-TRAM

MyD&8

MyD88
MyD88

Unknown
SYK-CARDS, RAF1

SYK-CARD9
SYK

Soluble receptor

RIP2Z

RIP2

ASC-—caspase-1

ASC-NAIPS, caspase-1

ASC—caspase-1

P51

IPS1

Tableau 1: Les récepteurs de I'immunité innée (PRR) etddigands (PAMP) [Netea,

2011].
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Les macrophages alvéolaires et DC sont capabldierdés granules d'amidon de
pollen avec des récepteurs lectinique de type Cri€2000]. Duaret al. ont démontré que
le récepteur Nod2 induit une réponse Th2 dans udetacsouris de tolérance allergénique
[Duan, 2010] Les TLR sont la famille des PRR la plus étudiée damsflimmation
allergique. Des études épidémiologiques ont fait @une corrélation inverse entre le niveau
élevé des produits bactériens comme le LPS, ligan@iLR4, dans I'environnement au cours
de la prime enfance et le développement des alerdraun-Fahrlander, 2002] [Gehring,
2002] [Riedler, 2001]. Le CpG, ligand du TLR9, aseéa un allergéne délivré par voie intra
trachéale ou seul en injection intrapéritonéaldibi@ clairement le développement de
l'inflammation allergique expérimentale et ce atésules doses [Kline, 1998] [Santeliz,
2002]. La molécule AVE7279, antagoniste du TLRQ, es essai clinique phase 1 pour le
traitement de l'asthme et de la rhinite allergiqGearing, 2007]. Les récepteurs TLR2 et
TLR4 sont tantdt décrits pro [Redecke, 2004] [Eisath, 2002] [Hammad, 2009] tantdt anti
allergiques [Page, 2009] [Hollingsworth, 2006]. étfibarthet al. ont mis en lumiere cette
complexité, en démontrant que I'impact du TLR4 I§nflammation allergique est dépendant
de la dose de LPS [Eisenbarth, 2002]. Plus pré@séna co-exposition a l'antigene OVA et
de fortes concentrations de LPS (100 mg) induit niépense immunitaire Thl, tandis que de
faibles concentrations de LPS (100 ng) ménent aréimense Th2. Bien que ces études aient
fourni une explication plausible pour les effetstradictoires observés dans les études
épidémiologiques, ils n'ont pas expliqgué commerg gtimulation par le méme récepteur
pourrait entrainer deux conséquences distinctesiaeau biologique. Pour résoudre ce
probleme, Taret al ont évalué la réponse allergique chez des sohnsériques exprimant
le TLR4 dans des compartiments différents [Tan,020ls montrent qu'une forte dose de
LPS aboutit toujours a une réponse Thl, chez desssexprimant le TLR4 que dans le
compartiment stromal. Etonnamment, ils ont constiaig des niveaux faibles de LPS, chez
ces souris ne montre ni une réponse Thl ni Th2e@t, lorsque des souris aillant le
TLR4 dans les deux compartiments, stromal et hémoddtique, ont été exposés a de faibles
concentrations de LPS, elles montrent une répoh@ Te qui suggere qu'une fois qu'un
seuil de stimulation du TLR4 est atteint dans lenpartiment stromal, les réponses Th2
s'ensuivent. Les auteurs proposent que la capaegécellules stromales (probablement les
cellules épithéliales) a conduire des réponseseeh2iue a la production de la cytokine Th2
TSLP par les cellules épithéliales, elles méme lagpde promouvoir des DC qui expriment
Jagged-1 mais pas le Delta-4, tous deux liganddaleh, ce dernier induisant une réponse

Thl. Un autre groupe [Hammad, 2009] a montré qué&LR4 stromal est suffisant pour
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entrainer une réponse Th2 lorsque les souris antegposées aux extraits d’acariens
contenant de faibles niveaux de LPS, suggérantpuésence d'un ligand endogéne. Les
études biochimiques de Gruberal et cristallographique de Derewenelaal montrent des
homologies structurales entre I'allergéne Der pt M®-2, une molécule requise pour la
reconnaissance du LPS par le TLR4 [Gruber, 2004}¢@enda, 2002]. Aussi il a été décrit,
pour la premiére fois, une activation directe dTitR par un allergene dans le cas de la blatte
et du TLR2 [Page, 2008]. L’environnement, infecieiotamment, a une fonction importante
dans la sensibilisation a I'allergene comme suggéaréBoaseret al. [Boasen, 2005] et Lam
et al.[Lam, 2008] suite aux difficultés qu’ils ont euyrdnduire un asthme expérimental chez
des souris TLR2, TLR4, TLR9 et MyD88 déficientespuris qui présentaient un défaut de

maturation des DC et donc un défaut de réponsexpdsition allergénique.

D’autres mécanismes interviennent dans cette aaptotigénique hormis les récepteurs
de l'immunité innée. Le BRI (recepteur de forte affinité pour I'lgE) est ihoué dans
I'endocytose médiée par les cellules de Langerti@esger, 2000]. L'implication des DC
dérivées de monocytes reste discutée [van den Hel8@8] [Buentke, 2000] [Kraft, 2001].
Les FgRI et FoRII sont impliqués dans l'internalisation de partes opsonisées par les DC
du sang circulant [Fanger, 1996]. Dans tous lesusision lymphoides, les DC sont dans un
état immature, un état qui leur confére une spéat@n dans l'internalisation de l'antigéne.
L’absorption de cet allergene peut se faire pampknendocytose du matériel antigénique
impliquant des puits recouverts de clathrine. Ocoes par macropinocytose constitutive qui
implique l'actine du cytosquelette et entrainaegleutissement de grandes quantités de
fluides et solutés [de Baey, 2000]. La macropinosgtest le mécanisme dominant impliqué
dans l'absorption de protéines recombinantes, Beet/Phl p, allergénes de pollen par les
cellules de Langerhans, qui peut étre inhibé parytachalasine D et I'amiloride [Noirey,
2000]. Enfin, la phagocytose, permet d’endocytes f[marticules antigéniques, comme
démontré sur des cellules de Langerhans immatwexs des billes de latex et des bactéries,

ainsi que des cellules apoptotiques [Bancheredi)]20
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La maturation et la migration des DC

Les antigénes qui sont capturés par l'un de cesamsnes s'accumulent dans le
compartiment d'endocytose, ou ils sont chargésdssr molécules de HLA de classe Il
nouvellement synthétisées [Rodriguez, 1999]. Dansompartiment d'endocytose, I'antigéne
est clivé en petits peptides immunogenes par degres de la famille des cathepsines, le pH

du compartiment semble étre un élément importacette étape.

Figure 4 : Localisation des molécules du CMH de classelbrs
le stade de développement des DCs. Des BMDCs inmesafa),
en cours de maturation (b) et matures (c), oniné&euées par
immunofluorescence pour les molécules du CMH Itjvet DC-
LAMP (rouge), et sont visualisées par microscopmafacale
[Mellman, 1998].

Les DC migrent vers les ganglions lymphatiquesn@nt pour stimuler les cellules T
naives grace aux récepteurs de chimiokines. AesiDC immatures expriment le CCR6,
et sont attirés dans les sites ou CCL20 est prodwsavoir par les kératinocytes, cellules
endothéliales et I'épithélium recouvrant les amiggldes plaques de Peyer et I'épithélium
pulmonaire [Cook, 2000] [Dieu-Nosjean, 2000]. Umésfl’'antigéne internalisé, les DC
commencent leur processus de maturation, caract@as la perte d’expression des
molécules d’internalisation de l'antigene et le GBCRUiS entament une spécialisation
dans la présentation de I'antigene avec un gaifiadgenal de molécules adéquates, le
HLA-DR et les molécules de costimulation (CD80, ®D8), ainsi que le récepteur
chimiokinique CCR7 qui leur permettra de quittenkroit de la rencontre avec I'antigene
et se diriger vers la zone T des ganglions dragnantréponse aux chimiokines CCL19 et
CCL21, pour présenter l'antigene aux Lc T naifsinetuire une réponse adaptative

spécifique (figure 5).
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Figure 6: Migration des cellules dendritique des épithgkas les ganglions drainants
[Vermaelen, 2005].

La présentation antigénique

Les DC matures interagissent avec les celluleaiVess dans les ganglions a plusieurs
reprises, elles engagent et désengagent le camact I'antigéne porté par les DC via
I'interaction avec des molécules adhérences tgllesDC-SIGN et CD54, des molécules
d'adhésion intercellulaire et le CD11a/CD18 [Geijteck, 2000] [Gunzer, 2000].
L'interaction entre les molécules de costimulataes cellules T naives en association
avec les rafts lipidiques constitue une synapse unaifogique trés complexe, qui
déclenche la machinerie de transduction du sigivailfing, 1998] [Anderson, 2000]. Au
niveau de la synape immunologique, on retrouvesitpzaux de stimulation permis par
des kinases qui phosphoryleront les motifs ITAM dégions intra-cytoplasmique des
chaines du CD3 associees au TCR. Des signaux denatzion, indispensable a une
activation totale du lymphocyte, qui sont induitr ganteraction entre le cluster de
différenciation CD28 présent a la surface du lyngyte T-CD4 et le récepteur B7 présent

a la surface de la cellule présentatrice d’antigaimesi que l'interaction entre le ligand du
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récepteur CD40 (CD40-ligand) présent a la surfagelysnphocyte et le cluster de
différenciation CD40 présent a la surface de ldukeprésentatrice d’antigene. En effet,
Les co-signaux permettent de franchir un seuiltd/ation nécessaire a la différenciation
et a la prolifération du lymphocyte T [Vieira, 2Q0@insi qu'a la survie. Dans des
expériences de coculture T/DC, les interactionsngétent un arrét de la mort de cellules
T normalement observéax vivo Des signaux de survie peuvent étre déclenchédgsar
DC, ils mettent en jeu les molécules de CMH, LEAZD28, et une molécule encore non
identifiée, toutes réclamant l'intervention de kiesde la famille src, mais pas de la PI3K
[Feuillet, 2005].

' e
ool 0 FF  Pectde-MHG
St rinsm i

hpa !
bl
PAMPSTF s Ty T-prokirizing
\ tartor
HRE
J . _III? ] |’_-__
o

Figure 7 : Interaction entre la cellule dendritique etymphocyte T. Le schéma
reprend les trois types d’interaction nécessain@segpolarisation T efficace. Le
premier signal est apporté par la présentatioga@nigue via le CMHIl au TCR.
Le second signal provient des molécules de cosditioml CD80/CD86, régulées
par l'activation des PRR et exprimées a la surideda DC. Ces molécules
activent le CD28 lymphocytaire qui induit notamméakpression du CD40L
et permet la stimulation en retour de la celluladigique. Le troisieme signal
est constitué par des médiateurs polarisant sa@udle membranaires (IL12,
IFN-y ou ICAM-1 pour les Thl; IL4, IL13, ou OX40L poles Th2) apportés
essentiellement par la DC activée par les PRR [&atpsrg, 2003].
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Type de DC et la polarisation de la réponse T

Les DC déterminent la polarisation de la répons€Thl, Th2, Th1l7, Th22, Treg...)
(figure 8). Cette polarisation va dépendre toutbdid du type de DC impliquée qui se
distingue sur des bases phénotypiques, morpholegidonctionnelles, ontogénigues et/ou
anatomiques [Banchereau, 2000], le profil d’exgoessles molécules de costimulation, le
microenvironnement cytokinique et chimiokinique db@t la maniere dont I'antigéne est
présenté aux lymphocytes T (densité des complexesCHIH Il/peptides antigénique,
associations de rafts lipidiques) ainsi que la duhé contact et le ratio DC/T [Tanaka, 2000].
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possibly skin homeostasis

IL-22 and pathology

IL-17F - ) extraceflular bacteria

=12 22 > nqgc'-gg angse’s =] and fungi, autoimmune
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Figure 8: Polarisation de la réponse T par les DC. Cytekiproduites par chaque
population lymphocytaire et leur réle dans certaimaladies.

Les DC sont classées en deux sous-populationsnetidn de leur origine biologique
et de leur fonction, les DC myéloides (mDC) etD&3 plasmacytoides (pDC) (figure 9). Les
mDC sont subdivisées en migratoires et résidetgsgnigratoires correspondent au modele
classique des DC. Elles résident a I'état basap@iphérie. Suite a la phagocytose d’'une
particule antigénique et/ou a la réception de signde danger, elles migrent vers les

ganglions lymphoides secondaires via les vaissdéauphatiques. Elles arrivent a I'état
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mature dans les organes lymphoides ou elles peggdiantigene aux lymphocytes T naifs.

Ex : cellules de Langerhans, DC des muqueusesDixsésidentes sont dans les organes
lymphoides, ou elles se trouvent normalement atli@mature. Elles collectent et présentent
les antigenes du soi ou étrangers au sein mémerdares lymphoides. Ex : la plupart des
DC du thymus et de la rate. Il existe égalementesnflammatoires qui sont recrutées dans
les tissus suite a une inflammation ou une infectilles ne sont pas présentes a l'état de
repos. Elles seraient principalement issues deffi@rehciation des précurseurs myéloides a
savoir les monocytes du sang. Les pDC, se diffégahca partir de précurseurs

hématopoiétiques au niveau des organes lympho#dles, sont circulantes ou résidentes,
rondes et sans dendrites a I'état basal mais lesla#pent aprés activation. Ces cellules sont
essentiellement impliquées dans la réponse aratieviaprés stimulation par un antigene viral,

elles produisent de grandes quantités d’interfedenslasse | (IFM, IFNB) [Siegal, 1999].

Bone marrow Blood Steady-state spleen Inflamed or
infected spleen
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Figure 9 : Développement des sous-populations de DC. Issiges
précurseurs hématopoiétiques communs (CD34+), € dorigine
myéloide sortent de la moelle pour s’accumuler meau tissulaire. Les
pDC proviennent quant a elles de précurseurs lyiidgiso et son
essentiellement présentes au niveau circulant. @awieres peuvent
toutefois s’accumuler au niveau tissulaire en S$ibna inflammatoire
[Shortman, 2007].

Contrairement au mDC, les pDC ont de faibles dsdmade phagocytose et de

pinocytose [Grouard, 1997]. Cependant, il a été tndfoque ces cellules sont également

21



capables d'internaliser les antigénes puis de migees les ganglions pour effectuer une
présentation antigénique aux lymphocytes T naifsp@@nikov, 2007] [Soumelis, 2006].
Toutefois, contrairement aux mDC, ces cellules iseht une tolérance antigénique dans des
modeles animaux d’asthme allergique. La dépléties pDC induit une réponse Th2 au
niveau des voies aériennes, alors que le traresdieqtif des pDC empéche le développement
de l'asthme [Deheer, 2004]. Une explication posgitaur les propriétés tolérogénes des pDC
est leur capacité a produire de lI'indoleamine 2g@«hénase (IDO) qui inhibe la prolifération
des cellules T [Hayashi, 2004]. Une augmentationndmbre de DC myéloides dans la
muqueuse des voies respiratoires et dans le lavageho-alvéolaire a aussi été montrée
dans un modéle murin d'asthme, et cette augmenmtetib due a une production accrue de
progéniteurs issus de la moelle osseuse [vanRiji2]. Chez 'homme, le rble des pDC reste
moins clair, des pDC traitées a I'lL3 sont en e#fda fois capable d’induire une polarisation
des T vers un profil Th2 par une voie OX40-OX40lpelddante, mais elles sont également
capables d’inhiber cette différentiation Th2 pare uoroduction d’'IFN de type | en cas
d’infection virale [Ilto, 2004]. Dans le psoriasigss lésions cutanées sont tres tét infiltrées par
des pDC activées, en paralléle d’'une diminutiomdmbre de pDC circulantes dans le sang.
L’inhibition de la production d'IFN par les pDCe des anticorps anti-BDCA-2 limite le
développement des lésions de la peau dans un mddélgnogreffe, en fournissant une
preuve de causalité de la fonction des pDC damsdkdie [Nestle, 2005]. De méme, les
patients lupiques montrent une diminution de pDfutantes et I'accumulation des pDC
activées, produisant de I'lFN dans les tissus &féecomme la peau [Farkas, 2001]. Les pDC
activées via leur TLR deviennent résistantes aucaglorticoides, ce qui pourrait expliquer
I'efficacité limitée des agonistes des TLR dankupeis [Lepelletier, 2010] [Guiducci, 2010].
Par ailleurs, chez les patients atteints de detenatopique, le nombre de pDC cutanées est
fortement diminué. Certains travaux ont montré ghez ces patients les pDC expriment
fortement le récepteur de forte affinité pour legE,l et que son activation par
'immunoglobuline inhibe la production d’IFN de typ, et favorise I'apoptose de ces cellules
[Novak, 2004]. La muqueuse nasale et I'épithéliuronbhique de sujets asthmatiques
allergiques contiennent un nombre accru de DCtat liéasal par rapport aux sujets non
allergigues et ce nombre est encore augmenté egpssition a l'allergene [Moller, 1996]
[Jahnsen, 2001] [Holmberg, 1995]. Alors qu'aucuoceumulation de pDC n'est observée au
sein des bronches, des DC CDHLA-DR" s'accumulent dans la lamina propria au cours de
la rhinite allergique [Jahnsen, 2000] [Reider, 30G# des DC myéloides sont recrutées

depuis le sang périphérique [Upham, 2002]. Paeatieht aux pDC, il semble que les mDC
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puissent également induire une tolérance vis-aeds allergénes en fonction de leur
phénotype. Les pDC ne représentent en effet quive® faible proportion des cellules
dendritiques tissulaires au regard du réseau tetssed de mDC. Par ailleurs, les mDC
prélevent continuellement les allergénes exposés apithélia, et elles présentent ces
allergénes aux lymphocytes dans les ganglionst s@prenant gu’une partie seulement de la
population développe des réponses contre ces aatigeon infectieux. Il semble donc qu’en
situation normale, les mDC permettent la mise eceld’une tolérance. Expérimentalement,
I'exposition intranasale de souris a des protéin@sduit pas de réaction inflammatoire
[Ostroukhova, 2004]. En revanche, la sensibilisapoéalable des animaux a cette protéine,
par voie systémique avec un adjuvant, provoqueéaetion inflammatoire Th2 au niveau du
tractus respiratoire apres challenge allergénidugs. données expérimentales démontrent
gu’il existe deux mécanismes différents a l'origote la tolérance antigénique, avec un réle
central des cellules dendritiques. La stimulatiees dymphocytes T naifs par une DC
faiblement mature peut entrainer un défaut d’atibmalymphocytaire conduisant a un état
anergique [Sporri, 2005]. Dans certaines conditiaies stimulation, en particulier en
produisant certaines cytokines immunorégulatrieesme I'lL10 ou le TGH3, ou encore par

le biais de ligands type ICOSL, les mDC peuventadgant générer un type des lymphocytes
T régulateurs [Akbari, 2001] [Ostroukhova, 2004ksCcellules permettent I'établissement
d’'une tolérance spécifique a l'allergéne, transibigspar ailleurs a d’autres animaux par

transfert lymphocytaire.

Du fait du faible nombre de DC résidentes et ¢actes, I'étude de ces cellules a
longtemps été limitée. Les différentes populatiates DC sont présentes dans le sang
périphériqgue : précurseurs, DC immatures et maturegéloides et plasmacytoides
[MacDonald, 2002] Les DC présentes dans le sang @MH II*) ne représentent que 1%
des PBMC chez I'Homme. De plus, des PBMC misesuinre avec du GM-CSF génerent
une population de cellules ressemblant aux DC,utesyuggere la présence dans le sang de
précurseurs des DC. Les précurseurs COS#ulants et les monocytes pourraient étre ces
précurseurs. L’établissement de différents proexde génération de D@ vitro & partir de
ces précurseurs a permis de grandes avancéesadamspréhension de leurs fonctionnalités
et également I'exploitation de ces cellules commuil ahérapeutique dans différentes
affections inflammatoires chroniques, des maladigs-immunes au rejet d'allogreffe grace

a leur manipulation avec des agents biologiguepasmaceutiques (corticostéroides, IL-10,

23



vitamine D3, TGF-BIL-6, inhibiteurs de Calcineuringapamycine...) [Woltman, 2003]
[Adorini, 2004].

Les cellules CD34de moelle osseuse représentent les précurseustutegrimitifs des
DC. Chez 'Homme, ces cellules sont isolées arpdutisang périphérique ou du sang de
cordon ombilical. Chez la souris, ces précurseard secupérés directement dans la moelle
osseuse (fémurs), pour générer des BMDC (Bone-Materived DC). L'utilisation de
différents facteurs de croissance ou de cytokimemet de controler la différentiation de ces
précurseurs en DC myéloides ou plasmacytoides. Itt8LF ajouté en début de culture,
permet I'expansion des cellules CD34 vitro etin vivo [Maraskovsky, 1996] [Banchereau,
2000] [Brasel, 2000] [Brawand, 2002]. Le GM-CSFmet également leur prolifération, et
dirige leur différenciation vers la lignée myéloidm présence de GM-CSF et de ThiHes
précurseurs se différencient simultanément en leslldle Langerhans (LC) et en DC
interstitielles [Banchereau, 2000]. En effet, &U°our de culture, deux sous-populations sont
mises en évidence : des précurseurs de LC (CITI214) et des précurseurs de DC
interstitielles (CD1aCD14), qui deviendront matures a J14. Le rendementrést bon,
puisque 2.1 précurseurs peuvent aboutir & 56.00C (> 90% CMH If CD11d) a Ji4.
Différents protocoles ont été mis au point, avdtisation de TNFe pour potentialiser la
réponse proliférative due au GM-CSF, ou du Tg&peur favoriser la génération de DC de
type LC [Bartz, 2003]. D'autre part, la générataepDC murines est obtenue en cultivant
des précurseurs CD34ssus de moelle osseuse avec du Flt-3L seul pent@njours
[Brawand, 2002]. Pour obtenir des pDC humaines, plesurseurs CD34issus du sang
périphérique sont cultivés en présence de Flt-3deethrombopoiétine [Tan, 2000] [Blom,
2000]. Cependant, le rendement est faible (10 a @89%DC). L'utilisation de SCF et d'IL3
permet d'obtenir de meilleurs rendements.

Le modele le plus utilisé pour générer des DC &rpde monocytes est I'association GM-
CSF et d'IL-4 pendant 6 jours, les monocytes si&rdificient en DC myéloides immatures
[Sallusto,1994]. Les MDDC immatures ont un phénet@D11é CD4" HLA-DR"" CD14
et présentent une grande capacité de capturentigdiae grace a un large panel de PRR. La
stimulation des MDDC par des antigenes bactériensdes cytokines (TNB; IL-1[),
entraine une maturation irréversible de la DC. @dhts modéles de différenciation ont été
mis au point, a partir du GM-CSF. En présence deG3F et de TNFx, les monocytes se
différencient en LC [Banchereau, 2000]. La présaete&M-CSF et d'IL-15 dans le milieu de

culture de monocytes permet leur différenciationuele population de DC exprimant I'E-
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cadhérine, la Langérine et CCR6, mais ne préseptste granules de Birbeck comme les
LC [Mohamadzadeh, 2001]. Il est a noter que leatk@wcytes formant I'épiderme produisent
du GM-CSF et de I'lL-15, qui pourraient permettaegénération de L@ vivo. D'autres
modeles associent le GM-CSF avec I'lL-3 ou I'l&Nearactérisés comme étant proche des
DC plasmacytoide a cause de leur expression de (TLR7 et 3) et la sécrétion d’IFN-
[Mohty, 2003] [Mazouz, 2005]. D'autre part, les mmgphages générés en cultivant des
monocytes en présence de M-CSF (Macrophage Colomulating Factor) peuvent étre
déviés en DC en présence de GM-CSF et d'lL-4 [Bameetu, 2000] ou de TNF [Chomarat,
2003]. Enfin, I'L-10 et I'lL-6 limitent la diffémeciation des monocytes en DC, mais
favorisent la génération de macrophages [Allavetr®#98] [Chomarat, 2000]In vivo, la
sécrétion d'IL-6 par les cellules stromales (fibastes) ou de GM-CSF et d'IL-4 par les
mastocytes, pourrait contréler la différenciatia@s enonocytes. Des différences notables sont
observées dans la littérature en terme de phénetyge production cytokinique ainsi que la
polarisation immune déclenchée, cela pouvant siguet par les différentes méthodes de
maturation utilisées ainsi que les concentraticess abcktails cytokiniques aussi bien lors de
la différenciation que la maturation. La différemtédn de monocytes en DC a été obsemée
Vivo, soit aprés activation dans les tissus périphésget migration vers les ganglions
[Randolph, 1999], soit lors de la migration trardkahéliale de monocytes [Randolph, 1998],
ou encore sous l'effet de molécules comme le @iNFa PGE ou l'anaphylatoxine C5a
[Soruri, 2003]. Les DC obtenues ont des caracigues fonctionnelles et phénotypiques
communes a celles des DC. Cet outl a permis nowmrhnmde caractérisé des
dysfonctionnements de DC chez les sujets allergigb&ectivement, des MDDC issues de
sujets allergiques expriment davantage de moléalue€MH de classe Il, associées a une
plus grande capacité de stimulation des celluleslldgéniques [Deslee, 2002]. De plus,
Hammadet al. ont mis en évidence que l'exposition de DC isgleesujets allergiques a
l'allergene Der p 1 entraine une libération préféede d'IL-10 et une augmentation de la
molécule CD86. Cultivées avec des lymphocytes Dlagties, ces MDDC induisent une
production importante de cytokines Th2, comme 4|Let une forte prolifération des
lymphocytes T totaux. A I'opposé, les MDDC issuessdjets sains produisent de I'lL-12 et
induisent une différenciation vers un profil Thle plus, les MDDC de sujets allergiques aux
acariens présentent une plus grande capacité dereaje Der p 1 en raison de I'expression

plus importante du récepteur au mannose [Deslé2]20
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Apres son arrivée dans les organes lymphoides daires, la DC mature est rapidement
entourée de Lc T qui forment des rosettes autosieggensions cytoplasmiques de la DC. La
zone de contact étroit établie entre DC et Lc Tapgtelée synapse immunologique [Friedl,
2005]. Comme décrit précédemment, la formationeattecstructure implique la participation
des molécules d'adhérence et des constituants thsqoelette des deux partenaires.
D'importants mouvements de molécules de surfac®upges au sein de rafts lipidiques sur
les DC et les Lc T qui vont faciliter et surtoutlstiser l'interaction CMH/peptide-TCR
[Cochran, 2001]. Le TCR induit un premier signalndoisant a des maodifications du
cytosquelette et a la redistribution des autres T7€R la zone de contact. Ce premier signal
induit I'expression et/ou la relocalisation de CDifand, qui par liaison au CD40 a la surface
de la DC, va entrainer I'expression des moléculesabktimulation de la famille B7, B7.1
(CD80) et B7.2 (CD86) [Caux, 1994]. Ces moléculgeragissent avec le CD28 et le CTLA-
4 exprimés sur les Lc T.

Figure 10: Morphologie de l'interaction entre une DC mateireles Lc
T. Image de microscopie électronique a balayagetnaanles Lc T en
contact avec une DC mature (orange), cocultivésusuréseau de
collagéne [Friedl, 2005].

Elles ont d’abord été décrites comme impliquéassda différenciation Thl et Th2
par la liaison du CD28 respectivement au CD80 €286 [Kuchroo, 1995]. Il a été suggéré
gu’une forte production d’IL-12, I'expression de 8Det CD70 favorisent la différenciation
vers un profil Thl [lwamoto, 2005], alors qu’unésdrfaible production d’lL-12, I'expression
majoritaire de CD86 et d’OX40L oriente le lymphoewers un profil de type Th2 [Chen,
2006] [Delespesse, 1999]. Hammeidal. ont montré que chez les sujets non allergiques le
CD80 était associé a une réponse Thl alors qu®& @ une réponse Th2 chez les sujets
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allergigues [Hammad, 2001]. MacPheteal ont trouvé des résultats différents en montrant
gue ces molécules n'étaient pas associées a uih madiculier [MacPhee, 2001]. En effet,
différent travaux ont montré que le CD80 et CD8@tsadispensables au développement
d’'une réponse Thih vitro [Balbo, 2001] [Broeren, 2000] @t vivo [Mark, 2000]. La liaison

de ces molécules au CTLA-4 pourrait intervenir diimbibition des Lc T activés [Vasu,
2003], cependant Mukherjee &. al. ont montré que cette liaison joue un role activatu

Lc T chez la souris [Mukherjee, 2002]. L'activatides cellules T par les DC chargées en

antigéne est tres rapidevivo 2 jours en moyenne apres leur injection [Lambre20®0].

Les DC sont capables d’induire aussi une toléramcaine anergie. En effet, des
études ont montré que linteraction ICOS/ICOS-ldgoue un rdle important dans la
génération de T régulateurs [Witsch, 2002] et démsdéveloppement d’'une réponse
régulatrice entrainant une réduction de I'hypetiéaé bronchigue chez la souris [Akbari,
2002]. Cette molécule a été également associeepratdih Th2, en effet, ICOS peut activer
des facteurs de transcription de type Th2 [Simp26m0]. Un autre mécanisme de tolérance a
été récemment décrit, il s’agit des DC productridese enzyme, I'IDO (Indoleamine-2,3-
dioxygenase), impliquée dans le catabolisme dutdpjpane, un acide aminé essentiel. Ce
catabolisme génere des processus de régulati@ardpdnse immune, avec un effet sur les Lc
T décrit par Leeet al en 2002, la dégradation du tryptophane induit&adu cycle cellulaire
et méne vers I'apoptose des cellules T (figure B@J.ailleurs, les métabolites générés par le
catabolisme du tryptophane ont une activité propagi@ue in vitro. La DC productrice
d’'IDO agit également sur les DC ID@ vivo et supprime leur capacité de présentation
antigénique. Certains auteurs, dont Fallarino ed32@nt démontrén vivo que des T reg
induient par une voie dépendante du CTLA4 des DiGegpriment I'IDO. Dans un modele
souris d’asthme expérimental, I''DO inhibe les pagtres de I'inflammation allergique, et ce
via le TLR9 [Hayashi, 2004]. Cette enzyme est spriexée dans la dermatite atopique, sous
l'influence de I'lFNy [Ito, 2004].
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Figure 10 : Mécanismes de suppression immune médiées p#D.I'Les DC

productrices d’'IDO peuvent supprimer directementfdaction des cellules T
effectrices, et trasnformer les DC environnantesingtuisant I'expression de
I'enzyme. Par ailleurs, il a été suggéré que les IDO" puissent induire la
production de cytokines immunosuppressive par leacrophages et les
lymphocytes B [Mellor, 2004].

La balance Th1/Th2

Les DC pulmonaires sont directement la cause deemsibilisation aux allergénes
inhalés. L'administration intra-trachéale de DC loiges chargées avec de I'ovalbumine
(OVA) a des souris naives induit une sensibilisgtannduit a une vigoureuse réponse Th2 et
a une inflammation pulmonaire lors d'une réexpasiti I'allergéne [Lambrecht, 2000] [Sung,
2001]. Ces DC chargées a I'OVA sont également ¢apaltinduire un phénotype asthmatique
complet lorsqu'elles sont injectées en intra-trath@ des souris préalablement sensibilisées
et cela en absence de réexposition a I'antigepewstent également exacerber les symptéomes
allergiques chez des souris déja sensibilisées fhtn 2002]. Des expériences de déplétion
ont mis en évidence le réle essentiel des DC dapsocessus allergique. Ainsi, une déplétion
systémigue des DC myéloides pendant la phase gpasiton a l'allergéne abroge tous les
signes caractéristiques de l'asthme et ceci s'guagme d'une diminution des cytokines Th2
effectrices [Lambrecht, 1998], méme quand le prueesnflammatoire est engagé. Une
déplétion sélective cette fois des DC pulmonairB4 " élimine l'inflammation pulmonaire
et diminue la génération de cellules Th2 effectriteambrecht, 2005]. Les DC pulmonaires

de souris exposées a I'OVA présentent un phénotgtere indiquant que les interactions
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avec les cellules T pourraient avoir lieu au saif doies respiratoires. Il a été observé que les
DC pulmonaires forment des clusters avec des eslldl activées dans la muqueuse
pulmonaire conduisant a l'activation des DC [HuB0Z]. De plus, une sous-population a
durée de vie longue a été mise en évidence danpol@sions de souris présentant une
inflammation pulmonaire et cette population posséae capacité de présentation d'antigene
aux cellules Th2 [Julia, 2002]. Les DC pulmonaipesduisent des chimiokines qui attirent
sélectivement des lymphocytes Th2 CCRI4ans les poumons, il semble vraisemblable que
les DC puissent interagir localement avc ces adlylLambrecht, 2005]. Cependant la
mugueuse pulmonaire n'est pas le seul site d'ottenaentre DC et cellules T. L'exposition a
un allergéne accroit la migration des DC pulmomaivers les ganglions médiastinaux
drainants. L'ensemble de ces résultats a été oonhfsur des cellules humaines dans un
modele de souris SCID (severe combined immunoeasiici’humanisée”. Ainsi, les MDDC
de patients allergiques stimulées par l'allergéae D1 et injectées dans la trachée de souris
SCID, migrent préférentiellement vers les ganglior&liastinaux pour y induire une réponse
de type Th2, accompagnée d'une réponse IgE et delogpement d'une réponse
inflammatoire pulmonaire [Hammad, 2002]. Une faspblarisation de la réponse T induite
au niveau ganglionnaire, il est probable que ldkiles dendritiques remigrent vers le site
d’exposition antigénique pour permettre de restanukt d’entretenir I'activité des
lymphocytes Th2 et la pérennisation de l'inflammoatill a en effet été démontré dans un
modele d’asthme murin qu'apres sensibilisation alleargene, les DC matures stimulent les
lymphocytes T au niveau des poumons [van Rijt, 2086 qui démontre I'importance d’'une
restimulation locale dans I'établissement d'uneordge inflammatoire forte. L’induction
d’'une réponse lymphocytaire de type Th2 est aureeti développement des réactions
d’hypersensibilité allergique. Ces lymphocytes pettent la production des IgE spécifiques,
médiant la réaction d’hypersensibilité immédiat&auire par, ils génerent au niveau du tissus
cible les infiltrats inflammatoires polymorphes aetérisant la réaction retardée.vitro, la
stimulation de cellules mononucléées isolées airpdrt sang de donneurs allergiques
provoque la production massive de cytokines de Tye: les interleukines -3 -4 -5 -9 et -13.
La synthése de ces cytokines est inhibée par lekiogs de type Thl: I'lFN-et I'lL12 et
vice-versa, les voies Thl et Th2 étant antagonistiéss s'inhibent réciproquement d’ou le
terme balance Th1/Th2. Les cytokines Th2 ont plusains des rdles spécifiques.

L'IL-4 est impligué dans la polarisation de laoége humorale. Il permet avec I'lL-13
I'activation de la commutation de classe, et stendbnc la synthése des IgG1 et IgE, alors
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gu’il inhibe la synthése des IgG2a, 1gG2b, Ig&3IlgM. Cette interleukine permet
d’augmenter I'expression du CMH de classe Il parlle B, ce qui favorise la présentation
antigénique en présence de faibles doses antiggniilL4 agit également comme un signal
activateur proinflammatoire sur les granulocytes,aetive par exemple les mastocytes
cutanés, favorisant leur sécrétion d’IL5 [Babin@)4]. Certains travaux suggerent enfin que
I'lL4 ait une action profibrotique, car elle actida production de collagene sur des
fibroblastes hépatiques [Aoudjehane, 2008] et dangines formes de fibroses pulmonaires
[Wallace, 1999]. Le récepteur de I'lL4 active pdmopphorylation les protéines adaptatrices
Stat6 [Andrews, 2002], ce qui induit I'expressianfdcteur de transcription Gata3 au sein des
Lc T. Ce facteur a en role essentiel dans la sation des T CD4vers un profil Th2 en
contrdlant les genes de certaines cytokines [Na@p@1]. Chez 'homme Gata3 permet ainsi
de réprimer la transcription du géne de I'liFNalors qu’il active au contraire celui de I'lL-4
[Kaminuma, 2004]. L'expression de Gata3 n’est tfmisepas limitée aux T CD4 on le
retrouve également dans les cellules NKT [Kim, 300és NK [Vosshenrich, 2006] et
certains épithélia [Kouros-Mehr, 2006]. Enfin, oppose a la voie Stats6/Gata3 I'activation
par I'lL-12 de la voie Stat4, qui induit la prodiget du facteur de transcription Tbet et permet
une polarisation Thl. Cette voie de différentiafidrl est & de nombreux niveaux antagoniste
de la voie Th2. Ainsi, Gata3 va par exemple réprilagroduction de Stat4, et Tbet inhibe la
liaison de Gata3 au niveau des promoteurs de smesgeibles [Hwang, 2005]. Des
polymorphismes génétiques affectant le promoteugé&he de I'lL-4 et de son récepteur ont
été décrits depuis de nombreuses années. Daninserts ce polymorphisme amplifie la
transduction du signal en aval du récepteur, amecauigmentation en intensité et en durée de
la stimulation produite par I'lL-4. Une telle paiarité génétique favorise donc clairement

les réponses Th2 et prédisposent aux allergies/{ghusd atopiques).

L'IL-3 est un facteur de croissance impliqué daté/eloppement de nombreux
précurseurs hématopoiétiques. Toutefois, il proeogpécifiquement la prolifération des
mastocytes et favorise leur synthese d’histaminé.-13, mis a part son rble dans la
commutation de classe des immunoglobulines, agiesumacrophages tissulaires en inhibant
la production de cytokines pro-inflammatoires dpetylL-12, IL-8 et IL-6, mais inhibe
également I'lL-10. L’'IL-13 agit également au sitdlammatoire sur les cellules tissulaires,
par exemple sur I'épithélium bronchique, en fawemisla sécrétion de mucus par les cellules
caliciformes et en potentialisant I'hyperréactivitgonchique par une action sur les cellules
musculaires lisses péribronchiques [Eum, 2005].
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L’IL-5 permet de stimuler I'éosinophilopoiesegginérer un stock d’éosinophiles qui
seront ensuite recrutés au site inflammatoire.eCeterleukine est également un facteur de
croissance mastocytaire, et il favorise chez laisda prolifération des lymphocytes B pré-
activés. Les souris IL-5 KO [Saito, 2002] ont ménte rble critique de la génération des
eosinophiles par cette cytokine, et son impactesdéveloppement de modeles pathologiques
allergiques. L'IL-5 semble également impliqué ddascumulation des éosinophiles vers le
site inflammatoire aprés stimulation allergéniqgudafsumoto, 2003]. Elle facilite ce
recrutement en modulant I'expression de protéinéadhésion et de récepteurs

chimiokiniques a la surface des éosinophiles [Kexl|2002].

L'IL-9 est induite par des pneumallergénes surciglfules mononuclées [Sun, 2007]
et les éosinophiles [Fujisawa, 2008] de patierdesgitjues, ce qui explique les taux élevés de
cette cytokine dans les LBA apres challenge alldmge [Erpenbeck, 2003]. Des souris
transgéniques surexprimant I'lL-9 développent égpelet une fibrose pulmonaire sous-
épithéliale caractéristiqgue du remodelage asthmetige qui abouti a l'altération de leur
fonction respiratoire [van den Brule, 2007], et melépendamment d’'un recrutement
eosinophilique. Par ailleurs, l'utilisation de mbee d’asthme expérimental chez la souris
montrent que I'lL-9 favorise la prolifération degépurseurs éosinophiliques au niveau de la
moelle osseuse, pourtant la neutralisation de ogtdeukine a I'aide d’'un anticorps n’inhibe
pas le développement de l'inflammation éosinophéifSitkauskiene, 2005]. Enfin, les souris
IL-9 KO présentent un défaut de développementiddmmation intestinale dans un modele
de réaction allergique alimentaire [Forbes, 208Rjts que son expression par les entérocytes
prédispose a contrario a la sensibilisation alleiqgée orale, et favorise le recrutement de

mastocytes vers les tissus.

Les lymphocytes Th17

Une nouvelle population de Lc T CD4+ a été récentnuentifiee. Ces cellules ont
été nommées Th-17 a cause de leur profil d’expyassiytokinique spécifique. Elles
produisent IL-17A et IL-17F mais aussi de IL-22;2L et IL-26 [Wilson, 2007] [Cheung,
2008] [Dong, 2008]. Elles expriment spécifiquemksst facteurs de transcriptions R@Ret
RORu [Ivanov, 2006] ; Sundrud and Rao, 2008 ; Liu, 20@9 non pas Tbhet ou Gata3, ce qui
contribue a la justification de la création d'urogpe lymphocytaire indépendant des autres.
Chez la souris, La différenciation des Th1l7 senbdleiite par apport de TGFE-et d’IL-6
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[lvanov, 2006] par contre I'absence de I'lL-6 bdscies cellules vers une differentiation de
cellule T régulatrice exprimant le FoxP3, une bedaentre les facteurs de transcriptions
ROR/FoxP3 a été alors proposée. Chez 'lhomme, @&seément moins clair, pour Acosta-
Rodriguez I'lL-13 et I'lL-6 sont les facteurs nécessaires a unetficiation Th17 [Acosta-
Rodriguez, 2007], le TGB-IL-21 selon Liu [Liu, 2009] et I'lL-23 pour VolpgAggarwal,
2003] [Volp, 2008]. Fonctionnellement, la sécrétiofL-17 conduit a I'activation de
différents types cellulaires, comme I'endothéliumseulaire, I'épithélium bronchique, les
kératinocytes ou encore les monocytes, conduisanta aproduction de cytokines
proinflammatoires. Il est toutefois intéressant mgter que de nombreux autres types
cellulaires sont producteurs d’IL-17, comme les iNKMichel, 2007], une production
dépendante d’un environnement inflammatoire [Mardieixeira, 2011]. L'axe IL-17/IL-23 a
été initialement décrit comme permettant la misgkace d’'une défense antibactérienne et
antifongique [Happel, 2005] [Hohl, 2006]. Par aille, certains motifs bactériens semblent
favoriser la différenciation Th17 par une activatgpécifique des cellules dendritiques [van
Beelen, 2007]. Cette interleukine induit 'accuntida des neutrophiles dans les tissus par un
mécanisme dépendant des chimiokines CXCL8 ou GRg-également le CCL20 [Hirota,
2007].

Le r6le des Th1l7 dans les pathologies a origing @st toutefois assez complexe.
Dans la réaction asthmatique chez 'homme, I'lLsgémble plutdt proinflammatoire. L'IL-17
est retrouvé dans les expectorations, les lavagasciho-alvéolaires et dans des biopsies
bronchiques de sujets asthmatiques allergiques€i@001] [Hashimoto, 2005] [Bullens,
2006] [Pene, 2008]. Des taux élevé d'IL-17 sontowiés dans des expectorations de
patients asthmatiques modérés et séveres commanaiit aux asthmatiques intermittents,
avec une corrélation avec la présence de neutesphtl I'IL-5 [Bullens, 2006]. L'IL-17 est
retrouvé surexprimé dans plusieurs pathologiesnéats dont 'origine est dépendante d’une
inflammation de type Thl (comme le psoriasis, dwypersensibilité de contact induite par
hapténes). Toutefois, dans des pathologies a piiédaoe Th2 comme la dermatite atopique
[Toda, 2003] I'lL-17 est principalement surexprirdéns la phase aigue de type clairement
Th2, mais pas dans la phase chronique a phénotygte mh1l/Th2. Chez la souris, les
données expérimentales démontrent un role plus lexnples réponses Th17. D’'une part, les
souris déficientes pour le récepteur a I'lL-17 préent un défaut de développement de la
réaction asthmatique, ce qui corrobore un rolectelur des Th17 dans I'asthme. A contrario,

la neutralisation de I'lL-17 dans la phase effegtrdu modéle d’asthme murin conduit & une
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augmentation de I'inflammation, et son administmatinhibe le recrutement des €osinophiles
et protége les animaux contre I'hyperréactiviténotoque [Schnyder-Candrian, 2006]. Ces
données conferent a I'lL-17 un réle protecteur kbesl’'exposition allergénique, et suggérent

une implication complexe des Th17 dans I'asthmergidjue.

Les lymphocytes Th22

Une nouvelle population de Lc T a été décrite emgius récente que les Thl7, les
Th22. Ces cellules produisent bien évidemment Itle2? mais aussi de I'lL-26 mais pas de
'IL-17, elles expriment le facteur de transcriptiddhR et les récepteurs chimiokiniques
CCR6 et CCR10 [Duhen, 2009] [Trifari, 2009]. Soneapteur est exprimé au niveau digestif,
cutané et pulmonaire, ce qui suggére un réle danmunité des muqueuses. Elles ont été
décrites dans les maladies cutanées notammentriaatie atopique [Nograles, 2009].Une
production dépendantes des DC de Langerhans etctien sur les cellules épithéliales
induisant un remodelage [Eyerich, 2009] [Fu;jita0g]. IL-22 est augmentée dans les sérums
et surnageant de CMN de sujets allergiques asthuoesti[Zhao, 2010] [Wong, 2009]. Chez la
souris, dans un modéle d’asthme expérimental inadui©OVA, la neutralisation de I'lL-22
augmente I'éosinophilie pulmonaire. Dans un secomdiele, le transfert de DC pulsées a
'OVA a des souris naives augmente I'éosinophtaedis que les DC préincubées avec I'lL-

22 abolissent cette réponse [Schnyder, 2010].

DC et induction de la tolérance

La tolérance est l'incapacité pour I'h6te de répem@ un antigéne spécifique. Elle peut
étre générée au niveau central et au niveau péidpiee Les mécanismes de la tolérance
périphérique incluent la mort des cellules T pasppse, anergie ou suppression active par
des cellules T régulatrice (Treg). La DC joue ule iédnportant dans la mise en ceuvre de la
tolérance et le type de mécanisme mis en jeu setddiplendre de son degré de maturation. En
effet, si aucune stimulation des DC n'a lieu enipbérie, elles demeurent immatures et
résident dans les tissus. Si une présentationigeaes, des molécules du soi par exemple, a
lieu dans ce contexte, I'absence de costimulabowluit & I'anergie des cellules T [Schwartz,
1989] [Adler, 1998] ou a leur mort par apoptoserf&u1997]. Plusieurs expériences réalisées
dans des modeles animaux ont montré que, mémerglitioa non inflammatoire, les DC

sont capables de migrer spontanément vers lesigagsglrainants et ce processus est facilité
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par I'expression du CCR7 [Matsuno, 1996] [Brand9919 Ces DC sont généralement
chargées avec des antigenes tissulaires, des awxtégpoptotiques ou des antigenes inhalés
ou ingérés inoffensifs [Huang, 2000]. Il existe dd#férences morphologiques et
phénotypiques entre les DC résidant dans les tesisues DC qui migrent en condition non
inflammatoire. En effet, ces derniéres présententartain degré de maturation puisqu'elles
ont une expression de molécules du CMH I, chargées des peptides antigéniques, et des
molécules de costimulation accrues en surface [R2680] [Brand, 1999]. En absence de
stimuli inflammatoires, ces DC ne produisent pak-t? ou d'autres cytokines pro-
inflammatoires et leur processus de maturation &arété a un stade intermédiaire, d’'ou le
nom de DC "semi-matures" [Turley, 2002]. Dans lesglions régionaux, des cellules T
naives pourraient rencontrer ces DC, recevoir gnasisuboptimal via un processus similaire
a celui décrit dans un systeme allogénique etfé&reincier en cellules Treg [Jonuleit, 2000].
L'IL-10 est I'un des signaux de maturation qui adhda la différenciation de DC
tolérogéniques possédant un phénotype semi-madteenprink, 1997]. Ces DC particulieres
pourraient donc étre responsables de |'établissedem état de tolérance via l'induction de
cellules T a activité régulatrice [Akbari, 2001]akKaguchiet al. ont mis en évidence
I'existence de populations T CD@D25 suppressives, des Treg dits naturelles, spéaalisé
dans l'inhibition de réponses inflammatoires cotgraon soi. Elles constituent 2 a5 % des T
CD4" circulants avec une trés longue durée de vie.éRiffts marqueurs ont été proposés
pour identifier spécifiquement ces Treg. Parmi eeiyde CD25, le GITR, le CTLA-4, le
CD103. Globalement, les mécanismes de suppressioresl populations régulatrices sont
plutdét indépendants de la production de cytokinegére, mais dépendante d’'un contact
cellulaire. Les Treg naturels semblent par aillecapables d’induiran vitro des Treg
adaptatif a partir de T helper conventionnels [Jahu2002] [Dieckmann, 2002]. La seconde
grande catégorie de Lc Treg est constituée parTteg dits adaptatifs. Ces cellules se
différencient lors de la maturation de T CD4dans des conditions particuliéres.
Vraisemblablement, le microenvironnement cytokieiggst nécessaire a leur différenciation
notamment le TG, mais aussi d’IL-10 par la DC, associés cette-¢oia une faible
stimulation par des molécules CD80-86/CD28. LegyTraturels peuvent contribuer a cette
différenciation par apport d’IL10 exogéne. Il a ééntré que la génération de ces cellules
peut-étre induitén vivo par administrations réguliéres de faibles dosesdrflokhova, 2004].
Le mode d'action de ces Treg adaptatifs sembledplobntact indépendant, et lié a la
production de cytokines suppressives comme I'llLefi® TGFB. Le facteur de transcription

Forkhead box3 (FoxP3) semblent associé au Tregffen) la mutation du géne FoxP3 en une
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protéine non fonctionnelle conduit & des syndrome&®immuns (souris scurfy, syndrome
IPEX-immunodysregulation, polyendocrinopathy antesspathy, X-linked-). Les individus
touchés par le syndrome IPEX présentent des talgE dparticulierement élevés et
développent la dermatite atopique [Wildin, 2002pudl'intérét des études sur les Treg
Foxp3 et les réactions allergiques. Foxp3 confére unection régulatrice a des T
conventionnels murins lorsque qu’il est introdudr pgénie moléculaire. Ce facteur de
transcription inhibe certains genes dont I'lL2, tatteur prolifératif. Au niveau d'un
promoteur, FOXP3 peux agir comme répresseur ovadetir transcriptionnel. Il a été suggére
qgue cette protéine puisse se fixer et potentialiggtiation transcriptionnelle des génes du
CD25, GITR, CTLA-4, mais qu'il inhibe I'expressiatu CD127, dont la corrélation négative
avec l'expression de FoxP3 a été mise en évidehee thomme et la souris [Hartigan-
O'Connor, 2007]. L'IL-10 et le TGB-ont été décrits depuis longtemps comme ayant des
propriétés suppressives. La régulation par séor@iti10 semble un mécanisme commun
aux Treg naturels et aux Treg adaptatifs antiggéeiques (appelés également Trl). L'IL-
10 a d’abord été décrite comme une cytokine spgmfnent Th2 [Fiorentino, 1989] car
inhibitrice de la sécrétion des cytokines Thl. dmble toutefois que cette cytokine,
effectivement produite dans un contexte Th2, air@la immunorégulateur plus général en
inhibant les réactions inflammatoires a plusieuxgaux. L'IL-10 inhibe la différenciation
des cellules dendritiques a partir des monocytesilaints [Allavena, 1997], elle inhibe la
production de cytokines par les mastocytes [Arat896], la survie et la fonction des
eosinophiles [Takanaski, 1994]. Chez la sourig, glésente une dualité fonctionnelle car elle
bloque d’'une part I'inflammation et la productioa dytokines Th2, ainsi que I'éosinophilie,
mais elle semble également potentialiser I'hypetiéidé bronchique [van Scott, 2000] dans
un modéle d’'asthme expérimental. Chez I'homme,lLprésente par ailleurs la capacité
d’inhiber les réponses de type Thl. Elle bloquefet la production d’IL-2, d’IFNy par les
lymphocytes Thl mais aussi d’IL-4 et d'IL-5 a partle lymphocytes de type Th2 en
interférant avec les voies de signalisation CD2&8CRIépendantes. L'IL-10 est en effet
capable d’agir directement sur la transductionaggHulaire du signal généré par le CD28
[Akdis, 2000], et de diminuer ces signaux de coslation. Globalement, I'lL-10, méme s'il
est effectivement produit par des lymphocytes ge fh2, a un rdle inhibiteur pléiotrope, et
est impliqué a de nombreux niveau dans I'antagomisi®s réponses inflammatoires. Des
modéles d’asthmes murins ont permis de montrer lgsiefreg induisent une production
importante d’IL-10 par les Th2, aboutissant a latraisation du modéle physiopathologique

[Kearley, 2005]. Par ailleurs, la suppression dpgee de I'lL-10 chez des souris n’induit pas
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de réactions d’autoimmunité type scurfy, mais famren revanche le développement de
réactions inflammatoires dans l'intestin ou lesmouns [Rubtsov, 2008], ce qui confirme le
réle de I'lL-10 dans la suppression des répons#anmatoires périphériques excessives,
dont les réactions d’hypersensibilité. Alors qud @&Ff3 semble avoir un role trés important
dans I'induction et la différenciation de Lc vens profil régulateur, son implication dans la
suppression spécifique des réponses immunes pdrdgsest quant a lui sujet a débat, en
fonction des modeles [Piccirillo, 2002]. Toutefgiisieurs travaux ont évoqué son réle dans
la suppressiofn vitro [Nakamura, 2001] mais égalementvivo dans un modele d’asthme
[Ostroukhova, 2004]. La spécificité des anticorpiisés dans ces travaux a fait objet d’'une
critigue. Second mécanisme de suppression, la aytite médiée par les Treg. Chez
’homme, on sait que les Treg peuvent tuer desulesll adjacentes par expression de
granzyme A et de perforine [Grossman, 2004]. Cleesduris, I'expression spécifique de
granzyme B par les Treg, ainsi que l'utilisationTdeg isolés a partir de souris déficientes en
granzyme B a permis de confirmer le role de ceatigyme dans la cytotoxicité induite par les
Treg sur les lymphocytes T effecteurs [Gondek, 20B6fin, un troisieme axe de régulation
par les Treg est envisageé via l'interaction avetagges voies métaboliques des Lc T
effecteurs. Il a récemment été montré que certaioas populations de Treg expriment deux
enzymes membranaires, le CD39 et le CD73, qui péented’hydrolyser I'ATP et de libérer
des quantités trés importantes d’'adénosine exindaied. Ce produit du catabolisme de
I'ATP active un récepteur spécifique, le réceptadtadénosine 2A, qui permet d’'une part
d’inhiber les fonctions effectrices des Lc T [DaaglR007], et d’autre part, maintient une
anergie et facilite la génération de Treg adaptatii favorisant la production de T@F-
[Zarek, 2008] par les cellules cibles. Par aillewertains modeles démontrent la possibilité

d’une induction de Treg FoxPIB10" par les glucocorticoides [Karagiannidis, 2004].

De nombreuses données suggérent I'implication deg, TD4CD25 FoxP3 dans la
résolution de l'asthme allergique [Leech, 2007] rgoa, 2008], avec rble apparemment
prédominant de I'lL-10 par rapport au T@EF-Au niveau pulmonaire, il a été démontré que
les Treg peuvenn vivo inhiber des modeles d’asthme murin, la déplétieriTceg naturels
par un anticorps anti CD25 augmente les infiltréssinophiliques, I'hyperréactivité
bronchique, et la production d’'IgE [Lewkowich, 2Q006hez le rat, le développemeéntvivo
de Treg adaptatifs spécifiques de l'allergéne, 8825 FoxP3CTLA", aprés challenge

allergénique a été démontré [Strickland, 2006].ZCles individus allergiques, il existe une
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augmentation de la fréquence des cellules T sémétd'IL-4 spécifiques de I'allergene et une
diminution de la fréquence des Treg secrétant [Hel0 en comparaison d'individus non
allergiques [Akdis, 2004]. De plus, les profils akinigues observés dans une cohorte
d'enfants allergiques et non allergigues montrefurgg augmentation des taux d'IL-4, IL-5,
IL-13 est associée avec l'allergie et que I'lL-ED associée avec un test cutané négatif
[Heaton, 2005]. Les Treg CD@D25 pourraient aussi supprimer la réponse allergigsi@yv
vis d'allergénes inhalés. Les cellules T CD@Sues de donneurs non allergiques, mais pas de
donneurs allergiques, suppriment la prolifératianlae sécrétion d'IL-5 par leurs propres
cellules T CDACD25 stimulées par l'allergéne [Ling, 2004]. Les celull CD25 issues de
sujets allergiques et non allergiques supprimeigsamment la prolifération cellulaire T et la
production de cytokines Th2 en réponse a l'allezgen dehors de la saison pollinique.
Cependant, lors de la période symptomatique, a'ete en haute saison pollinique, des
cellules T CD25 issues de donneurs allergiques, mais pas de setles, présentent un
défaut d'activité inhibitrice [Grindebacke, 2008jes souris immunisées avec HKL (Heat-
Killed Listeria monocytogengsont rendues résistantes au développement dynomse de
type Th2 et d'une HRB, ceci de maniére dépendaeteD@ CD&" [Hansen, 2000].
L'immunisation de souris a 'OVA avec l'adjuvant HEt le transfert adoptif des DC CB8
issues de ces souris a d'autres souris sensibilEsE®VA permet le développement de Treg.
Ces Treg adaptatifs sont particuliers puisqu'ils n capacité de sécréter de I'IlyN-
expriment le T-bet et ont besoin d'IL-12 sécrétée lps DC CD&". Ces caractéristiques
suggerent que ces cellules sont dérivées de cellthd, d'ou leur appellation : cellules T
régulatrices Thl-like ; cependant elles se disemguwes Thl par leur capacité a inhiber une
réponse Th2 et une HRB ainsi que par leur expneso-oxP3 [Stock, 2004]. L'implication
des Treg dans la résolution de pathologies cutar@ame la dermatite atopique est sujette a
controverse. Il semble exister une corrélationestgrdéveloppement de la pathologie et un
défaut de Treg CD€D25FoxP3 au niveau du derme [Verhagen, 2006]. Toujours d@ans
Dermatite atopique, une autre étude a démontrégr@mtation périphérique de cellules
CD25"FoxP3, exprimant par ailleurs fortement le CCR4&t CLA", impliqués dans
I'adressage spécifique cutané des Lc [Reefer, 20D&} observations ont été confirmées par
certaines études en immunohistochimie qui confitniangmentation de marqueurs de Treg
au niveau de biopsies cutanées de patients attntermatite atopique comparativement a
des patients sains [Caproni, 2007]. Les Treg sgateénent impliqués dans I'inhibition des

allergies alimentaires. L’exposition quotidienne ldemuqueuse intestinale a de nombreux
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allergénes alimentaires, ainsi que la présenceediflore commensale trés développée
justifient en effet la nécessité d'une répressiormune trés forte au niveau de cette
muqueuse. Concernant, par exemple, l'allergie iaddavache, des enfants qui ont perdu leur
sensibilité au lait ont une fréquence plus impdeate cellules CDLD25 et une diminution
de la réponse proliférative de leurs cellules maictées du sang périphérique enverg-la
lactoglobulinein vitro en comparaison d'enfants qui présentent une mdlaagive [Karlsson,
2004]. Certaines études démontrent que les Treipanh les allergies aux arachides [van
Wijk, 2007]. Par ailleurs, un défaut d’expressienTdsFf1 au niveau de l'intestin d’enfants

présentant des allergies alimentaires a été migeidance [Perez-Machado, 2003].
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Les chimiokines

Généralités

Les chimiokines sont des cytokines de faible pomdéculaire (entre 8 et 14
kDa). Elles sont impliqguées dans le trafic, d’'ourlaom (CHEMOtactic cytoKINES), et
I'activation cellulaire, aussi bien en condition yglologique que pathologique
(inflammation, organogenése, angiogenése, diffusiarastasique, polarisation de la
réponse immune...). Les chimiokines agissent viasled@cepteurs a sept domaines
transmembranaires couplés a la protéine G (GPCRIp@viks A, J Immunol, 2001].
Elles sont produites et majoritairement secrétéasepté CX3CL1 et CXCL16), sous
forme de pro-peptides, de fagon constitutive, naaissi par diverses voies d’'induction,
ainsi ces molécules prennent part aux meécanismegdgiatiques et également en
réponse a une inflammation. Actuellement, les oblinies comportent pres de 50
membres chez les mammiféres. Elles sont contropies de subtils systemes de
régulation malgré la complexité due a la pléioteopit la redondance généralement
circonscrite a la méme famille, puisque une chinmekpeut activer plusieurs récepteurs
différents et un récepteur peut lier differentesmibkines et pour en ajouter a cette

complexité un type cellulaire peut exprimer plussetécepteurs a la fois (figure 11).
Structure et classification

En dépit d’'une faible homologie de séquence, lEmiokines présentent une
structure tridimensionnelle hautement conservésurée par le pontage entre une ou
deux paires de résidus cystéine localisés dangsdem N-terminal. Sur cette base la
nouvelle classification des chimiokines est néel'am 2000 [Zlotnik, 2000]. Les 50
membres de cette famille, ont été classés en qgatmpes. Ainsi, on trouve les CX@)(
les CC B), les C ¢) et les CX3C{) chimiokines (figure 12).

Les CXC chimiokines ou CXC ligands (CXCL)

Ce groupe comporte 16 membres répartis dans deug-ggoupes selon la
présence ou non d'un motif ELR (Glutamine-LeucingiAine) adjacent aux CXC
définitoire. La majorité des génes CXCL se retrodaas un cluster sur le chromosome
4, a I'exception de CXCL12, CXCL14 et CXCL16 cogés le chromosome 10.
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Figure 11 : Chimiokines et récepteurs associés. Le diagramprésente la propriété de
redondance fonctionnelle de certaines chimiokineapables d'activer plusieurs
récepteurs. Par ailleurs, I'expression de ces téuep a la surface de différents types
leucocytaires est précisée [Mantovani, 2006].
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Figure 12 : Les quatre familles de chimiokines
classées selon leur structut@ynson, 2003].
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¢ Les CXC chimiokfhnELR+

Les chimiokines contenant le motif ELR sont au hoerde 8 : CXCL1, CXCL2,

CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8 et CXCL15. Ces iafiokines attirent
préférentiellement les polynucléaires neutrophilekes sont produites par différentes
cellules en réponse a des stimuli cytokiniquesipflammatoires (I'lL-1 et le TNF).
Le r6le de ces chimiokines est de promouvoir |'ailtre des neutrophiles aux cellules
épithéliales et la migration a travers I'endothé&liuCes chimiokines ont aussi un role
angiogénique puisqu’elles sont chimioattractantesirples cellules endothéliales
[Strieter, 1995]

¢ Les CXC chimiokinekR=

Ce sous-groupe est composé de CXCL4, CXCL9, CXCLCCL12, CXCL13,
CXCL14 et CXCL16. Ces chimiokines attirent préférelfement les Lc et les monocytes
avec une faible action sur les neutrophiles [Cdl®98] [Sleeman, 2000]. Et,
contrairement aux ELR-, elles ont des propriété§-angiogéniques [Gengrinovitch,
1995].

Les CC chimiokines ou CC

Ce groupe comporte 28 membres. Le locus de laapgigfe ces CC-chimiokines
se situe sur le chromosome 17, a I'exception de X®Gjui se trouve sur le chromosome
9, ainsi que CCL24 et CCL26 sur le chromosome & peemieres cibles de ces
chimiokines sont les cellules mononucléées. Cesiokines sont impliquées a la fois
dans les processus d’homéostasie et d’inflammatioes CC-chimiokines pro-
inflammatoires, impliquées dans lallergie, sonin@@lement inductibles, et celles
engagées dans I'homéostasie sont exprimées cadstiient. Les CC chimiokines
impliquées dans l'allergie comptent le CCL1, CCCXL7, CCL8, CCL11, CCL13, le
CCL17, le CCL22, le CCL24 et CCL26. CCL2, CCL7, &kt CCL13 attirent les
mastocytes et les basophiles, et sont capableudfsndine libération rapide d’histamine
[Luster, 1997]. Elles attirent également les Lc tTles monocytes, et participent a la
réaction inflammatoire chronique. CCL17 et CCL22amju a elles attirent les
macrophages, les cellules Natural Killer (NK) et lec Th2, via le CCR4 [Inngjerdingen,
2000]. Elles induisent également l'activation désyjpettes [Abi-Younes, 2001]. CCL11
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et CCL24 sont chimiotactique vis-a-vis des éositlephet les basophiles, via le CCR3
[Forssmann, 1997]. Les CC chimiokines impliguéessddhoméostasie sont le CCL19,
CCL20 et CCL21. CCL19 et CCL21 utilisent le CCR7upaittirer les Lc T naifs et
certains T mémoires ainsi que les cellules deogdis matures a travers les veinules
endothéliales vers les ganglions [Saeki, 1999] [vowdrian, 2003]. CCL20 permet
'adressage des Lc T et des DC immatures au nivdsl muqueuses intestinales
[zadpanah, 2001]. Les CC chimiokines impliquéessdardéveloppement sont CCL17 et
CCL25. Bien que CCL17 joue un role dans lallergadle est exprimée de facon
constitutive dans le thymus et donc joue un rolesdson développement [Imai, 1996].
CCL25 est chimiotactique pour les monocytes, ldhiles dendritiques spléniques et
thymiques et pourrait donc jouer un réle dans lettdppement des Lc T [Vicari, 1997]

Les C chimiokines ou CL

Cette famille comprend 2 membres, XCL1 et XCL2.LACest capable d’'induire
la chimiotaxie de Lc CD4et CD8, ainsi que des cellules NK [Zavala-Flores, 2069
ne présente pas de propriétés chimiotactique vis-des monocytes ou des neutrophiles
[Kelner, 1994]. En plus de sa fonction chimiotagégsur ces populations, XCL1 peut
induire un effet suppressif et cytotoxique contes tbmeurs ou des cellules T effectrices
[Huang, 2004]. XCL1 et son récepteur XCR1 sontlétent exprimés dans les Lc Treg
de patients asthmatiques allergiques, et cette soysession est corrélée a une
diminution de leur fonction régulatrice, qui petrieérétablie par administration de XCL1
[Nguyen, 2008].

Les CX3C chimiokines ou CX3CL

Le seul membre de cette famille est CX3CL1l. Ellessgde un domaine
transmembranaire et existe sous forme liée a labraam mais aussi sous forme soluble.
La forme soluble a une activité chimiotactique &isis des Lc T et des monocytes, la
forme membranaire, exprimée sur les cellules erdliaths activées et les cellules
épithéliales bronchiques, favorise I'adhésion ferdee ces leucocytes [Bazan, 1997].
Chez les patients allergiques, de fortes concemiatde CX3CL1 circulante sont
observées et son récepteur est surexprimé sucl&sdD4. De plus, aprés un challenge
allergénique, les niveaux de sécrétion augmentans de lavage bronchoalvéolaire

(LBA) et sont corrélés a la quantité totale deute§ dans ce lavage. Enfin, une forte
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expression de CX3CL1 membranaire est observéevaaunides cellules endothéliales et
épithéliales bronchiques [Rimaniol, 2003]. Des souléficiantes en CX3CR1 et des
souris de type sauvage traitées avec un anti-CX3@&juant montrent une réduction
des parametres de la réaction allergique pulmonéaisse de [I'hyperréactivité
bronchique, éosinophilie, sécrétion de mucus ebkiyes Th2) apres sensibilisation et
challenge allergénique. Le transfert de cellule Gi24souris sauvages dans les souris
déficientes CX3CR1 restaure les paramétres ddfestet 'administration d’'un anti-
CX3CR1-bloguant empéche l'inflammation chez les CR2 déficientes reconstituées

avec des cellules Th2 de souris sauvages [Mio20ét1].

La séquence consensus BBXB

Les chimiokines possédent une séquence partieudieec un enchainement de
résidus a caractéere basique, de type XBBXBX, owenEBBBXXBX ou B est un acide
aminé basique (I'arginine, I'histidine ou la lysjn€ette particularité structurelle revét
une grande importance dans les fonctions biologiqie ces protéines. Ce cluster est
notamment impliqgué dans la liaison aux glycosanlyaanes (GAG). Plusieurs
parametres primordiaux définissent la capacité €e séquences a fixer les GAG,
notamment le nombre de séquences BBXB, leur positamns la structure tertiaire de la
chimiokine, la topographie des acides aminés basigqgui peuvent notamment jouer sur
la spécificité de liaison a certains GAG [Hilemd®98]. Ainsi, la mutation en alanine
des résidus basiques de la séquence BBXB (44RKNR4ry CCL5 entraine une
réduction de sa capacité a fixer I'hnéparine, etiffda sélectivité vis-a-vis de différents
GAG [Proudfoot, 2001]. En outre, cette séquencénastiquée dans la fixation de CCL5
a l'un de ses récepteurs, le CCR1, mais ne senaklanpliqué dans celle au CCR5.

Régulation des chimiokines

Le clivage des chimiokines peut augmenter ou baissir activité, par exemple la
Cathepsine G augmente l'activité de CXCL5, la gasivee D et B agissent positivement
et négativement sur de nombreuses CXC et CC chingsfHasan, 2006]. Le clivage du
CCRS5 par le CD26 (DiPeptidylPeptidase V) le rendctif sur CCR1 et CCR3, mais son
activité est augmentée sur le CCR5, quant a 'TADAMdlle libére le CX3CL1 et
CXCL16 transmembranaire. Les effets du clivageateames chimokines par les Matrix
Metalloproteinases (MMP) sont énumérés dans lee&bl2 [Allen, 2007]. Les

glycosaminoglycanes (GAG) participent a la régolaties chimiokines en les protégeant
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de la dégradation et en augmentant le gradiemcld,lles GAG peuvent méme changer
la conformation des chimiokines et ainsi modifiewr activitéin vitro [Proudfoot, 2003].

Il existe de nombreux stimuli capables de moduepioduction de chimiokines. En
effet, en tant que médiateurs de l'immunité innéeaequise, les chimiokines sont
produites en réponse a lintrusion de pathogenéssiAdes cellules mononucléées du
sang périphérique stimulées par du LPS ou par t@atavaline A (lectine extraite de
Canavalia ensiformisaccroissent leur sécrétion de CXCL8. De mémeydauction de
CCL18 est fortement induite chez les PBMC par l@sipon aux enterotoxines

staphylococcales A et B [Schutyser, 2001].

Active Truncation
Chemokine MMPs product(s) Properties of truncation product(s)
CCL7/MCP-3 MMP-1 5-76 o Wild-type-like binding of CCR1/2/3 but loss of function
MMP-2 e Antagonist with respect to receptor binding and chemotaxis
MMP-3 o Attenuates CCL7-mediated inflammation and matrix
MMP-13 degradation in rodent models of inflammation
MMP-14
CCL2/MCP-1 MMP-1 5-76 o Partial loss of agonist activity
MMP-3 o Anti-inflammatory in rodent models of inflammation
CCL8/MCP-2 MMP-3 5-76 o Wild-type like binding of CCR2 but loss of function
e Antagonist with respect to receptor binding and chemotaxis
CCL13/MCP-+4 MMP-1 4-75 o Wild-type-like binding of CCR2/3 but loss of function
MMP-3 5-75 e Antagonist with respect to receptor binding and chemortaxis
8-75* o Anti-inflammatory in rodent models of inflammation
CXCLS/IL-8 MMP-9 677 o Increased activity, particularly through CXCR1
CXCLI12/SDF-1 | MMP-1 5-67 e Loss of binding of CXCL12 to CXCR4
MMP-2 (SDF-1x) e Loss of inhibition of CXCR4-mediated entry of HIV-1 into
CD4* cells
MMP-3 5-72 o Neuronal death and inflammation in HIV/AIDS dementia
models
MMP-9 (SDF-1p)
MMP-13
MMP-14

Tableau 2: Clivage de certaines chimiokines patacees MMP et sa
conséquence [Allen, 2007]
Certaines cytokines peuvent moduler la produatierchimiokines. Ainsi I'lL-B

et le TNFea sont des inducteurs de I'expression de nombrettsasokines, notamment
CCL2, CCL5, CCL11, CCL13, CCL20, et CXCL [Sabati@iQ03]. De plus, I'IFNy
potentialise fortement la production de CXCL9, CX©OLet CXCL11 [Sauty, 1999] mais
aussi de CCL5 [Wang, 1996] par les cellules épdhed avec le TNF et, a l'inverse,
inhibe la production de CXCL8 et CCL22. Les mécam@s moléculaires des effets
synergiques entre I'lFN-et le TNFe ne sont pas complétement élucidés. Par aillezss, |
cytokines Th2, comme [l'IL-4 et I'IL-13, induiseng Iproduction de CXCL8, CCL7,
CCL11, CCL13, et CCL20 par les cellules épithédalmonchiques [Komiya, 2003]
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[Reibman, 2003]. L'IL-4 augmente I'expression de LAC par les fibroblastes de la
mugueuse nasale [Nonaka, 2004], pulmonaires [Tera®9] et les cellules épithéliales
bronchiques [Yamamoto, 2004]. Ainsi, la productida chimiokines est étroitement

régulée au cours de la réaction par les cytokines.

D’autres facteurs importants intervenant danggulation des chimiokines sont
les glucocorticoides (GC). En effet, le traitemeées$ pathologies pulmonaires chroniques
par des GC conduit a une forte inhibition de llinéit cellulaire au sein du tissu
pulmonaire. Le mécanisme clé de ce mode d'actiomsiste en la suppression de
I'activation de genes proinflammatoires. De nombesu chimiokines possedent des
éléments de réponses aux GC (GRE) au niveau depleunoteur. Ainsi, GC sont
capables d’inhiber la production de CCL2, CCL5, @8C[Slavin, 1995] et CCL3
[Berkman, 1995] CCL11, CCL13 [Stellato, 199Th vitro, le budésonide inhibe la
production de CCL11 en accélérant la dégradatienAdRNm [Stellato, 1999]. De plus,
in vivo dans un modéle de souris sensibilisé a I'OVA, taitément avec la
dexaméthasone abolit la production de CCL11 [EuB@3p Cependant, les GC sont
capables de potentialiser I'effet d’autres stintellique les cytokines [Kodelja, 1998].

Récepteurs de chimiokines

Comme ne venons de le voir les chimiokines sorbjptpes, et s’organisent en
un réseau redondant de complexes ligands/récepfelinsstar des chimiokines, il existe
quatre sous-groupes de récepteurs divisés en CERBRCXCR et CX3CR par analogie

avec leur ligand.

Structure

Les récepteurs chimiokiniques sont des récepteauplés aux protéines G. Ce
sont des protéines globulaires composées de 7 segimensmembranaires en hélice
Ces hélicest sont des dipdles, du fait de I'orientation deskai hydrogéne. Leur surface
présente des résidus hydrophobes, induisant uesaation hydrophobe entre les hélices,
ce qui rend cet ensemble compact, se disposaaette. Ces hélices sont reliées par des
boucles, celles extérieures peuvent étre glycosydééeontiennent deux résidus cystéine
extrémement conservés qui forme un pont disulfusgabilise la structure du récepteur.
Ces récepteurs sont capables d’étre activés pariglesux d’origine exogene, tel que des

molécules odorantes/gustative, des phéromones, Gses. récepteurs sont capables
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eégalement de lier et d’étre activés par des pegptides lipides, des neurotransmetteurs,
des hormones, des nucléotides. Cette famille deptéars, se divise en 6 classes, selon
leur homologie de séquence et leur similarité fiamctelle, la classe A est celle qui nous
intéresse puisque elle renferme les chimiokinesatjit du plus grand groupe de GPCR,
il comprend 19 sous familles. Il comprend entrerealés récepteurs aux : Pigments

visuels, peptides, chimiokines, nucléotide etc.
Mécanisme d’activation et de transduction du signa

La fixation du ligand induit une modification da tonformation du récepteur,
provoquant la rupture de linteraction ionique &®ntre la 3iéme et la 6ieme hélice
[Ballesteros, 2001], amenant ainsi le récepteursdaa conformation active. Ce
changement de conformation se répercute sur leddsintracellulaires, leur permettant
d’interagir avec la protéine G hétérotrimériqueoag=e, et de I'activer. Il existe 2 classes
principales de protéines G hétérotrimériques, lamiére membranaire associée aux
GPCR, la seconde cytoplasmique. Ces protéines &dtéiériques sont composées de
sous unitésu, B et y. Les sous-unité$ et y sont étroitement liées et peuvent étre
considérées comme une seule unité fonctionnellecdmplexe hétérotrimérique se
présente dans un premier temps sous une formeviealeé a la guanosine di-phosphate
(GDP). Lorsque le ligand active le récepteur, énsnat un changement conformationnel,
ceci induit un relargage rapide de GDP de sondstéixation sur la sous unité Cette
GDP est immédiatement remplacée par une GTP (guends-phosphate). Ce qui
entraine une baisse d'affinité de la sous-uaipdur le complex@y, qui se dissocie. La
voie de signalisation induite par la sous unitéiffere en fonction de la protéine G
recrutée, la Gs induit de 'AMPc alors que la Gnliibe. Le complexely active la
phospholipase C et favorise un pic de calcium deftalaire et I'activation des protéines
Rac et Rho-A, impliquées dans la mobilisation diosguelette via la polymérisation de
I'actine et la réorganisation des microtubules [WB002] [Adachi, 2001]. Les kinases
mise en jeux déterminent le panel de fonctionsutatles qui vont en résulter. La GTP du
complexe sous-unit&-GTP subit une hydrolyse, du fait de I'activité GiBRjue de la
sous-unitéo, pour redonner une GDP. Le complex&DP se réassocie alors avec le
complexepy, et redevient inactif (figure 13). Les récepteatx chimiokines sont des
GPCR de classe A. Des étudesvitro ont montrées que l'administration de toxine
pertussique inhibe le recrutement de leucocyteslgmrchimiokines. Or cette toxine

empéche le relargage de GDP de la sous-undé type Gi, et bloque ainsi la protéine
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dans son état inactif, les Gi sont impliquées dartsansduction du signal en activant les
kinases de type phosphoinositide-3 (PI3K), ce quitragne la formation du
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3), liompé dans la migration cellulaire,
toutefois la migration de certains types cellulgirgotamment les Lc, n’est pas tout a fait
altéré dans des souris PI3PK KO [Hirsch, 2000], gce impligue d’autres voies
alternatives. De plus, des animaux KO pour la lkengnus 3, de la voie STAT,
démontrent I'implication de cette voie de signalma résultante d’'une activation du
CCRY9, CXCR4 [Soldevila, 2004] et CCR1, CCR2, CCBhdhrara, 2003]. La voie
STAT est la voie d’activation par les interleukirggs induit la transcription de genes de
réponse cellulaire prolongée, le fait est qu’elbit sécemment décrite aussi pour les
chimiokines les impliquent de plus en plus dansfdastions cellulaires plus complexes

et prolongées de la réponse immune gqu’une simpjeediese.

Liaison de la chimiokine au Rp (affinité diff. Selon ligand!

0
\

haterotrimengue Effectsur

Changement de conformation du Rp
(GDP — GTP = dissociation du complexe de

la prot.G) Canaun calciques
sansibles 2 1P,

Induction du signal

Figure 13: Activation d’'un GPCR et I'induction du relargade calcium.

Régulation des interactions chimiokine — récepteur

Les chimiokines, dont le potentiel isoélectrigph €st basique, interagissent avec
leurs récepteurs via les boucles extracellulairgamment la partie N-terminal qui
présente des résidus a caractere acide. Commd’'aomuss vu cette liaison va conduire a
la modification conformationnelle du récepteurretuire toute la cascade d’évenements

constituant la signalisation. Cependant, de nombré&cteurs peuvent influencer
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l'interaction entre la chimiokine et son réceptedl. peut s’agir de facteurs

environnementaux ou encore de propriétés inhéranteshimiokine.
Régulation par la présentation des chimiokinesusideécepteurs

La biodisponibilité des chimiokines est régulée s GAG qui tapissent la
surface des cellules endothéliales et des celigpebéliales. En effet, les chimiokines
sont capables de se lier aux GAG linéaires sultalégue I'héparine ou héparane sulfate.
Des lors, les GAG sont capables d'immobiliser legniokines a la surface cellulaire
aussi bienn vitro [Hoogewerf, 1997] qun vivo [Middleton, 1997]. Cette interaction est
connue pour faciliter la rétention des chimiokiada surface des cellules et de permettre
ainsi I'augmenter la concentration locale. Ce cortggnent modifie la présentation du
ligand & son récepteur (figure 14). De plus, lesGAont capables de favoriser
I'oligomérisation des chimiokines [Lau, 2004]. Effeg¢ certaines chimiokines sont
capables de s’'assembler en dimeres ou encore egonmres. Bien qui vitro
I'oligomérisation ne semble pas étre un prérequis&ivation du récepteur, il a été
montré que des mutants monomériques de MCP-1, MIRtl RANTES étaient
incapables de recruter des leucocytesivo [Proudfoot, 2003], soulignant de ce fait le
caractére essentiel de ce comportement. Il exgateent des processus pathogéniques
qui impliquent l'interaction entre une chimiokineumne molécule tierce. En effet, le virus
de la variole secréte une protéine de 35 kDa, vQfl, interagit avec plusieurs

chimiokines et les empéche de se lier a leurs téaep[Smith, 1997].

Leukocyte 6. réponse cellulaire appropriée

Chemokine

receptor | - DRY motif 5. Transduction du signal

Asp residue

4. Activation du récepteur via la GPCR

3. Interaction chimiokine/récepteur (motifs ELR en
N-ter)

2. Interaction GAG/chimiokine (feuillet§ en C-
term)

1. Expression des GAG au niveau I'endothéliale

Endothelial cell

Figure 14 : Interaction GAG/chimiokine/GPCR.
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Régulation par inhibition compétitive

Afin de réguler la signalisation induite par ldsingiokines, il est possible de
mobiliser le récepteur avec un ligand d’affinit¢péreure a la chimiokine n’induisant pas
la signalisation : un antagoniste. Par exempleaihedogues de la substance P (SPA) sont
capables d’inhibein vivo la mobilisation de Calcium dépendante de CXCR2dest
bloquer I'angiogénese induite spécifiguement palCkCL8 [Guha, 2005]. Plusieurs
autres molécules ont été développées dans un énatpkutique, et permettent d’éteindre
le signal de récepteurs spécifiques. Ainsi, quadgtiaydroxypiperidines ont montré leur
capacité a réguler I'activité de CCL3 et CCL5 dablocage de CCRif vitro. En effet,
I'administration de ces composés inhibe I'acidifica extracellulaire et la mobilisation
de calcium et d’'inhiber la migration de PBMC indugar CCL3et CCL5 [Hesselgesser,
1998]. Il existe également des organismes patheg@apables de synthétiser des
antagonistes des chimiokines. Par exemple, le deubherpes-8 associé au sarcome de
Kaposi encode 3 molécules de structure proche desiakines humaines. Ces trois
chimiokines (viral macrophage inflammatory protewMip-I, -1l vMip-Il, et Il vMip-

[ll) ont une action antagoniste sur plusieurs rémas alors gu’elles en activent d’autres
[Boshoff, 1997] [Stine, 2000]. Les chimiokines peunt fixer plusieurs récepteurs, et
inversement ce qui complique la régulation. Ceaés® sophistique encore avec les jeux
agoniste/antagoniste. En effet, en plus de leuaatdp a activer divers récepteurs,
certaines chimiokines ont des propriétés antagesigour leurs homologues [Loetscher,
2001]. Ainsi, des ligands du CXCRS3, tels que CXCLOXCL10 et CXCL11,
préférentiellement exprimés par les cellules Thk@® avérées étre des antagonistes du
CCRS3 [Loetscher, 2001], caractéristique des caldle2. En méme temps, le CCL11,
agoniste du CCR3, est un antagoniste du CCR2 [@gil2001]. Ces différents
croisements agonistes/antagonistes, permettrar@ntrégulation subtile et extrémement

sensible des mécanismes mis en place lors derVariéon des cellules immunitaire.
Régulation par modification post-traductionnelle

Les chimiokines subissent une série de modifioatjmost-traductionnelles qui ont
de nombreux effets sur le comportement futur de mesé€ines. Elles peuvent étre
activatrices, inhibitrices ou encore potentiali$effet des chimiokines. Ainsi, CCL5
devient mature aprés un clivage de la méthionineNderminal. En effet, le CCL5

produit parE.Coli, qui est completement replié mais qui conserverésidu N-terminal,
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perd son activité chimiotactique et de mobilisatdun calcium sur les cellules THP-1
[Proudfoot, 1996]. Plus encore, ce CCL5 est ungamste du CCL5 mature et de CCL3
[Struyf, 1998]. Cependant, CCL5 clivé garde sa cd@aa lier et activer le CCR5, et
méme avec une affinité plus forte que son homolagteet. La conversion de l'acide
glutamiqgue N-terminal en glutamine altére les pigips inflammatoires de CCL8 [Van
Coillie, 1998]. En revanche, XCL1 recombinant priochar E.Coli (non glycosylé) est
moins actif que son correspondant produit par é#ales d’insecte S2 (O-glycosylé) au
regard de tests de mobilisation de calcium, de ichaxie et de prolifération de cellules
T [Dong, 2005]. L'une des modifications la plus coome est la formation de ponts
disulfures entre deux cystéines. La création spgmfde ces ponts permet le repliement
correct de la molécule dans sa conformation act#esi le CCL18 produit dans un
systeme eucaryote (CHO) dans notre laboratoireeptés2 ponts disulfures entre les
cystéines Cys10-Cys34, et Cys11-Cys50, alors quEQGe18 produit parkE.Coli ne
posséde que le pont entre les cystéines Cys11-ClyeSQ@ests en chimiotaxie sur des Lc
T naifs et les basophiles, ainsi que les testss@ihiinolibération, ont montré que la
concentration d’activité maximale de CCL18 progusit la CHO est de 14, contre 10

"M pour le CCL18 produit paE.Coli. La réduction du pont Cys10-Cys34 dans la
CCL18-CHO entraine la diminution de son activitélbgique, & des niveaux équivalents
de ceux observés pour la CCLE8Zoli [Thése Benjamin Legendre, 2009].

Régulation par désensibilisation du récepteur

Le phénomene de désensibilisation intervient apcéisation du récepteur par la
chimiokine. Il y a phosphorylation du domaine catpterminal du récepteur par des
GRK (G protein — coupled Receptor Kinase) et regnént de lap-arrestine
cytoplasmique au niveau du récepteur avec en phlralh découplage de la protéine G. Il
s’en suit la formation de puits recouverts de clathet endocytose du récepteur qui sera
soit recyclé a la membrane plasmique soit dégradé laeur orientation vers les
compartiments lysosomiaux (figure 15). Le but derdgulation par désensibilisation,
dans le cas d’'un homologue, est la limitationaleeldondance fonctionnelle, et dans le
cas d’'un ligand hétérologue, d’'une répression desvantagonistes.
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(a) Couplage {b) Desensibilisation - (o) Internalisation des
riceptours - protéines G découplage des protéines G récuptours

Agoniste

Dynamine

Signalisation I

Recycilage

Endosome

Dégradation

Figure 15: Mécanisme de désensibilisation d'un GPCR.

Activité chimiotactique : La diapédese

La diapédese est le mécanisme par lequel les Igiesodu torrent circulatoire
s'insinuent entre les cellules endothéliales erormrgép a des signaux inflammatoires
(figure 16). Cette transmigration implique une sédiévénements faisant intervenir
différents acteurs. La premiére étape est le roaidmes leucocytes sont ralentis a la
surface endothéliale préactivée (Fragments bantgrieytokines pro-inflammatoires,
histamine, thrombine...), grace aux E et P sélectigess interagissent avec les L
sélectines [Crisi, 1996], la délétion de ces ge&taas un modelm vivo inhibe la réponse
Th2 [Lukacs, 2002]. Cette adhésion est de failfiaitd, elle favorise le contact entre les
récepteurs chimiokiniques leucocytaires et les alkimes piégés dans les GAG,
conduisant a des phases successives d’attachetramtiétachement des leucocytes a la
surface des cellules endothéliales, ce phénomenaoesmé « rolling ». Durant cette
phase la vitesse est peu rapide et favorise leacbdes chimiokines avec leur récepteur
ce qui donne lieu a la seconde phase, dite d’dmivala liaison au récepteur active la
protéine G, le pic de calcium intracellulaire cofgrl’export des intégrines dont le LFA-

1 a la surface. Ces intégrines se lient aux moéédcdladhésions endothéliales, dont le
VCAM1 et 'ICAM1 [Keane, 1998]. Cette interactiorstede forte affinité constitue la
troisieme phase, dite d’adhésion ferme. La dernpdvase, la diapédése, consiste en la

mobilisation du cytosquelette avec émission de geodes et motricité cellulaire.
51



Durant cette phase des protéases sont produitesdpprer les protéines de jonctions

cellulaires endothéliales et la matrice extracaihel permettant le passage leucocytaire au

sein du tissu [Gunn, 1998].
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Figure 16 : Etapes de la migration leucocytaire transendiaileé Le schéma permet de
souligner la complexité des interactions molécakaientre la cellule ciblée par la
chimiokine et I'endothélium vasculaire. Cette iatgdion est dépendante de sélectines
lors de la phase de roulement, puis des intégérstir de la phase d’adhésion ferme.

Activités Extrachimiotactiques

Récemment, plusieurs équipes se sont intéressgesctvités qui impliquent les
chimiokines autre que la migration, allant du maimtde la survie a des capacités de
différenciation et polarisation cellulaire. L'égeiple Graham a démonirévitro un effet
inhibiteur de la prolifération de cellules souchésnatopoiétique par le CCL3 [Graham,
1990]. 10 ans apres, Stellagd al. ont décrit pour la premiere fois I'expression d’un
récepteur chimiokinique fonctionnel sur des cefulie structures, le CCR3 a la surface
des cellules épithéliales bronchiques et intedéeaans pour autant s’aventurer dans une
description de fonctionnalité [Stellato, 2001]. Aaéme moment Brauet a.lon constaté

que CCL2 inhibait la production de I'lL-12 par dB&C stimulées avec des agents
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bactériens [Braun, 2000]. De facon intéressanteckesiiokines semblent agir sur la
différenciation des leucocytes. L'étude de Marslatwhcerne les DC et le CCL19, une
chimiokine exprimée constitutivement dans les oegadymphoide et qui attire les LcT
naifs et les DC matures via le CCR7 pour les mettreontact. lls ont montié@ vitro
que le CCL19 induisait la maturation de DC de d®esouris en augmentant I'expression
des molécules de costimulation et la productiorcytekines pro Thl de type IL-12 et
TNF-a [Marsland, 2005]. Cette fonctionnalité a été conéein vivo avec des souris
plt/plt déficientes en CCL19 et ne produisant gasCCL21 au niveau des ganglions
lymphatiques. lls ont également montré que CCLt8ita I'endocytose et avait un role,
avec le CCL21, anti apoptotique sur les DC matukessi il a été démontré un rble des
chimiokines dans la finalisation de la maturatidnaesurvie de DC ayant capturé un
antigene. Au méme moment Cappedoal. on décrit la méme chose avec le CCL16 et
des DC humaines différenciéesvitro, a savoir une action sur la maturation des DC avec
augmentation de I'expression de molécules de cafdiion et du CCR7 et une action
favorisant un profil Thl avec une baisse d’IL-1@ppello, 2006]. Ainsi, CCL16 semble
agir dans la maturation précoce des DC au niveau éhithélia [Pannellini, 2004]
[Chand, 2007], une maturation finalisée par CCeLZCL21 au niveau ganglionnaire.
Cet effet extrachimiotactique des chimokines nknsiée pas qu’aux DC, puisque Karpus
et al. ont démontré un effet du CCL2 et CCL3 sur la pséion lymphocytaire T en
présence d’APC, générant un profil Th2 ou Thl aeffstace qu'un apport d’'IL-4 ou
IFN- y exogénes [Karpus, 1997]. Cette étude a été coéddiim vivo par Guet al,
qguelques années plus tard, avec des souris CCL2[®@ 2000]. Ces données
démontrent un réle important des chimiokines dangponse immunitaire, en dehors de
'effet purement migratoire avec un recrutement l@talisation différentielle des
différentes cellules et sous populations leucoos$aiCet apport sur la fonctionnalité des
chimiokines devrait étre corroboré par des études ppprofondies, notamment en

situation pathologique.

Chimiokines en pathologie allergique

L'intérét s’est bien sur porté sur les chimiasrde type Th2 et leurs récepteurs,
et plus particulierement leurs implications dangphase tardive de la réaction allergique
qui nécessite un recrutement cellulaire. Le plusliétest CCR3 et ses ligands. En effet,
ce récepteur de chimiokines est exprimé sur diftSracteurs cellulaires de la réaction
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allergiqgue en particulier sur les éosinophilessdmhiles, mastocytes et Lc Th2. Une
surexpression de ses ligands dans I'environneméntgmaire a également été retrouvée
(Lavage broncho alvéolaire, cellules épithélialesnbhiques, muqueuses bronchiques,
cellules musculaires lisses, expectorations...) apiaienge allergénique [Sekiya, 2000]
[Sekiya, 2002] [Lezcano-Meza, 2003]. Des études plousséesx vivoetin vivo, dans
des souris CCR3 KO et des modeles de xénogreffes des peaux de patients
allergigues ont confirmé son réle dans le trafis desinophiles et dans leur localisation
tissulaire lors d’une réaction allergique [Humbl2802] [Senechal, 2002]. Un deuxieme
recepteur qui sembe impliqué est le CCR4, forteragptimé sur les Lc Th2 entre autres.
Les étudesin vivo sur des souris CCR4 KO sensibilisées a I'OVA nat spas
convaincantes quant a I'implication de ce réceptdans la réaction allergique, ni au
niveau production cytokinique, infiltrat cellulaileu HRB qui ne sont pas modifiés
[Chvatchko, 2000]. En revanche, ses ligands CCLH1Z@L.22 sont surexprimés dans
certaines pathologies allergiques [Goebeler, 2Q08irhta, 2003] et la neutralisation de
CCL22 entraine une diminution du nombre d’éosin@shét de T CD%4et une inhibition
de 'HRB [Gonzalo, 1999]. La cinétique d’intervanmt de ces récepteurs de chimiokines
semble déterminante dans la réaction allergique@uodire, comme I'a démontré Lyold,
ainsi le CCR3 via le CCL11 semble étre impliqué sdém recrutement précoce des
cellules Th2 a partir du 4éme jour, tandis que@®R@ via le CCL22 serait plus impliqué
dans le recrutement tardif au dela du 7 éme joer.(CR8 est également exprimé
préférentiellement sur les cellules Th2, et lagisdcCCR8 KO dans un modéle d’asthme
expérimental présentent un défaut de productioncgeskines Th2 et de recrutement
d’éosinophilie au niveau pulmonaire [Chensue, 20@dpendant cette étude est tres
controversée par d’autres équipes qui démontreatl'gbsence du CCR8 ne présente
aucun effet sur I'inflammation allergique [Chun@®03] et que des anticorps bloquant le
CCRS8 n’ont pas d’effet sur la réaction allergiqamsl un modéle animal d’asthme [Goya,
2003]. Le CCL1, ligand du CCRS8, est augmenté aeanu pulmonaire au cours des
challenges allergéniques et son inhibition dimiduafiltrat d’éosinophiles [Bishop,
2003]. L’'expression de cette chimiokine est tresquée dans les maladies allergiques
cutanées, notamment dans la dematite atopiqueuseesécrétion dépendante des DC et
cellules endothéliales [Hieshima, 1997]. A coté&dle prédominant de la famille CCL et
CCR dans les maladies allergiques, la famille C)X@X{CR avec le CXCL9 et CXCL10
et leur récepteur CXCR3; un récepteur spécifigae dc Thl, peut évoquer une

implication dans la résolution de la réaction gligue avec un recrutement de cellules
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capables de produire des cytokines inhibitriced’idBammation Th2. Cependant, les
souris le CXCL10 montrent un effet exacerbateur edbff, 2002]. La contre balance
Th1/Th2 semble beaucoup plus complexe. Le CCRAGR&sont également exprimés
sur les Lc T régulateurs [lellen, 2001] qui papamnt a la résolution de la réaction
inflammatoire et une théorie récente suggere geapiession d’un méme récepteur par
des cellules effectrices et régulatrices perméttrae contre régulation de la réaction

inflammatoire au sein d’'un méme tissu [Bromley, &00
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Notre Chimiokine d’'intérét : CCL18

Généralités

CCL18 a été découvert en 1997 par plusieurs eguigieselon des modalités
différentes, ce qui lui a valu plusieurs dénomimadi avant la mise en place en 2000 de la
nomenclature systématique. Elle a donc été nomm@&CRPulmonary and Activation
Regulated Chemokine) par I'équipe de Hieshehal dont la séquence a été isolée par
homologie avec la sequence nucléotidique de CCLB, exprimait de maniere
constitutive dans le poumon foetal humain [Hieshid@97]. Ademaet al, quant a eux,
'ont cloné a partir d'une banque de donnée d’ADiNsue de cellules dendritiques
dérivées de monocytes, ce qui lui a valu le nonD@eCK1 (Dendritic Cell Chemokine
1) [Adema, 1997]. Simultanément, sa séquence @utvére dans une banque d’ADNc
issue de macrophages activés par I'lL-4 par I'égulp Kodeljeet al, qui a été nommeée
AMAC-1 (Alternated activated Macrophage Associa@temokine-1) [Kodelja, 1998].
De méme, un screening de la base de données ES@®naénun peptide de forte
homologie (64%) avec CCL3/MIPal d'ou le nom MIP-4 (Macrophage Inflammatory
Protein-4) [Guan, 1999] [Wells, 1997].

Le gene CCL18

Le géne codant le CCL18 est situé sur le clusigontaire des CC-chimiokines
humaines sur le chromosome 17qg.11.2, trés presde de CCL3. A l'instar des genes
de la famille des CC-chimiokines, le géne de CCk&Bcomposé de trois exons et deux
introns [Politz, 2000]. Le gene de CCL18 est trémnd, comparativement a ceux des
autres CC-chimiokines (7,2 kb contre 2-3 kb), @da du notamment a la longueur du
premier intron (6 kb) qui contient deux pseudo-exdha été suggéré que le géne du
CCL18 serait issu de la duplication du géene de CGulie de délétions et d'une
utilisation sélective de certains exons [Tasak@9]9Cet évenement s’étant produit apres
la séparation rongeur-primate, ceci explique I'albsedu CCL18 dans le génome murin.
En outre, la région promotrice en amont de la TAJ¥0X du gene de CCL3 n’est pas bien
conservée sur le géne de CCL18, ce qui expliquirdifférence d’expression entre ces
deux chimiokines. L'analyse de la séquence du pteanale CCL18 montre la présence
d’éléement de réponse a STAT1l et STAT6 (signal ttaner and activator of

transcription). Cette double présence suggeére sfterce d'un effet de régulation
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compétitive entre linterférory (induction de STAT1) et I'lL-4 (inducteur STAT6) [
Politz, 2000]. On retrouve également deux séquermsentielles AP-1 (activator
protein-1) et une séquence de I'élément régula@®EBP (CAAT/ enhancer-binding
protein). Or I'induction de la transcription pamstlation a I'lL-4 nécessite la fixation de
leur ligand & STAT6 et C-EBP. Il existe également iséquence GR de liaison au

récepteur aux glucocorticoides au début du géne.
La protéine CCL18

La protéine CCL18 contient 89 acides aminés. &leclivée de 20 acides aminés
N-terminaux, ce qui donne une protéine mature deabRles aminés, de poids
moléculaire de 7851 daltons (Da). Il a été mis ewlahce plusieurs isoformes chez
'homme. A coté de la forme compléte (1-69), unerfe clivée C-terminale (1-68) a été
découverte dans le plasma de donneurs sains etdgsepatients atteints de leucémie
lymphoblastique [Struyf, 2003], ainsi que dansdssites de patients atteint de carcinome
ovarien [Schutyser, 2002]. D’autres formes trongudeerminales (3-69 et 4-69) ont été
détectées dans des surnageants de PBMC [Schu2ggdrd. Les PBMC produisent ces
isoformes de maniére constitutive ou induite paxposition a des enterotoxines
staphylococciques (SEA, SEB) et a I'lL-4. Le CCLb&ature présente une forte
homologie avec CCL3 (64% d’acides aminés identiguass analyses réalis@ssilico,
par alignement de séquence et modélisation asgistéordinateur, ont montré que
CCL18 présente les caractéristiques structurefgsques des CC-chimiokines. Sa
structure comprend la conservation de la posities 4 résidus cystéines et le noyau
rigide composé d’'une petite hélice suivie par umaree de 3 feuilletf antiparalleles et

une hélicen C-terminale.

Le récepteur de CCL18

Jusqu’a présent le récepteur CCR spécifigue de 18Ch'a été pas encore
clairement défini. Cependant, des informations redgantes des propriétés de la
signalisation dépendante de CCL18 ont été caraéesi Ainsi, la capacité de la toxine
pertussique a inhiber la chimiotaxie induite parLC& sur les Lc T et B suggére
I'implication d’une protéine @i et d'un GPCR a l'instar des autre chimiokines ¢Ath,
1997] [Atamas, 2003] [Lindhout, 2001]. De plus,nhibition d’ERK (extracellular

signal-regulated kinase) dans les fibroblastes poaires inhibe l'induction de la

57



production de collagéne par CCL18 [Atamas, 2003iitilisation d’'une protéine de
fusion CCL18-SEAP(His)6 a permis de mettre en éwideles caractéristiques du
récepteur. Ainsi, sur les Lc, on trouve une seldsse de récepteur avec un Kd de 1,9
nM, 590 sites par cellule. En outre, la fixatiokafique de CCL18 n’est pas inhibée par
la présence de CCL2, CCL3, CCL4 ou CCL5, ce qugétgque CCL18 ne partage pas
leur récepteur correspondant (par exemple CCR1,Z,CRR3 ou CCR5) [Hieshima,
1997]. Toutefois, il a été montré que CCL18 estbdw de se fixer au CCR3, mais sans
induire son activation, avec un role antagonistbips, 2000]. En effet, CCL18 inhibe le
flux calcique induit par CCL11 sur les éosinophilasmsi que la chimiotaxie. Il inhibe
également la fixation de CCL11 sur les éosinophilesis aussi sur des cellules
transfectées avec le CCR3. Wetnal ont montré que le Ki de CCL18 sur CCR3 est de
8,8 £ 1,1nM (en compétition avec de I'éotaxine nuge) [Y. Wan, J. P. Eur J Pharmacol
2002]. Une firme pharmaceutique américaine du nerx @xygen », a publié un brevet
qui affirme la liaison du CCL18 au CCRL2, connusas®us les noms : HCR, CRAM-A,
CRAM-B, CKRX et Eol, ce récepteur est fortementremp par les macrophages, les
DC et certains sous types de Lc T et présentenfartee homologie avec le CCRL1. Les
cellules CHO exprimant le CCRL2 répondent au CCIlelBchimiotaxie. Les souris
CCRL2" présentent un recrutement normal des DC danlemens par contre le trafic
des DC chargées en antigene vers les ganglioratést. Ces souris sont protégées de
'asthme expérimental dans un modéle d’OVA (réductde linfiltrat d’éosinophiles
dans le LBA, diminution des cytokines et chimiolsnéh2 [Otero, 2010]. Une autre
équipe affirme que ce récepteur est non signatagqi’é constitue un simple leurre pour
le CCL19 ligand du CCR7 [Catusse, 2010]. Une érédente a montré le role de CCL18
dans la migration métastatique du cancer du seimogimine le récepteur signalant
PITPNM3 par des arguments de colocalisation cetkjlaimmunoprécipitation et
transfectioiChen, 2011].

Activités biologiques de CCL18

L'une des premiéeres activités de CCL18 est sow@ioghimiotactique envers les
Lc T, que ce soit des T CD4+ ou CD8+ [Hieshima,7]99demaet al ont montré que
ce sont les cellules T naives qui répondent au @Cefl peu les mémoires [Adema, F.
1997]. Guanret al ont également montré que la stimulation par CCictRiit un flux
calcique intracellulaire au niveau de cellules CDdes CD8 et des cellules T naives.

CCL18 est capable de se fixer aux cellules T méesalu sang périphérique CLgskin-
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homing) et des lignées T mémoires CLA&t d’induire leur migratiorn vitro [Gunther,
2005]. De Nadaét al. ont montré que CCL18 attire les Lc Th2 polarigégitro par une
stimulation IL-4/anti IL-12, mais n'attire pas l@hl (polarisé par IL-12/anti IL-4) [de
Nadai, 2006]. En plus de ses propriétés chimicztraes, CCL18 est capable d’activer
la polymérisation de I'actine dans des Lc Th2 pséwin vitro [P. de Nadai, 2006].
CCL18 attire également les Lc B CD3®aifs, de la couronne périfolliculaire des
amygdales [Gunther, 2005]. En revanche, les Lc 8 agntres germinaux ne sont pas
attires. CCL18 n’attire pas la lignée monocytairelPFl, ni les monocytes ou les
neutrophiles fraichement isolés [Hieshima, 1997¢péhdant des monocytes cultivés
pendant 3-4 jours deviennent sensibles au CCL18duction d'un flux calcique
intracellulaire, d’'une polymérisation de I'actiné @e la migration a travers un filtre.
Cette activation par CCL18 des monocytes est t@rsipuisque apres 1 semaine de
culture ils ne répondent plus a la stimulation lpazhimiokine [Schraufstatter, 2004]. De
méme, CCL18 est capable dattirer les DC immatunesis est incapable d’induire la
migration de DC matures [Vulcano, 2003]. CCL18cazgiable d’'induire non seulement la
chimiotaxie de basophiles, mais également le ratgggl’histamine par ces derniers [de
Nadai, 2006]. De méme, CCL18 est également capdimeluire la production de
collagéene par des lignées de fibroblastes pulmesat dermiques. Cette induction passe
par l'activation de la voie ERK (extracellular sakregulated kinase) via la protéine G
[Atamas, 2003]. CCL18 est capable également de rsupp la prolifération de
progéniteurs hématopoiétiques, stimulés par GM-(@&nulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor) et SLF (Steel Factor) [BroxnmeyE999], et augmente la survie et
adhésion des monocytes/macrophages.

Expression de CCL18

Hieshimaet al ont montré une expression constitutive et foreQCL18 au
niveau pulmonaire, et a de plus faibles niveauwsaprelques tissus lymphoides, tels que
les ganglions lymphatiques, le thymus [Hieshim&@7]191l a été également montré une
transcription du géne de CCL18 dans les macroplelgéslaires de poumon et dans les
DC de ganglion lymphatique et d’amygdale [Adema97]9[Hieshima, 1997]. Les
cellules productrices de CCL18 sont essentielleresn€PA (monocytes/macrophages et
les DC).
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Les monocytes/macrophages

Deux types de macrophages sont identifiés, d'uareé Ips macrophages activés
classiquement aussi dénommeés M1, et les macropleagess de facon alternative ou
M2. Les macrophages M1 sont issus de macrophagegsapar I'lFNy, des produits
microbiens (LPS) ou des cytokines comme le Td\[Burke B, 2002]. Ces macrophages
se caractérisent par une forte capacité de prégentke I'antigene, et de forte production
d’'IL-12 et d'IL-23 favorisant ainsi la réponse dgpé 1 [Verreck, 2004]. Les
macrophages M2 peuvent étre générés par un grantbracde stimuli, notamment les
cytokines IL-4, IL-13 [Gordon, 2003] et IL-10, le®rticoides [Goerdt, 1999] ou une
costimulation avec des complexes immuns et le LB cellules expriment alors de
grande quantité d’IL-10 et peu d’lIL-12 et favoris@msi une réponse de type 2 ou une
réponse régulatrice [Mosser, 2003]. Il a égalendégdidécrit une sécrétion de CCL18 par
des monocytes stimulés par le LPS [Sallusto, 1998h que certaines équipes relatent
l'inverse [Adema, 1997] [Kodelja, 1998]. Certainserophages M2 générés zoxiella
burnetii présentent des caractéristiques différentes de géngrés par le LPS. En effet,
cette stimulation permet d’augmenter I'expressian abrtains géenes associés a la
polarisation M2 [Benoit, 2008], tels que T@FIL-1R. Il se trouve notamment que cette
stimulation augmente la production de CCL18. llsexiégalement des stimuli capables
d’induire I'expression de CCL18, tel que I'lL-4]U-10 et I'lL-13. Bien que le TNFe
n'en soit pas capable seul, sa co-administraticgc difL-4 potentialise l'effet de ce
dernier. En revanche l'adjonction d’IFNguant a elle inhibe I'effet de I'lL-4 [Kodelja,
1998]. D’autres facteurs a caractere pathogéenique gapables d’induire la synthése et
la sécrétion de CCL18. En effet, des macrophagegedéde monocytes voient leur taux
de CCL18 augmenter sous l'action de MTB inactiwygobacterium tuberculogis
[Wells, 1997].

Les cellules dendritiques

CCL18 est exprimée constitutivement par les DC atures, tant en ARNm qu’en
protéine [Adema, 1997] [Vulcano, 2003] [VissersQ2D L'expression de CCL18 par ces
DCs suit une cinétique sur plusieurs jours. Kodetjal ont rapporté une productiom
vitro de CCL18 qui augmente jusqu’a J3, et redescended J& [V. Kodelja, J Immunol
1998]. En outre, Van Der Voost al décrivent également une faible expression de
CCL18 a J6 [van der Voort, 2005]. Les DC dérivéesntbnocytes immatures issues de

patient atteint d’arthrite rhumatoide présententaux d’ARNm supérieur a celui de sujet
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contrdles [van Lieshout, 2005]. Ce résultat suggere!’état inflammatoire chronique est
associé a une surproduction de CCL18 par les MDm@adtures. En réalité, il existe
plusieurs stimuli capables d’'induire ou d’inhibardroduction de CCL18 par ces cellules.
Ainsi, I'lFN-y et le TNFe, des cytokines pro-inflammatoires de type Thlt sapable
de réprimer la production de CCL18 [Kodelja, 19pa8liicano, 2003]. En revanche, les
cytokines de type Th2 comme IL-4, II-10 et IL-13gementent fortement cette sécrétion
[Vulcano, 2003] [van der Voort, 2005] [Kodelja, B)9L’environnement de la DC joue
eégalement un réle sur son profil de sécrétion abkmique. En effet, la mise en hypoxie
de DC immatures induit une baisse de la produdmI€CL18 [Elia, 2008], qu’elle soit
constitutive ou induite par I'lL-4 (adjoint de GMSF). D’autres stimuli d’origine
exogéene sont capables de moduler la productionGel € par les DCs immatures. Ainsi
I'activation du récepteur FRI par un anticorps chimérique entraine I'activatides
MDDC et I'expression de CCL18 [Zeidler, 1999)]. Paontre la PGE2 diminue la
production de CCL18 par DC immatures [Vulcano, 300®urtant, la sécrétion de
CCL18 est potentialisée au cours de la maturateenMDDC, lorsqu’elle est induite par
I'activation de CD40 et gpl130 avec des anticorpaneges [Wang, 2002]. En outre, Le
réle du LPS, inducteur de la maturation, sur laéémn de CCL18 par les MDDC est
controversé. En effet, Vulcaret al montrent que le LPS inhibe la production de CCL18
[Vulcano, 2003], alors que d’autres observent wgeentation de I'expression [Vissers,
2001] [van Lieshout, 2005]. Il a été également tatés que le LPS n’avait pas
d’incidence sur la sécrétion de CCL18 [van der ¥0@005] [Kodelja, 1998]. Ces
discordances peuvent étre imputées aux différectesentrations de LPS utilisées.
L’effet activateur est observé pour des concemnatide 1 a 2g/ml, et I'inhibition pour
des concentrations de Quiy/ml. L'absence d’effet est manifeste a une comeénh de
25 pg/ml. Récemment, une étude a montré que larateta de MDDC par du LPS
accroit la sécrétion de CCL18 sous une stimulapan la thrombine [Li, 2008], via
I'activation de PARs (protease-activated receptdrsysque la maturation des DC est
induite avec CD40L [Vissers, 2001ktaphylococcus aureu€owan 1 (SAC), C.
albicans le virusinfluenza[Vulcano, 2003] ou un mélange de facteurs de mttura
(TNF-a, IL-1pB, IL-6 et PGE2) [van der Voort, 2005], la productide CCL18 n’est pas
augmentée voire est inhibée. Bien que Vulcainal aient montré que le TNé-inhibe la
production de CCL18, Vissert al. ont montré qu’au cours de la maturation indude p
le TNF-a, 'expression de CCL18 est tres augmentée (midagbar 60) [Vissers, 2001].

De plus, la neutralisation de TNFpar des anticorps au cours de la maturation des DC
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entraine une diminution de CCL18 (ARNmM) chez lediepés atteint d’arthrite
rhumatoide comme chez les sujets contrbles [vashbigt, 2005]. La régulation de la
sécrétion de CCL18 au cours de la maturation deD®Izst complexe et dépend
vraisemblablement d’'un contexte cytokinique. Pdasiautres types de DC, les cellules
de Langherans fraichement isolées de la peau aes &th de culture en GM-CSF
n'expriment pas CCL18 [Vissers, 2001] [Kodelja, 89De méme, ni les pDC ni les
mDC ne produisent CCL18 de fagon constitutive [®iss2001] ou apres stimulation par
le LPS, le virusnfluenza le CpG, le CD40L ou la VitD3 [Vulcano, 2003]. Eevanche,
I'IL-10 induit la production de CCL18 par les m-D@ais pas par les pDC apres 24h et
48h de culture [Vulcano, 2003]. De plus, la matoratdes mDC par le MCM
(Monocyte-Conditioned Medium) stimule I'expresside CCL18 (mRNA), alors que
dans les memes conditions, les pDC matures ne igmtduwas CCL18 [Vissers, 2001].
La lignée myéloblastique humaine KG1 est capableedéifférencier en cellules DC-like
en réponse au PMA et sécrete de grande quanti@Cia8. La sécrétion est inhibée par
le TNF-. Par contre la lignée dérivée KGla qui ne répaml gu PMA n’exprime pas
CCL18 en réponse a ce stimulus, mais en ajoutaiiNlé-a, ces cellules produisent
CCL18. Le PMA plus le TNFe induisent une différenciation précoce des KG1®€n
like, ce qui suggere donc que CCL18 a une expressaximale lors des stades précoces
de la différenciation des DC. Par hybridationsitu, Ademaet al ont montré qu’au
niveau des centres germinatifs des amygdales ejategions lymphatiques, TARNm de
CCL18 est présent mais n'est pas exprimé par lesraphages ou les cellules
dendritiques folliculaires [Adema, 1997] [Hieshinif97]. Ce sont les DC des centres
germinatifs qui représentent la source de CCL18dhout 2001].

CCL18 et pathologies
L’asthme allergique

L’étude chez le singe par puce a ADN et PCR qtative a montré que CCL18
est augmenté dans les tissus pulmonaires lorsabthrme expérimentalécaris suumn
[Zou, 2002]. De plus, CCL18 est retrouvé en pluande quantité dans le LBA de
patients asthmatiques allergiques que chez lesssgns. de Nadat al ont montré que
des PBMC issues de patients asthmatiques alleistimulées par l'allergéne Derp 1
secrétent plus de CCL18 par comparaison avec désfieses de sujets sains. Une partie du

CCL18 retrouvée dérive directement des pDC stinsufiss Der p 1, et une autre partie
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provient d'une activation monocytaire par I'lL-4 Bil_-3 produits par les cellules T

stimulées par Derp 1. CCL18 recruie vitro des cellules Th2 polarisées et des
basophiles, mais reste inopérant vis-a-vis desilesllThl et des éosinophiles [de Nadai,
2006]. D’autre part, le CCL18 induit I'activatioresl basophiles, le relargage de calcium

intracellulaire et la libération d’histamine.

Autres maladies a tropisme pulmonaire

Sur 16 chimiokines examinées par RT-PCR, CCL1&ts®vélé étre la
chimiokine la plus augmentée dans les poumons denpaatteint de pneumonie
d’hypersensibilité et de fibrose pulmonaire ididpatie [Pardo, 2001]. Cependant,
CCL18 est beaucoup plus exprimé au niveau du poudmnpatients atteints de
pneumonie d’hypersensibilité que de ceux atteimtdilorose pulmonaire idiopathique.
Dans ces deux pathologies, il a été montré quprlasipales sources de CCL18 sont des
cellules tissulaires inflammatoires qui ont étéorewes comme étant des macrophages et
des DC, incluant également quelques cellules dtag alvéolaires. Il a également été
démontré une corrélation entre le niveau d’expoesde CCL18 et le pourcentage de Lc
dans le LBA. Enfin, une plus forte expression deLC& est détectée lors de la phase
aigué de la pneumonie d’hypersensibilité correspaohch une inflammation sévere
comparée a la phase chronique caractérisée painflaeamation moins importante et
plus de lésions fibrotiques. Les données montraet QCL18 induit la production de
collagene par les fibroblastes pulmonaires impiuUeCL18 dans la fibrose pulmonaire
[Atamas, 2003]. Chez des patients atteints de wdé&mie accompagnée d'une
inflammation pulmonaire, CCL18 est légerement auggmau niveau des LBA [Luzina,
2002]. La Broncho-Pneumopathie Chronique ObstractiBPCO) est une maladie
chronique systémique d'origine respiratoire, atteig les bronches. Caractérisée par une
obstruction lente et progressive des voies aériemtedes poumons, associée a une
distension permanente des alvéoles pulmonairesdeataiction des parois alvéolaires et
une inflammation chronique des poumons. Le tau@&18 est élevé chez les patients
BPCO et est corrélé avec un risque accru dhomatain cardiovasculaire ou de
mortalité dans la cohorte LHS et a la mortalitésda cohorte ECLIPSE [Sin, 2011].
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Les pathologies cancéreuses

CCL18 est exprimé dans plusieurs pathologies cansés notamment le
carcinome ovarien [Schutyser, 2002], le cancerrigas [Leung, 2004] et la leucémie
lymphoblastique aigué [Struyf, 2003], et récemnudrit comme favorisant l'invasion et
les métastases du cancer du sein [Chen, 2011]. Dansarcinome ovarien, une
comparaison des teneurs en CCL18 a montré queatsni{s atteints de carcinome
ovarien présentent des ascites plus riches en CQJUEB des patients atteints de
carcinome non ovarien. En outre, ce CCL18 a étigpet ils ont observé la présence de
deux isoformes, le CCL18 intact (1-69) et le CCLit8nhqué en C-Ter (1-68). Ce
mélange est capable dattirer des Lc CDPSchutyser, 2002]. Une étude en
immunohistochimie a montré que I'expression de CEHans l'infiltrat cellulaire n’est
pas due a la cellule cancéreuse, mais a des celfutssentant une morphologie de
monocyte/macrophage. Qui plus est, des macrophagesnosuppresseurs producteurs
d’'IL-10 ont été détectés dans les carcinomes avarigoercher, 1999], or ceux-cCi
pourraient étre responsables de la forte sécradmnCCL18. Une deuxieme source
potentielle de CCL18 est représentée par des DGurgies dans les ascites de patients
qui présentent un phénotype immature [Gunzer, 2(g&]ichar, 1998]. Ainsi CCL18
pourrait participer a la réponse tolérogénique 'Hété développée vers la tumeur en
recrutant des Lc et des DC immatures dans un emaément immunosuppresseur. Dans
le cancer gastrique, un rdle de suppresseur deututleeCCL18 ne peut étre éliminé. Une
forte expression de CCL18 est associée a un borosgtic des patients et ce quelque soit
le stade tumoral. A linstar du carcinome ovarides marquages en immunohistochimie
et des hybridationg situ ont montré que la source prépondérante de CCLL8res
sous-population de macrophages associée a la tun@ette sous-population de
macrophages se localise préférentiellement au fromsif de la tumeur. Ces résultats
suggerent que CCL18 jouerait un role dans la géoérd’'une réponse anti-tumorale via
le recrutement et I'activation spécifiqgue de cetulmmunitaires. Les enfants atteints de
leucémie lymphoblastique aigué&, montrent des talCGL18 sériques tres supérieurs a
ceux observés chez des sujets controles ou chezemfasts atteints de leucémie
myéloide. De plus, les taux de CCL18 au niveau @& | moelle osseuse sont
comparables a ceux observés au niveau du sérum. dtie les Lc ou les cellules
lymphoblastiques ne soient pas capables de sé€€tei8, la coculture de ces cellules
avec des monocytes stimulés par un super-antiganklle4 entraine une sécrétion

accrue de CCL18 [Struyf, 2003]. Le role de CCL18gsleette pathologie est mal connu.
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Dans le cancer du sein, La majorité des cancereman l'inflammation des cellules
appelées macrophages associés aux tumeurs (TAMpgets, 2006] [Pollard, 2004]. Il
existe deux types de TAM ; les macrophages M2 fagaot la croissance des vaisseaux
sanguins (ou angiogenése) et sont associées adeepsion du cancer et des métastases
[Mancino, 2010] les macrophages M1, quant a euwwext les cellules immunitaires qui
attaquent les tumeurs cancéreuses. Dans étude ateeChl ils montrent que CCL18,
libérée par les macrophages M2, est abondammentexplans les TAM de cancer du

sein et est corrélée aux métastases, CCL18 esadeans pronostic chez ces patients.

Les pathologies cutanées

CCL18 est vraisemblablement impliqué dans les i@ast inflammatoires
cutanées. Parhybridatiam situ on observe une expression de CCL18 au niveau mioede
au cours de I'hypersensibilité de contact, en paligr au niveau des sites périvasculaires
d’accumulation des leucocytes [Goebeler, 2001]xbression de CCL18 est maximale a
partir de 48h-72h aprés I'induction de la réactitimypersensibilité et coincide avec un
infiltrat important de Lc T. Des analyses par pacdDN et PCR quantitative ont montré
une augmentation de CCL18 dans la dermatite atep[¢iomura, 2003]. De plus,
CCL18 est augmenté spécifiquement et fortement igean de la peau de patients
atteints de dermatite comparativement a d’autr@eng cutanées et a des peaux normales
[Pivarcsi, 2004]. Les marquages en immunohistochimmt montré que CCL18 est
produit par des cellules morphologiquement proae®C dispersées dans I'épiderme
ou en amas aux sites d'infiltrats périvasculail@€L18 est également exprimé par les
kératinocytes et les cellules de Langerhans auanivkes lésions de dermatite atopique
[Pivarcsi, 2004]. Les taux sériques de CCL18 aimgie le pourcentage de
monocytes/macrophages, et de DC produisant CCla®nides cellules mononucléées
stimulées par I'lL-4, sont augmentés dans la datenatopique par rapport a des sujets
sains. En outre, 'augmentation de CCL18 est céeréhu passage d’'une dermatite
atopique Iégere a sévere. Toutefois, les taux w&rip CCL18 sont diminués chez des
patients aux scores trés séveres [Gunther, 200%fivo, I'exposition de peau, issue de
patients atteints de dermatite atopique non léglbgna un allergene ou au SEB
(Staphylococcal enterotoxin) Bnduit I'expression de CCL18. En outre, de nombre
patients atteints de dermatite atopique présenieniésions colonisées pardbreus A

I'instar de l'arthrite septique, la dermatite atpoe peut représenter une autre pathologie
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associée a Sureusou CCL18 peut contribuer a linitiation et I'amptétion de

I'inflammation induite par ce pathogene [Pivar@i04].

Autres pathologies

CCL18 a été deécrit dans un certain nombre d’ayatisologies, notamment dans
I'arthrite. Les les fluides synoviaux de patienteiats d’arthrite contiennent de grande
quantité de CCL18 [Radstake, 2005]. Les MDDC immeiet matures issues de patients
atteints d’arthrite rhumatoide expriment plus deLC& que celles de sujets témoins.
Cette expression est corrélée a l'activité de ldadia. Dans la maladie de Gaucher,
maladie qui se caractérise par une accumulatioglymlipides dans les macrophages
due a un déficit enzymatique en glucoceérébrosidetsgui s’accompagne d’une réaction
inflammatoire soutenue. Dans cette pathologie d#egoconcentrations sériques de
CCL18 ont été détectées [Boot, 2004]. De plusmasrophages gorgés de glycolipides
présentent un phénotype de macrophages M2 etasottce de CCL18 dans la maladie
de Gaucher [Boven, 2004]. CCL18 seérique est ausgmantée dans la maladie de
Niemann-Pick de type B caractérisée par un engoegendes macrophages en
sphingomyéline [Brinkman, 2005]. Le syndrome deg&a est une maladie autoimmune
qui entraine la dégradation des glandes salivairscrymales et une colonisation de ces
tissus par des cellules mononucléées. L'étude sléismus a montré une forte expression
de CCL18 chez les patients atteints de cette pagleol Les cellules productrices de
CCL18 ont été identifieces comme des DC et, de fagms surprenante, des Lc B
[Xanthou, 2001]. L'hépatite C est une maladie imitaatoire des aires portales et péri-
portales du foie. Chez les patients atteints dhigpaC chronique, les niveaux
d’expression de I'ARNm de CCL18 sont corrélés aaxixt sériques de l'alanine
aminotransférase, reflet de la mort des hépatocithgbridation in siturévéle que des
cellules mononucléées infiltrées sont la sourc€@&18 au niveau de l'aire portale des
patients atteint d’hépatite C chronique. Il eséiassant de noter que c’est au niveau de
cette aire portale qu’est retrouvée une agrégatienLc T naifs avec une structure
semblable a un follicule lymphoide primaire [KusaB000]. Une production importante
de CCL18 a été observée dans différents tissuystarse nerveux central traumatique.
Un mécanisme anti-inflammatoire conjointement e&ercpar ces cellules par
I'intermédiaire du CCL18 peut étre impliqué dameffdt protecteur apres une blessure

traumatique du systéme nerveux central et la tugengse [Chang, 2010].
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OBJECTIF DU TRAVAIL DE THESE

L’objectif de ce travail de thése était de mieoxnprendre la fonctionnalité de la
chimiokine CCL18 en situation physiologique et exthplogie allergique. Des approches
in vitro etin vivo ont été utilisées pour permettre une meilleure prétmension de la
fonction de cette chimiokine. Ce travail était @rté autour de quatre parties. La
premiére a concerné l'étude des effets immunobiglegs de CCL18 sur la réponse
adaptative en agissant sur les lymphocytes T. tangke partie est plus en amont, elle a
evalué l'effet de CCL18 sur 'immunité innée (céduwendritique) et I'établissement de
la réponse adaptative consécutive. Le troisiemeaadtaidié la fonction chimiotactique
vitro etin vivode CCL18 vis-a-vis d’'une sous population de ceflutgulatrices. Enfin,
pour permettre la caractérisation du réle de CC&l8l'inflammation pulmonaire et la
fonction respiratoire, un modéle murin d’asthme é&#ipental avec administrations
intratrachéales de la chimiokine a été utilisévbeation de ce travail de these était donc,
en mettant a jour ces mécanismes, d'évaluer lenpetehérapeutigue de CCL18 pour
permettre le développement de traitements plusésibiotamment des affections

allergiques.
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Article |

La chimiokine CCL18 généere des lymphocytes T régulaurs adaptatifs a partir de
lymphocytes T CD4+ mémoires de sujets sains maispahez les allergiques.

Ying Chang, Patricia de Naddmane Azzaoui Olivier Morales, Nadira Delhem, Han
Vorng, Stanislas Tomavo, Saliha Ait Yahia, Guizl#mang, Benoit Wallaert, Cécile
Chenivesse, and Anne Tsicopoulos.

The FASEB Journal, 2010 Dec; 24(12):5063-72.
Problématique et approche expérimentale

Les chimiokines sont un élément essentiel du treditulaire aussi bien homéostatique
gue dans des situations pathologigues. Outre foettdion chimiotactique spécifique a ce
type de molécules, on leur a récemment attribué iom@ication dans le profil de

polarisation de la réponse adaptative spécifique, agissant directement sur les
lymphocytes T (Lc T). CCL18 est une chimiokine exype préférentiellement au niveau
pulmonaire et de fagon moindre au niveau ganglivenaapable d'attirer les Lc T. Au

laboratoire il a été montré une implication de C8ldans l'asthme allergique, et cette
chimiokine a été associée a différentes patholagiespisme pulmonaire ou non avec un
réle pas toujours tres clair. L'objectif de ce #iha été d'étudier I'effet immunitaire de

CCL18 sur les LcT mémoires, en base et en situatlergique.

Résultats de I'article

L’effet direct du CCL18 a été évalué sur la polatisn de la réponse T. Le prétraitement
de Lc T mémoires effecteurs CIZD25 de sujets non allergiques avec le CCL18
conduit a leur transformation en Lc T régulateuBAGC D25 Foxp3 produisant de I'lL-
10 et du TGH3 capables d'inhiber la prolifération des Lc T effecs radiomarqués, a la
fois par un mécanisme dépendant des cytokinesuatatintact cellulaire. Cependant, cet
effet régulateur du CCL18 est perdu lorsque ledulesl T proviennent de sujets
allergiques en liaison avec une diminution dexation de CCL18 a son récepteur putatif

sur ces cellules.

Conclusions

Cette étude montre que le CCL18 est capable dhimddla transformation de Lc T
mémoires en cellules régulatrices adaptatives et donfirme la plasticité cellulaire du
systeme immunitaire adaptatif. De plus, 'abseneecdt effet chez les allergiques

pourrait participer a la diminution de la toléramteservée dans les maladies allergiques.
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Article 1l

CCL18 différencie les cellules dendritiques en celles régulatrices capable de
promouvoir des cellules T régulatrices chez les sffs sains.

Imane Azzaouj Saliha Ait Yahia, Ying Chang, Han Vorng, Olivistorales, Ying Fan,
Nadira Delhem, Coline PIlé, André-Bernard Tonnel,n@de Wallaert, and Anne
Tsicopoulos.

Blood in press.

Problématique et approche expérimentale

Les chimiokines outre leur fonction chimiotactiggent impliqués dans différents
phénomenes cellulaires et tissulaires comme |'agzaptla prolifération, I'angiogenese
etc. Certaines chimiokines ont méme été impliqudsass la polarisation de la réponse
adaptative spécifique indirectement via les DC. C&tant produit et attirant les DC
nous avons évalué son effet sur la fonctionnalééces cellules en fonction du statut

allergique des donneurs.

Résultats de I'article

La différenciation de monocytes de sujets saingersence de GM-CSF et CCL18
conduit au développement de DC de phénotype semirepaexpriment le CCR7,
produisant de I'lL10 et I'enzyme 2,3-indoleaminexgtigenase et induisant le développent
de Lc T régulateurs de type Trl produisant de 10Leapables d'inhiber la prolifération
de Lc T effecteurs, par un mécanisme dépendanytd&ince. De méme que pour l'effet
sur les Lc T, lorsque les monocytes proviennematents allergiques, I'effet tolérogene
de CCL18 est perdu en liaison avec une diminutienlad fixation de CCL18 a son

récepteur putatif.

Conclusions

Cette étude montre que le CCL18 induit, chez Igstsunon allergiques, une réponse
adaptative régulatrice par le biais des DC. Cesgggere un rdle dans le maintien d'une
tolérance vis-a-vis des allergénes inhalés au nivealmonaire ou le CCL18 est
constitutivement exprimé, un réle perdu chez ldsrgiques ce qui pourrait aggraver

I'inflammation pulmonaire chez ces patients.
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Figure S1
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Fig S1 : monocytes from non allergic subjects were differentiated with GM-CSF and IL-4 and
washed every two days (arrows). At Day 7 DC were matured (D7M and D8M) or not
(D7,D8). CCL18 was assessed in the collected supernatants at each timepoint by ELISA and
expressed as ng/mL
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Figure S2
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Fig S2: Naive T cells were purified using naive CD4+ T cell isolation kit (Miltenyi Biotec). T cells
were suspended at a concentration of 10° cells/ml in RPMI 1640. The chemotaxis protocol was
performed using a 48-well micro chemotaxis Boyden chamber (Neuro Probe, Cabin John, Md) with
5um pore polycarbonate filters (Nucleopore Corp, Pleasanton, CA). T cells were incubated for 2h30
at 37C in 5% CO2 with CCL18 (R&D Systems, Minneapo lis, USA) at 10" mol/L. RPMI and
CXCL12 (PeproTech Inc, Rocky Hill, USA) at 107 M were used as negative and positive controls,
respectively. Naive T cells were pre treated or not with the neutralizing anti-CCL18 antibody or a
control isotype for 30 minutes before migration. Each condition was performed in triplicate. Results
are expressed as the number of cells having migrated through the filter.

Figure S3

emiccL1sDC

Fig S3: Monocytes from a non allergic subject were differentiated in the presence of GM-CSF alone,
GM-CSF + CCL18 or GM-CSF + IL-4 for 6 days, and matured for 48 hours. Cells were
cytocentrifuged using a shandon cytospin and stained by May Grumwald Giemsa. Magnification x
250.
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Figure S4

Count

FL4-H: CCL18-APC

Fig S4: Naive T cells were purified using naive CD4+ T cell isolation kit (Miltenyi Biotec). T cells
were incubated at +4C with non labelled CCL18 at 1 0°M (black line) 10°M ( 2 10"M
( ) or without CCL18 ( ), washed incubated with biotinylated CCL18 at 10°'M or a
control biotinylated protein (red line), and then with streptavidin -APC. Fluorescence intensity was
evaluated by flow cytometry

Figure S5
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Fig S5: gmiccL1sDCs obtained from 3 non allergic subjects were cocultured with allogenic naive T
cells for 5 days. Total cells were recovered and extra cellularly stained with CD4-FITC antibody and
intra cellularly with an anti-1L-10 antibody (BD pharmingen) according to the manufacturer protocol.
A) Cells were gated on their forward and side scatter properties, and on CD4 expression. B)
Quantative percentage of T cells and of DCs expressing IL-10. C) Representative experiment out of
3 showing IL-10 expression by cocultured CD4+ T cells
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Article Il
La chimiokine pulmonaire CCL18 recrute des cellulesI régulatrices.
Cécile Chenivesse, Ying Chanbpane Azzaoui Saliha Ait Yahia, Olivier Morales,

Coline PIlé, Arnaud Foussat, André-Bernard TonnelnddYssel, Han Vorng, Benoit
Wallaert, and Anne Tsicopoulos.

The Journal of Immunology, en révision.
Problématique et approche expérimentale

Le CCL18 présente des caractéristiques pro etidfldmmatoires. Cette chimiokine est
exprimée de facon constitutive et inductible pas [EBPA et présente une activité
chimiotactique vis-a-vis des cellules T auxiliaietscytotoxiques, ainsi que des MDDC
immatures. Concernant les Lc T, CCL18 recrute peétiellement des cellules T naives,
des cellules Th2 et des cellules T mémoire a ddiation cutanée CLA. Néanmoins,
CCL18 présente des caractéristiques qui laissdérgienser a une implication dans
I’'homéostasie et la tolérance. En effet, cette abkine est induite en phase tardive de
linflammation et est augmentée par la cytokine mmwsuppressive IL-10. De plus,
I'association de Lc T naifs et de DC immatures gutérer une réponse régulatrice. De
surcroit, nous avons récemment montré que le CQlat&forme les Lc T mémoires en
Treg. Nous avons posé I'hypothése que le CCL18 rpdurecruter localement des

cellules T régulatrices.

Résultats de l'article

Le CCL18 attire en particulier certaines sous patohs de Lc T mémoires régulatrices
a savoir les CD2%"CD127°" LAP/TGF-$1" FOXP3 CCR4, des cellules capables de
produire les cytokines régulatrices IL-10 et T@E-de méme que I'lL-4 et qui sont
capables d’inhiber la prolifération de Lc T effagte CD4CD25 par un mécanisme |L-
10 dépendant. Dans un modéle de greffe de peau ihenthez des souris SCID
reconstituées avec des PBMC autologues, les iajectintra dermique du CCL18
conduit & un recrutement cutané de cellules CTOM25, IL-10°, FOXP3. Le CCL18 se
lie préférentiellement sur les Lc T mémoire IL=1fnais aussi sur les cellules mémoire
LAP/TGFB1" et les IL-4.

Conclusions

Cette étude montre que le CCL18 attire une souslatpn de Lc T régulateurd) vitro

et in vivo, ce qui suggére que cette chimiokine pourraitigipgr au maintien de la

tolérance et/ou le contrble de l'inflammation déesstissus.

108



Title: The Pulmonary Chemokine CCL18 Recruits Human Reguld Cells

Cécile Chenivesse*t181, Ying Chang*ti8ane Azzoutt1§, Saliha Ait Yahia*t18§,
Olivier Moraleg|, Coline PIé*t$8, Arnaud Foussat#, André-Bernardnied*t18Y, Hans
Yssel**, Han Vorng*t18§, Benoit Wallaert*t18Y, Anfisicopoulos*118¥.

*Pulmonary Immunity, Institut National de la Sai#de la Recherche Médicale, U1019,
F-59019, Lille, France ; TInstitut Pasteur de LilBenter for Infection and Immunity of
Lille, F-59019, Lille, France CNRS UMR 8204, F-59000, Lille, France ; 8Univ eill
Nord de France, F-59000, Lille, France; fCliniqes #dMaladies Respiratoires et Centre
Hospitalier Régional et Universitaire de Lille, 330Lille, France {JUMR 8527, CNRS,
Institut de Biologie, Lille, France ; #Txcell, Valbne, France ; **INSERM Unité 844,

Montpellier, France

Abstract

CCL18 is both a constitutive and inducible chemekiwhose role in inflammatory
reaction is poorly known. Clues for both a proinflaatory and regulatory action are
found in the literature. The aim of this study ia®valuate if CCL18 was able to attract
T cells with a regulatory function (Treg). Chemasaassays performed on different types
of Treg showed that CDZD25"9"CD127°" cells, but not Trl clones or anti-CD3/CD46
differentiated Treg, were dose dependently realuitey CCL18. In transwells
experiments, CCL18-recruited memory CDZF cells were enriched in CD2?%)
CD25""CD127°", LAP/TGF{1 and CCR4 positive T cells, whereas there was no
enrichment in Foxp3 cells as compared with controls. Stimulated CCrd@uited
memory T cells exhibited a significant increasette production of the regulatory
cytokines IL-10 and TG, as well as in IL-4, but not in IFNand IL-17. Cell surface
CCL18 binding was found predominantly on IL1(26.3 + 5.8 %), but also on
LAP/TGF{31" (15.3 + 0.8 %) and IL-4(14.5 + 2.9 %) memory T cells. In an in vivo
model of SCID mice grafted with human skin and retiuted with autologous PBMC,
the intradermal injection of CCL18 led to the cw@ans recruitment of CD4CD25, IL-

4%, IL-10" but not Foxp3 cells. Furthermore, CCL18-recruited memory T ciglhibited
the proliferation of CDACD25 effector T cells through an IL-10-dependent medran
These data suggest that CCL18 may contribute totaiai tolerance and/or suppress
deleterious inflammation by attracting Treg intssties, particularly in the lung where it
is highly and constitutively expressed.
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Introduction

Two main subsets of regulatory T cells (Treg) haeen describedpatural and
adaptive/induced Treg, that seem to differ in tlievelopment, antigen specificities and
mechanism of action. Expression of the transcniptawtor Foxp3 is a defining feature of
thymic-derived natural Treg (1). The phenotypicreleteristics of natural Treg include
constitutive expression of IL-2 receptor{CD25) (2) and of the T cell activation marker
CTLA-4 (3). The suppressive function of natural Jreeems to require only cell-cell
contact or proximityin vitro, whereas aspects of the vivo function of natural Treg
depend on the secretion of IL-10 and TG4, 5). Adaptive Treg include Foxpgells
that develop extrathymically and share most phgnotand functional features with
natural Treg (6), as well as Foxp&lls that seem to exert their regulatory actiwiginly
by means of secreted cytokines such as IL-10 or-BGRe best characterized being T
regulatory type 1 cells (Trl cells) (7). The exgien of specific chemokine receptors by
Treg has been linked to the control of their migratinto tissues and may reflect
functional heterogeneity among Treg subsets tlalile to distinct tissue environment
(8). Some chemokine receptors have been shown poelierentially expressed on human
Treg, such as CCR4 and CCR8 (9-12), however thargpproperties of human Treg are
still poorly understood.
The chemokine CCL18 displays characteristic featmfeinflammatory chemokines. Its
production is induced by infectious agents (13) afidrgens (14) and is regulated by
inflammatory cytokines, i.e. up-regulated by IL#dalL-13 and down-regulated by IFN-
y in vitro (15). Moreover, CCL18 attracts memory T cells, Td&lls and basophils, all
involved in the Th2 immune response (14, 18).vivo, CCL18 is overexpressed in
numerous inflammatory disorders of skin, lung aaohtg (16). Hitherto, it has been
difficult to assess CCL18 functionality, becauseLT& receptor(s) is still unknown and
because there is no murine orthologue of this clk@mo(17). However, since CCL18
has been discovered, the idea has emerged thatyiteimplicated in homeostasis and
immune tolerance. Indeed, CCL18 is spontaneousigiyared by antigen presenting cells,
including monocytes/macrophagesvitro (18), and lung macrophages and lymph node
dendritic cellsin vivo (19). Furthermore, it is up-regulated by the seppive cytokine
IL-10 (15). In addition, CCL18 attracts naive CD# lymphocytes (20) as well as
immature monocyte-derived dendritic cells (21) beotholved in tolerogenic immune
responses. Moreover, CCL18 has been recently skmaonvert effector memory T cells
into Treg cells (22). As the main function of chdames consists of activating cell
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migration, we hypothesized that CCL18 may activaigration of regulatory T cells
(Treg). We show here that CCL18 is able to attracparticular subset of Treg
CD25""CD127°", LAP/TGFB1", Foxp3, acting through the production of IL-10.

Materials and Methods

Isolation of memory CD4T cells and culture

Venous blood provided by Etablissement FrancaiSaig was obtained from 36 healthy
subjects. Peripheral blood mononuclear cells (PBME€je isolated from venous blood
by density gradient centrifugation over Ficoll/Hgo@ (Pharmacia, Uppsala, Sweden).
Human CD4 and CD4CD45RO cells were isolated from PBMC by negative selection
over a MACS column using CD4and memory CD4T cell isolation kits (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) with a puritp©-98%. Memory CD4cells (16
cells/mL) were rested overnight after purificatismRPMI 1640 medium supplemented
with 2 mmol/L glutamine, 100 IU/mL penicillin, 10hg/mL streptomycin, and 10%
FCS.

Flow cytometry sorting of T cell subsets

PBMC were isolated from peripheral blood as desdibbove and CDED45RO T
cells were purified by magnetic separation (MilteBjotec). Cells were further stained
with anti-CD4—-FITC (BD Pharmingen) and anti-CD25-fD Pharmingen) or anti-
CCR4-PE (BD Pharmingen), and CD127-APC (BD Pharemdor 30 minutes on ice,
washed in PBS/2% BSA, filtered, and then sortedldy cytometry (FACS Aria, BD
Biosciences, San Jose, USA). Memory COB25, CD4CD25"" CD4'CCR4"
CD4'CCR4, CD4'CD25""CD127°" T cell purity was more than 96%.

Generation of anti-CD3/CD46 regulatory T cells andture of Trl clones

Purified CD4 T cells were stimulated (2 x 18ells/well) with 1Qug/ml coated anti-CD3
mADb (OKT3 clone) and j5g/ml anti-CD46 mADb, a kind gift of Dr C Kemper ir69vell,
flat-bottom microculture plates (BD, Franklin Laké$SA) and were cultured in RPMI
1640 medium supplemented with 2 mmol/L glutamirg® IJ/mL penicillin, 200ug/mL
streptomycin, 10% FCS, and 10ng/ml rhiL-2 (TebuResray en Yvelines, France) for 3
days and assessed in chemotaxis assays. Two sairbeshan Trl clones were used.
The first ones were generated from skin delaye@-tyypersensitivity reactions, induced

in healthy human volunteers after an initial sepsiton and a subsequent challenge with
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2,4 dinitrochlorobenzene, as previously describ28).(The second ones were OVA
specific clones generated from peripheral blood onoklear cells of healthy donors with
Crohn disease, which were cultured in the presesfceative OVA in X-Vivo 15

(Cambrex, East Rutherford, NJ) and cytokine-endclrosophila feeder cells as

previously described (24).

Chemotaxis and transwell migration

The different T cell populations were harvested smspended at a concentration of 10
cells/ml in RPMI 1640. The chemotaxis protocol vpasformed as previously described
(25) using a 48-well micro chemotaxis Boyden changbeuro Probe, Cabin John, Md)
with 5um pore polycarbonate filters (Nucleopore [&;dtleasanton, CA) for 2h30 at 37°C
in 5%C02 with CCL18 (R&D Systems, Minneapolis, US#t) concentrations ranging
from 10” mol/L to 10* mol/L. RPMI and CXCL12 (PeproTech Inc, Rocky HUISA) at
10" M were used as negative and positive controls néisely. Each condition was
performed in triplicate. Cells having migrated tigh the filter were counted in the
inferior well, and results were expressed as imfeshemotaxis compared with medium.
In order to recover memory T cells responding toLC&; transwells with 5um pore
polycarbonate filters (Costar, Cambridge, MA) weised. T cells were suspended in
RPMI at a concentration of 2x3€ells/mL and incubated 2h30 at 37°C in 5%CRPMI
and CXCL12 were used as controls. Transmigratedangicells were recovered in the
inferior compartment, and stimulated or not>(t@lls/well) with 1Qug/ml coated anti-
CD3 mAb (OKT3 clone) andi®y/ml soluble anti-CD28 mAb (BD Pharmingen, Franklin
Lakes, USA) in 96-well, flat-bottom microcultureapés (BD, Franklin Lakes, USA). As
baseline cells, non migrated purified memory T <@&lkere also stimulated in the same
conditions. After 3 days of stimulation, the cu#itsupernatants and cells were harvested

for further experiments.

Quantification of the cytokine profile

Concentrations of IL-4, IL-10, IFN-(Diaclone Research, Besancon, France), IL-17 and
TGF31 (R&D Systems Inc, Minneapolis, USA) in cell cubusupernatants were
measured by ELISA, according to the manufacturegsommendations. The level of
sensitivity was 1.1 pg/mL for IL-4, 12.5 pg/mL ftr-10 and IFNy, 15.6 pg/mL for IL-

17 and TGH31. Results were expressed as percentage increass ohigrated memory

T cells.
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Flow cytometry phenotype analysis

The phenotypes related to regulatory T cells weaduated by flow cytometry using a
standardized protocol as previously described (E6}.the extracellular markers, cells
were stained with anti-CD25-PE, anti CD127-APC kb&om BD Pharmingen), anti-
CD103-FITC (Beckman Coulter, Fullerton, USA), a@iLA-4-FITC, anti-CCR4-PE
(both from R&D) and biotinylated latency-associaeptide (LAP) of TGF-31 (R&D)
followed by streptavidin-PE, or LAP/TG[E1-PE for double staining (R&D). For the
intracellular marker, cells were labeled by usimgi-Auman Foxp3-FITC staining set
(eBioscience, San Diego, USA), according to the ufesturer’s recommendations. For
CCL18 receptor expression, cells were labeled Wwitin conjugated CCL18 (Sigma,
Steinheim, Germany) followed by streptavidin-AP&®. As a control we used a small
molecular weight protein derived froflasmodium falciparuma kind gift of Dr S
Tomavo. The complete open reading frame of a ganeding theP. falciparumTAF10
homolog (27) was cloned in-frame into the pGEX-6PABersham, Uppsala, Sweden).
The GST was removed from the recombinant proteingupreScission protease and
glutathione-Sepharose 4B column according to matwfar’s instructions (Amersham).
The purifiedP. falciparumTAF10 was subjected to SDS-PAGE followed by Comieas
blue staining and then labelled using a biotinglatkit (Sigma). For double extracellular
CCL18R and intracellular cytokine expression, celése stimulated for 24h by PMA at
50ng/ml and ionomycin at 1ug/ml. Brefeldine wasexdithe last 4h of the culture. Cells
were stained for CCL18R as described above, themmgabilized using the
Cytofix/CytopermBD Pharmingen kit according to the manufacturessommendations,
and then labelled using anti-IL-4-PE and anti I.-AB (BD Pharmingen).

Real-time quantitative RT-PCR

After removal of the supernatants, the transmigrateemory CDA T cells were
suspended in TRI Reagent® (Ambion, Austin, USA)d dotal RNA was extracted
according to the manufacturer’s procedure. Reveesescription was performed using
the high capacity cDNA reverse transcription kitppAed Biosystems, Foster City,
USA). The cDNA was amplified in triplicate by reaine PCR using the SYBR Green
PCR kit (Applied Biosystems). The amount of FoxpRBMA expression was normalized
to B-actin and calculated according to the comparade&t method. Primer pairs were as
follows: Foxp3, 5'-GAAACAGCACATTCCCAGAGTTC-3’ and '5
ATGGCCCAGCGGATGAG-3’; B-actin, 5-TCCTCACCCTGAAGTACCCCA -3’ and
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5-AGCCACACGCAGCTCATT GT -3.

Proliferation suppression assays

Flow cytometry sorted COE€D25 T cells (510%well) were stimulated in triplicate
wells with soluble anti-CD3 mAb (10ng/mL) and a@i28 mAb (10ng/mL) (BD
Pharmingen) in 96-well round-bottom plates (Cornfdgstar, Corning, USA), in the
absence or presence of CCL18- recruited TIBUSRO T cells at suppressor/responder
ratios of 1:4, 1:2 and 1:1. Irradiated (5000 raaisfologous PBMC were used as APCs
(5x10*/well). Purified sorted CDAD25"" cells were used as positive control of T cell
suppression and medium- and CXCL12-recruited TWMXU5RO T cells as negative
controls of T cell suppression. Proliferation wasasured in triplicates aftgmethylH]-
Thymidine ¢H-TdR) (LuCi/well) (GE Healthcare, Bucks, UK) inporation for the last
18h. Cultured cells were harvested on glass fildter f(Printed Filtermat A, Wallac,
Finland) using the harvester (Tomtec, Wallaarku, Finland) and sealed in a sample bag
after drying and the addition of scintillation ligu(Beckman Coulter, Fullerton, USA).
Incorporated radioactive thymidine was detectedsdintillation counting using a 1450
Trilux B-counter (Wallac, Turku, Finland), and estimatedcount per minute (cpm).
Results were expressed as percentage of prolderatiSEM of CDACD25 effector
cells alone. In some experimentslgimL neutralizing anti-IL-10 (R&D) fig/mL
neutralizing anti-TGB (R&D) or 1ug/mL isotype antibody was added to the cultures. To
investigate a contact-dependent mechanism, 'CD25 T cells were separated from
CD4'CD45R0 T cells recruited by CCL18 by using a 96 transvpddite with 0.4um

polycarbonate membrane (Corning, Avon, France).

In vivo model of SCID mouse grafted with human skin

Skin from human donors was obtained from thoragesyrin which skin was discarded.
Skin was kept in sterile normal saline with addeshipillin and streptomycin and
transplanted onto SCID mice within 2 h after hatwgs Blood from the same donors
was collected on heparin 6 weeks after surgery.prawcol was approved by the Centre
Hospitalier Régional et Universitaire ethical cortte® (n° 96102). All donors signed an
informed consent form according to the declaratibHelsinki protocols.

Inbred mice with severe combined immunodeficier@B17 SCID mice) were obtained
from breeding pairs originally provided by M. Lieb®an (Stanford University, Stanford,

CA) maintained at the Institute Pasteur of Lille sterilized isolators. Leaky mice
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(displaying spontaneous IgG production after 6 weskage) were discarded. Mice were
housed under pathogen-free conditions. Animals waredled according to the ethical
principles of animal experimentation established thg European Center of Tufts
University.

Skin grafting was performed as described previo(&8y 29). Briefly, after anesthesia, 6-
to 8-week-old mice were prepared for grafting bsshg the hair from a 5-cfrarea on
each side of the lateral abdominal region. Twoutancgraft beds, approximately 1.5 cm
diameter, were prepared by removing shaved mouse Bkll thickness human skin
grafts of the same size were placed onto wound.bBEuds use of two skin grafts per
mouse allowed each mouse to be its own control. tfdresplants were held in place
using 6/0 silk suture material and covered wittadhesive wound dressing and then with
a standard bandage. Dressing material and sutuese wemoved 10 days after
transplantation.

Six weeks after human skin transplantation, angdltasGM1 (1/20 dilution, Wako,
Osaka, Japan) was injected intraperitoneally tarabze murine NK activity. Twenty-
four hours later, SCID mice were reconstitutedaipéritoneally with 20 x fautologous
PBMC purified from the donor’s blood and suspenoe®BS. The use of mononuclear
cells and skin specimens obtained from the sameahuthonor for each group of mice
was of importance in this SCID mouse model, becauseoided allogenic reactions
during the reconstitution phase. Recombinant huetamokine CCL18 at a dose of
2.5ug with 5% Evans blue dye (Sigma) to mark the sifeirgection was then
immediately injected in one of the two skin grafdn the opposite site, skin graft was
injected with a diluent containing an equivalentoaimt of BSA and 5% Evans blue dye
to serve as control. Twenty-four hours later, hurslkin biopsies were performed at the
site of injection marked by Evans blue dye usingylandrical sterile punch and cut into
two halves. One half was immediately embedded inT G&®@mpound (Labonord,
Villeneuve d’Ascq, France), snap-frozen in isopastarecooled in liquid nitrogen, and
stored at -80°C. The other half was fixed in 4%af@amaldehyde, washed in 15%
PBS/sucrose before OCT embedding, freezing, amdgeat -80°C.

Immunohistochemistry

Cryostat sections (6um) of PFA-fixed tissues weng, @ir dried, and wrapped in
aluminium foil and stored at -20°C for immunohigtemistry. Anti-human CD45, CD25

(interleukin-2 receptor chaim), and CD4 antibodies were purchased from Becton

115



Dickinson (San Jose, California). Anti-human CD45R@l CD45RA were from Dako
(Glostrup, Denmark), anti human Foxp3 was from Ab¢&ambridge, UK), anti-human
IL-4, IL-5 and IL-10 were from Pharmingen (San DiedCA), and anti-human IFN-
antibody was from Ibt (Hycult Biotechnology, UdeNgetherlands). Fast Red (Fast
Red/naphtol ASMX tablets) was from Sigma, St Queriallavier, France. For all
antibodies except anti-human IL-4, IL-5 and Il-16tibodies, immunochemistry was
performed using a modified Alkaline Phosphatasea-Aiitaline Phosphatase method as
previously described (26). Briefly, PFA-fixed cryassections were incubated in 0.3%
Triton X-100 for 20 minutes, washed in Tris-buff@realine and incubated with the
primary antibody overnight d4°C, and successively incubated 30 min with rahbtt-
mouse Ig and then monoclonal alkaline phosphatais@i&aline phosphatase antibodies,
both from Dako diluted in 20% normal human A&rum. The coloration was developed
using Fast Red and sections were counterstained b@matoxylin. Irrelevant primary
antibody of the same species was used as negatiteok For IL-4, IL-5 and IL-10,
immunohistochemistry was performed by using a nmedifividine complex method, as
previously described (14). Briefly, PFA-fixed sects were incubated in 0.3% Triton X-
100 for 20 min and with PBS containing 1% hydrogenoxide. Endogenous biotin was
quenched by using a Vector Laboratory kit (Peteybgh, UK). Sections were
preincubated with rabbit serum and incubated ogétnwith the anti-cytokine antibodies
in PBS containing 0.1% saponin (Sigma). Sectiongweated with the ABC Vectastain
Elite kit (Vector) and the color developed by ustigminobenzidine tetrahydrochloride-
nickel (Vector). Substitution of the primary anttyowith an irrelevant antibody of the
same species was used as a negative control. Amtah antibodies displayed no cross-
reactivity with murine structures, as verified bymunohistochemistry on cryostat
sections from biopsies performed at the border eetwhuman and murine tissue. Slides
were encoded and counted in a blinded fashion2&Oxmagnification using an eyepiece
graticule. For skin sections, the upper edge of ghd was placed at the epidermal
junction. For each specimen, at least three sextizgre evaluated, from which 3 to 6
fields were counted for immunohistochemistry. Algelnumbers of positive cells were

counted per mm2.

Statistical analysis
Statistical analysis was first performed within gubgroups by using one way analysis of
variance tests and, when significant, followed logtphoc multiple comparison tests.

values of less than 0.05 were considered as statigtsignificant. Statistical analysis
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was performed using the Graphpad prism 4 softw@raghPad Software, La Jolla).

Results

CCL18 attracts human CD4'CD25""CD127°" regulatory T cells but not Trl clones

in vitro

To investigate whether CCL18 can attract human ,Trelgemotaxis assays were
performed on different models of human Treg atedéht concentrations of CCL18
ranging from 10" to 10’ M. The constitutive expression of CD25 on CDHcells is a
marker of Treg (2), although this receptor is datsmsiently up-regulated by activated
effector T cells. A low expression of IL-7 recept@D127 has been shown to
discriminate CDACD25" Treg from activated effector CD@D25 T cells (30).
Therefore, highly purified flow cytometry sorted mery CD4CD25"" and
CD4'CD25""CD127°" Treg were assessed, as well as polarized Trldgf, i.e.in
vitro anti-CD3/CD46 polarized IL-10 secreting Treg (3nd IL-10 producing Trl
clones. For flow cytometry sorting, purified memd@p45RO T cells were used in
order to discard naive T cells, which are stroragtyacted by CCL18, and because most
Treg are memory cells. For Cb@D25"" and CD4CD25""CD127°" cells, we used
CD4'CD25 and CD4CD25CD127 cells as negative controls respectively. As shown
Fig. 1A and 1B, sorted CD€D25"" and CDACD25""CD127°" cells dose-
dependently migrated in response to CCL18 with aimal effect at 10M and 10°M,
whereas control cells did not. In contrast, pokatiZreg were not attracted by CCL18
either at 24 or 48h of differentiation (Fig 1C). &ssess more physiological Trl type
cells, clones derived from skin and PBMC were eamd in chemotaxis assays.
However, as for the differentiated cells, CCL18 wasable to attract such cells either in
a resting state or after antiCD3/CD28 stimulatidaté not shown). It has been shown
that human Treg can preferentially express the okéra receptors CCR4 and CCRS8 (9-
12). Therefore, the migration of sorted memory QD@R4 cells in response to CCL18
was also assessed. As shown in figure 1D, TIAR4 were dose-dependently attracted
by CCL18 with a maximal effect at TM. We were unable to evaluate the attraction of
CD4'CCRS cells by CCL18 because of the lack of specifiagfythe commercially
available anti-CCR8 antibodies, which did not allo@ll sorting, at least in our hands.
Altogether, these findings suggest that CCL18 etisranemory T cells expressing CCR4
and highly purified CDACD25""CD127°" Treg but not Trl clones.
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Human memory CD4 T cells attracted by CCL18in vitro display some phenotypic
characteristics of regulatory T cells but do not egress Foxp3

To assess if CCL18 was able to preferentiallyugcegulatory T cells in a competitive T
cell environment, we performed experiments the rothay around, i.e. evaluated the
phenotype of T cells attracted by CCL18 among relacted memory T cells. For this
purpose, CDACD45R0O T cells were isolated by magnetic cell separagioa allowed to
migrate in a transwell system in response t3'100°, and 10 M CCL18 or controls
(medium and CXCL12 at 10M). After 2h30, cells were harvested from the lowe
compartment. As previously described (20), a mddelaut significant and dose-
dependent attraction of memory CD# cells by CCL18 was obtained (43,2 + 5,7%
increase at CCL18 10M as compared with medium, p< 0.001), which wasremo
important for CXCL12 (226 + 44% increase) (data stodwn). The harvested cells were
allowed to recover for 24h before flow cytometryepbtyping. As baseline, memory T
cells maintained in the same conditions but natvadld to migrate were used. Even
though there is no clear specific cell surface mad Treg, some markers have been
shown to be preferentially expressed on human Tiregparticular CD28%" (2),
CD25"9"CD127°" (30), LAP/TGF1 (32), CD103 ¢EB7 integrin) (33) and CTLA-4
(3). As shown in Fig. 2A, in memory CD4ells recruited by CCL18 at T0M and 10°

M as compared with baseline level before migratitvere was a small but significant
increased percentage of cells expressing ¢825.35 + 1.1% and 4.69 + 0.86% versus
3.91 + 0.63% respectively), CD?8CD127°" (6.9 + 1.7% and 5.67 + 0.56% versus 4.73
+ 0.9%), and LAP/TGF-R1 (6.34 + 1.9% and 5.88 +7%3versus 2.87 + 0.45%),
corresponding to approximately 30% enrichment fier two first populations and 100%
for the last one. Memory T cells recruited by mediand CXCL12 at IOM were not
enriched in these populations. In contrast, theas wo differential expression of the
surface markers CD103 and CTLA-4 (Fig 2B). Althoupkre was no elevation of the
number of CDACCR4 T cells (data not shown), we observed a strongegpitation of
CCR4 mean fluorescence intensity (MFI) in the CCké&uited cells population,
suggesting a preferential recruitment highly exgires CCR4 cells (504.4 + 182.3 MFI
for CCL18 at 10M compared with baseline (214.1 + 62.4 MFI) (Fifg)2As another
readout of Treg, the T cell transcription factorxp®, was assessed by intracellular
staining. However, as shown in Fig. 2C, there wasintrease in the percentage of
CD4'CD25""Foxp3 cells, whatever the attracting molecule. To confithese data,

MRNA expression for Foxp3 was evaluated by Q-RT-P&&at the protein level, Foxp3
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MRNA was not increased in CCL18-recruited cellggdzot shown). Although CCL18
putative receptor(s) (CCL18R) remains unknown, Wwecked its expression by flow
cytometry on memory COE€D25""
figure 2D, only few memory CD€D25 T cells bound CCL18 (4.28 + 0.72 %), whereas
the percentage of CCL18 binding cells was doubie@D4 CD25"" cells (8.25 + 1.4%).

Thus, CCL18-recruited memory CDZ cells display some characteristics of Treg, i.e.

cells using a biotinylated ligand. As shown in

high expression of CD25 and LAP/TGF-31, low expmssf CD127, but no expression
of Foxp3.

Human memory CD4’ T cells attracted by CCL18in vitro produce IL-10 and TGF-
31 upon activation

To evaluate the polarization profile of memory Tlseecruited by CCL18, cytokine
production was examined. The same transwell systestribed above was used, the
recovered cells were stimulated by anti CD3/CD2&badies for 3 days and the
supernatants harvested and analyzed for IL-4, yFN-10, TGFf1, and IL-17
production by ELISA. As baseline, memory T celisnsilated in the same conditions but
having not migrated were used. As compared with Haseline, memory T cells non
specifically recruited in response to culture mediexhibited a general 50% increase in
their cytokine production, showing that transmigmatnon specifically activated these
cells (Fig. 3A). Cells recruited by CXCL12 exhildtan increased production of IL-4, IL-
10 and IL-17 as compared with medium, consistetit wie ubiquitous chemoattractant
effect of CXCL12 on diverse T cell subpopulatiolmscontrast, memory T cells recruited
in response to CCL18 exhibited a significant inseeaf regulatory cytokines, i.e. IL-10
and TGFB1 at the highest concentration of CCL18 (respebti®€9.2 + 75.1 and 122 +
27.4% increase). IL-4 producing cells were also enattracted by CCL18 at fam
concentration (161.9 £ 44.4% increase), althougla tesser extent than for CXCL12
(284.9 = 76.9% increase), whereas no significaffier@ince was observed for IFjNand
IL-17 producing cells. In order to evaluate thepgmion of cells expressing CCL18R in
IL-10 and IL-4 producing cells double immunostagimwas performed on baseline
memory CDZ4 T cells stimulated with PMA and ionomycin and exsed by flow
cytometry. Double immunostaining was also perfornf@dcell surface CCL18R and
LAP/TGF{31 on non stimulated memory T cells. Representatiot plots of double
immunostaining are shown in figure 3B, along withe tindividual percentages of
CCL18R found among IL-4, IL-10, and LAP/TG#- positive cells in 5-6 subjects. The
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mean percentage of CCL18Rells was 14.5 + 2.9 in IL 4cells, 26.3 + 5.8 in IL-10
cells, and 15.3 + 0.8 % in LAP/TGEL" cells.

These data show that besides the known chemoaitraaft Th2 cells (14), CCL18 also
recruits cells able to produce immunosuppressivekayes.

Human CD4" T cells attracted by CCL18 in vivo express CD25 Hunot Foxp3 and
produce IL-10

In order to confirm the phenotype of CCL18-recrditeD4 T cellsin vivo, we used a
humanized model consisting in a SCID mouse modafteg with human skin and
reconstituted with autologous mononuclear cellsLT&; as well as its diluent, were
injected into the skin grafts and biopsies werdgoered 24 hours later and analyzed by
immunohistochemistry. First, the cell infiltratengeated by the injection of CCL18 was
assessed as compared with the control diluentll§ reeruited by CCL18 included naive
(CD45RA"), memory (CD45RQO (Fig. 4A) and CD4 T cells whereas CDS8T cells
were not found (data not shown). Consistent withinhvitro findings, the CD25 marker
was up-regulated in CCL18-injected graft, whereas Foxp3 positive cells were
evidenced (Fig.4A). Next, we examined the cytokprefile expression of CCL18-
injected grafts and found an elevated percentage-4f and IL-10 cells in comparison
with the diluent-injected site (Fig. 4B). In cordtano increased immunostaining was
observed for IL-5 and IFN: Examples of immunostaining are shown in Fig 5eséh
results confirm the ability of CCL18 to recruit vivo CD4™ T cells having a phenotype

compatible with a regulatory function.

Human memory CD4 T cells attracted by CCL18 suppress T cell prolifeation
through an IL-10-dependent mechanism
To definitively assess if the cells recruited by I8 were truly regulatory cells,
functional assays were performed. The abilitynofitro CCL18-recruited memory CD4
T cells to suppress effector Co@D25 T cell proliferation was evaluated. Highly
purified flow cytometry sorted CO€D25 and CD4CD25 T cells, as well as memory
CD4" T cells recruited by medium, CXCL12 or CCL18 wandkled at increasing ratio to
a fixed number of irradiated PBMC and autologousAGID25 effector cells stimulated
with soluble anti-CD3 and CD28 antibodies. The tiddiof CD4CD25 effector cells
(negative control) resulted in increased T celllifeation whereas the addition of
CD4'CD25"" Treg (positive control) resulted in a ratio-depemtd suppression of
proliferation (60.25% inhibition at 1:1 ratio) (Fi§A). Addition of memory CD4CD25
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T cells recruited by medium or CXCL12 did not sigrantly suppress T cell
proliferation compared with the negative contrah dontrast, addition of CCL18-
recruited memory CD4T cells significantly suppressed proliferation camga with the
negative control (42.7% inhibition at a 1:1 rat{g)g. 6A). Two main mechanisms are
demonstrated to contribute to Treg suppressior, aattact and soluble inhibitory
molecules, such as IL-10 and T@H34). To investigate the mechanism involved in the
suppressive effect of CCL18-recruited memory QD@25 T cells, inhibition and cell
contact experiments were performed. Blocking dntl-0 antibodies completely reversed
the suppression of responder T cell proliferatibralaratio (Fig.6B). The addition of
blocking anti-TGFB antibodies induced a small recovery of T cell echtion, which
was not statistically significant (Fig.6B). To detene whether part of the suppressive
effect was cell-contact dependent, CCL18-recruiteanory CDAT cells were separated
from CD4'CD25 effector cells by a 0.4m pore size membrane in a transwell. Under
this condition, the proliferation of CD@D25 effector cell remained inhibited (40.8%
inhibition at a ratio of 1:1) (Fig.6B). These datdicate that CCL18 recruits Treg, which
inhibit CD4'CD25 effector cell proliferation through IL-10- but natell contact-
dependent mechanisms.

Collectively, these findings show that CCL18 iseald recruit Treg, which act through

IL-10 production but do not express Foxp3.

Discussion

In this study, we show for the first time tHaCL18 recruits a particular subset of Treg
expressing CD25, LAP/TGF-31 but not Foxp3, andngcthrough IL-10. Hitherto, a
number of Treg subsets have been reported incluthigral and adaptive T cells. CD4
T cells expressing constitutively CD25 were firstlgscribed as natural Treg conferring
self-tolerance. However, the IL-2 receptor CD25%jipressed by activated effector T
cells as well. Human T cells expressing high lee#lI€D25, rather than cells expressing
low levels of CD25, were shown to support Treg\aisti(2). The expression of IL-7
receptor CD127 was demonstrated to help in disoatnig CD4CD25" Treg, which
down-regulate CD127 (CD15Y), from activated effector CDED25 T cells, which
up-regulate CD127 (CD129") (30). In the present study, CCL18 induced a clear
recruitment of highly purified CO€D25"" and CD4CD25""CD127°" T cells,
whereas these cell populations appeared less tetmrhen non selected total memory T
cells were used, arguing for a competition withifiedent responding sub populations.
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However, these cells did not express Foxp3 at ttedeim and the mRNA levels.
Although not expressing Foxp3, CCL18-recruited Tiscevere truly Treg as shown by
their functional ability to inhibit T cell prolifation. This particular phenotype was also
observedn vivoin a physiological setting of human skin leukocsgeruitment, showing
that the observed phenotype was not linked tonawitro artefact. Expression of the
transcription factor Foxp3 is a defining featurenatural Treg (1), which arises during
thymic development through high-affinity recognitioof self antigens (35, 36).
Therefore, these data suggest that CCL18-recrdited are not natural but adaptive
Treg. CCL18-recruited Treg were demonstrated tataciugh IL-10. The production of
IL-10 by CD4 T cells has been associated with different subsét$reg including
Foxp3 cells, in particular in humans and among the eriglly induced adaptive Treg.
The best characterized of the latter subset aregllatory type 1 cells (Trl cells),
originally described as a product of naive CD4+ellscactivatedex vivoin the presence
of IL-10 or by IL-10-conditioned dendritic cells{338). Trl cells are characterized by
abundant production of IL-10 and produce suppresbip a cell contact-independent,
cytokine-dependent mechanism that involves bothlQL-and TGF-B (7). These
characteristics fitted with the general properaé€CL18-recruited Treg cells, however,
CCL18 did not attract Trl clones, or antiCD3/CD4Bedentiated T cells. It is of note
that the Trl clones that we used in this studyedidress Foxp3 (24), feature that was
missing in the cells recruited by CCL18. RegardantyCD3/CD46 differentiated T cells,
they were originally considered as Trl type cefikdd to their ability to suppress T cell
proliferation and produce the suppressive cytoklné0 (31), however, more recently
their mechanism of action has been shown to invghamzyme mediated cytotoxicity
(39). Among other Treg populations not expressingpB, a subset of CD6GD4" T
cells has been described to suppress T cell prafiéen through membrane-bound TGF-
7 in mice (40). However, in contrast with CCL18-ngted Treg, that subpopulation
does not express CD25 and does not produce ILdlihwgrout a potential similarity
between them. CCL18-recruited Treg expressed iseckdevels of LAP/TGF-31. The
latent form of TGF-R1 has been previously detectedhe surface of activated human
and mouse Foxp3Treg and shown to convert Foxd3cells into Foxp3 Treg (41-43).
Very recently, this marker has been shown to charae in humans another subset of
CD4" Treg not expressing Foxp@!4). In the latter study, LAP/TGF-R1 expressietjsc
were found mainly within the CO€D25"" T cells as compared to the CID25™ and
CD4'CD25°" populations. This CD4AP/TGF-RIFoxp3 subset produced IL-10 and
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TGF-R1 upon stimulation, and exhibited TGF-31- dbd0- dependent suppressive
activity in vitro, therefore exhibiting characteristics very simitar those of CCL18-
recruited Treg, and suggesting that CCL18 may repart of this sub population. We
have recently shown that CCL18 was also able toergee adaptive Treg from
CD4'CD25 effector T cells (22). In contrast with the preséndings, 72 to 96h were
necessary to generate these cells, which expreBegd3 and acted through both
cytokine and contact dependent mechanisms. Therefd€L18 has a double effect,
immediately by recruiting a particular subset oéJrand after a few days by generating
them.

The suppression of ongoing immune responses inrgvassues requires that Treg
express a diverse array of adhesion and chemokureptors (45, 46). The appropriate
localization of Treg into distinct tissues is egsdnfor their in vivo activity. The
receptor(s) binding CCL18 remains unidentified toddowever, the present data suggest
that some Treg express CCL18 receptor(s) sincerthgsate in response to the molecule
and are able to bind the labelled ligand. Of irgerthe chemokine receptor CCR4 is also
expressed by Treg (9-12, 47), and found in the I(#®) . Although CCR4 is not a
receptor for CCL18 (14, 49), it appears to be yickkpressed on the membrane of the
cells recruited by CCL18. CCR4 expression on Trelgsas functionally activen vivo.
Indeed, mice with a complete loss of CCR4 in thegTcompartment develop severe
inflammatory disease in the lungs related to a laicRreg accumulation in this organ
(50). Altogether, these data suggest that coexipress CCL18R and CCR4 on Treg
may favour their localization to the lung. Moreov&CL18 is highly expressed by
healthy alveolar macrophages and by alternativetiyated macrophages, which are well
documented to have anti-inflammatory propertiesiefent study has shown that Treg
steer monocytes toward alternatively activated rogt@@macrophages which secrete
high levels of CCL18 (51). Altogether, these datgest that CCL18 could play a
crucial role in maintaining lung tolerance by attnag Treg into the lung and by
contributing to Treg - alternatively activated mazmnage mutual interactions.

However, there are evidences that CCL18 is alsdicatpd in allergic diseases. We and
others have shown that CCL18 is up-regulated l®rgeh stimulation and overexpressed
in a number of allergic diseases including allerggthma, atopic dermatitis and vernal
keratoconjonctivitis (14, 52, 53). Furthermore, ABLexhibits a chemotactic activity
toward Th2 cells, which are the cornerstone ofdltergic reaction (14). This ability was

confirmed in the present study, where, beside Teequitment, Th2 type cells were also
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attracted, as shown by the IL-4 production of theruited cellsn vitro andin vivo, and

by the binding of CCL18 to IL-4 producing cells. lthough the ability of CCL18 to
attract both Th2 and Treg cells can appear comtt@agi, a differential attraction cannot
be excluded. CCL18-mediated Th2 versus Treg celurenent may be affected by a
competitive effect linked to a different chemokineceptor, by microenvironmental
factors such as endothelial integrins and glycosaglycans, by homo or
heterodimerization of CCL18 and/or its receptotelastingly, these two cell subsets
have been proposed to derive from the same celilptpn as they both overexpress a
number of similar gene transcripts, including theraokine receptors CCR4 and CCRS,
which might explain a conserved chemokine recegxpression on the two subsets (54).
Accordingly, it has recently been shown that Th2nogy cells can be converted into
Treg able to suppress allergic asthma (55). Onother hand, some reports show the
coexistence of these two subsets at sites of allerfammation (56).

This overlap of CCL18 receptor expression on Tred &h2 subsets may allow their
colocalization in the lung in order to act as autatpry feedback mechanism in allergic
inflammatory conditions. In basal conditions, asered in our study, the global effect
of CCL18-recruited cells is suppression of T cell proliferation, suggestingegulatory
function of this chemokine in healthy humans.

In conclusion, this study shows that CCL18 actisatagration of human Treg. Then,
CCL18 may contribute to maintain tolerance andimpsess deleterious inflammation by
attracting Treg into tissues, acting in particutathe major host-environment interface
that is the lung, where it is highly and constitaty expressed. Therefore, CCL18 may
be an attractive therapeutic target, in particilanflammatory pulmonary diseases.
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Legends to figures

Figure 1. Chemotactic effect of CCL18 on differentCD4" Treg subpopulations.(A)
Flow cytometry sorted CO&D25"" T cells compared with CD&D25 T cells, (B)
Flow cytometry sorted COELD25"9"CD127°" T cells compared with CDZD25
CD127 cells, (C)in vitro differentiated anti CD3/CD46 Treg after 24 and 4&h
differentiation, (D) flow cytometry sorted CD@CR4 cells compared with CDECR4
cells. Chemotaxis assays were performed using ad@oyhamber, with CCL18 at
different doses, RPMI medium as negative contral &XCL12 as positive control.
Results are expressed as mean index of chemotdaied to medium + SEM of n = 6
experiments for each subpopulation.*p<0.05, **p<40.0

Figure 2. Phenotype of memory CD4 T cells from healthy subjects recruited by
CCL18. Peripheral memory CD4T cells were allowed to migrate in a transwelltsys
against culture medium, CXCL12 or CCL18 for 2h3@cBvered cells were rested
overnight and stained for expression of the surfaokecules CD25, CD127, LAP/TGF-
1, CD103, CTLA-4 and CCR4, and for intracellulapesssion of Foxp3. Results are
expressed as (A) mean % of positive cells £ SEMnfe®-11 subjects, (B) mean Mean
Fluorescence Intensity (MFI) £+ SEM for n=7-11 suige and (C) mean % of positive
cells £ SEM for n=9 subjects, * p<0.05 comparechwitedium, # p<0.05 compared with
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baseline non transmigrated cells. (D) Cell surfaioeling of CCL18 on purified memory
CD4'CD25 cells versus CDLD25 T cells. Results are expressed as mean % of
positive cells + SEM for n=6 subjects.

Figure 3. Cytokine profile of memory CD4" T cells recruited by CCL18. (A)
Peripheral memory CD4T cells were allowed to migrate in a transwelltegs against
culture medium, CXCL12, or CCL18 for 2h30. Recoderells were rested overnight
and stimulated for 3 days. The production levellet0, TGF{1, IL-4, IFN-y andIL-17
wasevaluated by ELISA. Results are expressed as meacr#ase + SEM as compared
to stimulated baseline cells for n=8-12 subjects<(:05 **p<0.01 compared with
medium. (B) Peripheral memory CD7 cells were double stained with labelled CCL18,
and intra cellular anti IL-4 or IL-10 antibodieRepresentative dot blots are shown on the
left with the % of positive cells indicated in eaghadrant, and the mean % of CCL18R
positive cells + SEM among IL4and IL-10 cells on the right. n = 5-7 subjects.

Figure 4. Human T cell subpopulation and cytokine expressingell recruitment in
skin xenografts from humanized SCID mice 24 hours fter i.d. CCL18 versus
diluent injections.

CCL18 was injected into human skin xenografts imiatetly after i.p. reconstitution with
autologous PBMC. Cryostat sections of human skapdies were immunostained with
(A) monoclonal antibodies against human CD45Raive T cells, CD45ROmemory T
cells, CD25 and Foxp3 cell subpopulations. Results are expressed as maaber of
positive cells + SEM per mm2 for n=3 mice. (B) witintibodies against human

cytokines. Results are expressed as above.

Figure 5. Microphotographs of immunohistochemistry on cryosta sections.

Human skin graft 24 hours after diluent injectiommunostained with anti-CD4 antibody
(A), or after CCL18 intradermal injection immundsed with anti-CD4 antibody (B),
anti-CD25 antibody (C) or anti-IL-10 antibody (DArrows point out positive cells.
Original magnification x250.

Figure 6. Inhibitory effect of CCL18-recruited memory CD4" T cells on
proliferation of CD4°CD25 effector cells. (A) Memory CD4 T cells recruited by
CXCL12 or CCL18 were added at suppressor/resporateys of 1:4, 1:2 and 1:1 to
autologous CDZ4CD25 effector cells stimulated with soluble anti-CD3dacD28

antibodies. Irradiated autologous PBMC were usedRSS. Proliferation was measured
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by incorporation ofH-thymidine at 48h. The CD€D25 and CD4CD25 T cells were
used as negative and positive controls respectividlg results are presented as mean
percentages + SEM of proliferation of CIl#D25 cells alone, *p<0.05, **p<0.01**
p<0.001compared with the negative control. n=6 experimavith triplicate wells for
each condition. (B) Mechanisms involved in the lnitfory effect of CCL18-recruited
cells on the proliferation of CD&D25 effector cells. Isotype, anti-IL-10 or anti-TGF-R1
neutralizing antibodies were added to the co-celgystem, and a transwell system was
used to abrogate the cell contact between the sapmr and responder cells. Results are
expressed as above *p<0.05 **p<0.6dmpared with isotype treated memory T cells.

n=4 experiments with triplicate wells for each ciiod.
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Figure 1
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 6
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Article IV

La chimiokine CCL18 inhibe I'asthme allergique expé&mental

Jules Gilet, Ying Chandmane Azzaouj Saliha Ait Yahia, Philippe MarquilliedHan
Vorng, Benoit Wallaert, and Anne Tsicopoulos.

En préparation

Problématique et approche expérimentale

CCL18 est produite au niveau pulmonaire et estitadpar les cytokines Th2. Cette
chimiokine permein vitro de recruter des Lc Th2, des polynucléaires bakepht induit
une histaminolibération par ces cellules. Un antégoe spécifique du CCR3, ainsi que
la capacité de recruter des lymphocytes T a fonotbté suppressive prétent toutefois
des propriétés anti-inflammatoires a cette chinmeki Méme si il n’existe pas
d’homologue de séquence de CCL18 chez la sounsyémepteur putatif y est présent
comme montré par 'effet chimiotactique de CCL18nlain sur diverses populations
murines  Un modele d’asthme allergique chez la ispuavec administration
intratrachéale de la chimiokine pour mimer une eggion préférentielle pulmonaire, a

permis d’évaluer le role de CCL18 dans l'inflamimatasthmatique.

Résultats de I'article

L'administration de CCL18 par voie intratrachéalde souris Balb/cBYJ sensibilises
permet d'inhiber le développement de la réactiothnaatigue, en diminuant
I'inflammation pulmonaire (réduction de linfiltrah €osinophilique, inhibition de la
production locale de cytokines Th2, inhibition depkoduction de mucus) et protége ces
derniers contre l'altération de leur fonction resgiire (protection contre I'hyperréactivité
bronchique, avec inhibition de I'hypersécrétionnaécus). Cependant, on n’observe pas
de modifications de la réponse humorale, mais anemeévidence une attraction de Lc et
de DC au niveau pulmonaire. Les mécanismes étutd@s pas mis en évidence

d’augmentation de Treg ou de pDC.

Conclusions
L’administration du CCL18 inhibe nettement les pag¢tres de I'asthme expérimental.
Toutefois, les mécanismes cellulaires a l'origine dette protection semblent

indépendants des grandes voies de régulationréadéion.
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CCL18 inhibits experimental allergic asthma

Jules Gilét), Ying Chan{, Imane Azzaouf’, Saliha Ait Yahi&, Philippe
Marquillies™, Han Vorng", Benoit Wallaef®)®), and Anne Tsicopould3®.

DEquipe « Immunité Pulmonaire » du Centre d'Infettet d’'Immunité de LilleFrance.
@Meakins-Christie Laboratories and Respiratory Doris Department of Medicine
McGill University, 3626 rue St, Urbain, Montreal GQQ H2X 2P2 CanaddClinique
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Introduction

The prevalence of asthma has shown a remarkalde naithe last past two decades,
especiallyin western countries. This disease is a chronicrmfiatory reaction induced
by environmental factorgn genetically predisposed individuals. Asthma israbterized
by lung recruitment and activatioof Th2 lymphocytes, eosinophils and basophils [1],
and is associated to an extensive productibmallergen-specific IgE. These antibodies
bind lung granulocytes through a high-affingpecific receptor(FceRI) and trigger cell
exocytosis when allergen is inhaled [2]. This pheaoon leadso the generation of
oxidative stress that is extremely destructivetfa cells of the lung mucosandto the
release of numerous lipidic and proteic factorshsas leukotrienes and histamifidese
inflammatory mediators promote mucus hypersecrebgngoblet cells and potentiate
contractility of smooth muscles in the tracheobronchial treeresponse to external
stimuli [3], leadingto bronchial hyperreactivity that is a characteristicallergic asthma.
Functionally, the asthmati@actionis organized through a very complex network of low-
molecular-weight proteins: the chemokin€keseproteins are secreted in part by cells of
the immune system, and by tissues suchbm@mnchial epithelium and vascular
endothelium, allowing the specific recruitment itlammatory sitesof the different
cellular actors driving the asthmatic reaction Juding Th2 lymphocytes aneosinophils
[4]. Chemokines are classified in four subfamiliepending on the position of conserved
cystein residues in the amino-terminal part ofphateins: CXC, CC, C and CX3C. Most
of the chemokinednvolved in the asthmatic reaction belong to thi@-chemokine family
[5]. CCL18 is a human chemokine, also know as DCLQ®], PARC [7], AMAC-1 [8],
and MIP-4 [9].1t is mainly expressed in the lung [7], secreted htigan presenting-
cells (alveolar macrophagesnd dendritic cells), and its expression is induced T2
type cytokines [8]. Recently, wdemonstratedhat CCL18 attracted Th2 lymphocytes
and basophils, and induced basophil histamine selg0]. Higher levels of CCL18

were also observed in broncho-alveolar lavage diuidm untreatedasthmatic patients
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than from non asthmatic patients. Altogether, thds¢a suggested that CCLMas
involved in the asthmatic reaction, and magteptially increase the pathological
featuresof asthma.

However, we also observed that vitro, the allergen-induced secretion of CCL18 by
PBMC of allergic patient was late (starting at 48 houssjggesting that CCL18 might be
involved in thevery laststages of the asthmatic reaction. Moreover, theression of
CCL18 by antigen-presentincellsis strongly induced by IL10 [8] [11], a suppressiv
cytokine able to inhibit the functions of DC [1&3 well as Th2 cells [13]. Furthermore, it
has been shown that CCL18 has an antagonisticitgctm CCR3 [14], a chemokine
receptor which allow the recruitment of luegsinophils andbasophils during the
asthmatic reaction. These results suggest teapie its Th2-associated patteai
expression, CCL18 may be related to the processsolution ofasthma.

In order to define the physiological function of CX8 during the asthmatic reaction, the
use ofanimal models is of first interest. Nevertheless, no midartholog of CCL18 has
been identified yetMostof the human CC chemokine genes, including CCL18, are
mapped in a specific clustam chromosome 17, and have been generated during the
evolutional process by gene duplicatiand partial deletion [15]. Thus, it has been
suggested that the genetic events leading togémerationof CCL18 gene, likely have
happened after the diversification of rodents ancthaes[16]. However, many works
have demonstrated that recombinant human CCL1®lsdically activeon murine cells,
inducing chemotaxis of mouse leukocytesvitro, as well asn vivo, into theperitoneum

of CCL18 injected mice [17] [9]. CCL18 attracts mdaB murine lymphocytes and
preferentially attracts naive T cells rather thaammry T cells [17]. Interestingly, this
activity on murine cellss very similar to that observed on human cells [, ihdicating
that despite the apparent absence of sequencelogith@CL18 receptor, as well as a
functional homolog of this chemokine, probably éxmsmice.

To evaluatein vivo the function of CCL18 during the asthmatic reactiore used a
murine modelof OVA-induced asthma. In order to mimic a localrponary secretion of
CCL18, weadministeredrecombinant human CCL18 to mice by the intratratheute.
We report here thathe administration of CCL18 induced a strong inhibition of the

experimental features athma.
Methods

Chemotaxisassays

Spleens from naive Balb/cBYJ mice (Janvier, Le Geis Isle, France) were smashed in
137



a potter. After RBC lysis using an hypotonic solution (1% NH,CI, 10 mM
NaHCQ,0.1 mM EDTA, pH = 7,4), splenocytes were filtered thrbug 70 pm nylon
mesh and resuspendedcomplete medium consisting in RPMI 1640 + 10% FO8M
supplemental L-glutamine and d/L ticarcylin (Invitrogen, Cergy Pontoise, Frahce
TCD4" (purity > 98 %) and B220(purity > 90%) lymphocytes were then obtained from
splenocytes after cellular enrichment using Miliepuyrification kits (Miltenyi biotech,
Paris, France). After purification, cells were ssended at @oncentrationof 2x1¢°
cells/mL for use in a chemotaxis assay. CCL18 (@brcentration of 1&to 10° M) and
control RPMI 1640 were added in a 48-well micro rabéaxis chamber (NeuroProbe,
CabinJohn,MD) with 5-um pore polycarbonate filters (Nucleopore CoRlgeasanton,
CA) during 2-3hr at 37°C in 5% CO2. Human CXCL12vesll as murine CCL11 at a
concentration of 10 M (Peprotech, Neuilly-sur-Seine, France) were wsegositive and
negativecontrolsrespectively. Each condition was performed inlitigge. Cells that had
migrated through the filtewere counted in the inferior well, and results wers@ressed

as mean number of cells pgell.

F actin polymerizatiorassays

Splenocytes were obtained as described abdwéal splenocytes were washed and

resuspendedt a concentration of 5xfCcells/mL in red-phenol free RPMI (Gibco, Cergy
Pontoise, France) + 1M CaCbk/MgCl, and incubated 15 min at 37°C. Cells (100qfL

suspension) were stimulated with CCL18 (at’®, or with CXCL12 (at 10M) as a
positive control during different time (10 sec, &, 30 sec, 1 min, 2 min, 3 min, 5 min).
Stimulationwas stopped by fixing cells with 300 pL of 4 % buffdrparaformaldehyde
during 10-15 minutes abom temperature. Cells were then thoroughly washeddrée
being surface stained withppropriate antibodies (Clinisciences, Montrouge, France).
TCD4" cells were defined as CB3 CD4" cells, TCD8" as CD31" CD8" cells, and
DC as CD11t 1a° ™ F4/80 cells. The content of-actin was visualized by
intracellular staining with Phalloidin-Alexa647 yitrogen) in permeabilizationbuffer
(0.1% saponin, 1% BSA) during 30 minutes at room temperature. Timean
fluorescence intensity of celtgatedaccording to their surface staining was measused b
flow cytometry. For each cellular subsegsults were expressed as the ratio of the mean

fluorescence intensity of the chemokine- &dfer- stimulatedsamples.

Dose response effect of in vivo intratracheal adstiation of CCL18

Naive mice were anaesthetised with a mix of anaigé@dedetomidin Domitor Orion

Pharma,10 pg per mouse) and sedative (ketamin Imalgéne 1000n&Merieux, 1 mg
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per mouse) irsterile phosphate buffered saline by the intraperitomeate. Mice were
then hanged up by incisteethusing a gallows to allow the deposit of 50 pL @318
solution (carrier-free recombina@CL18, R&D Systems) at different concentrations
using a pipette at the entrance of the tracheato248 hours after a single CCL18
administration, mice were sacrificed using @détinjection of pentobarbital (Sanofi
Santé Animale, France, 60 pg per mice). bungere then sampledor further

histological or flow-cytometranalysis.

Histological preparations andnmunostaining

After sampling, small pieces of lung biopsies wdbeed in an aldehyde-free, Zh
dependant fixative reagent (Immunohistofix, Apld, Mormont, Belgium) during 48
hours, therdehydratedhrough several bathes of alcohol of increasingceatration(30

%, 50 %, 70 %, 90 %, 100 %, 30 minutes each). Béspwere then embedded in a resin
with low-melting point (Immunohistowax, Aphase)3°C during 24 hours. 5 um slides
were preparedusing a microtome (Leitz) and transferred ontdhigjical glass slides
house-coated with a % solution of 3-Aminopropyl-Triethoxysilane (TESPS&jgma-
Aldrich, St Quentin Fallavier, France). For CD25nimnostaining, slides were dewaxed
in an acetonebath during 3 minutes. Unspecific staining wastfprevented by biotin
guenching(Avidin-Biotin blocking kit, Vector, Peterborough, UK) and inctiba with
normal mice serum (1:50, 3@inutes)before staining. Biotinylated rat anti-mouse CD25
antibody (clone 7D4, BD Pharmingen, Le PdetClaix, France) was then incubated on
slides at a concentration of 0.31 pg/mL, roight at +4°C. Biotinylated Rat IgM
antibody (clone R4-22, BD Pharmingen) was usedatsime concentratias negative
control on each slide. Red staining of positivdscelas developed with a combinaisoh
Extravidin/Fast-red (Sigma-Aldricht) accordingp the manufacturerinstructions.
Counterstaining was then performed with a 30 secbath of Harry's haematoxylin
(Labonord, Templemars, France) and slides werenteduin a solvent-free mounting

medium (Aguamount/Polymount, Polysciences, Eppeih&ermany).

Experimental model of acute asthma and CCad#inistration

Balb/cBYJ mice aged 6 to 8 weeks (Janvier) wereifiead twice at 10 days intervay
intraperitonealinjections of a saline physiological solutighaCl 0,9 %, Aguettant
France) containing 2@Qug ovalbumin (Sigma-Aldrich) and 100 pL aluminum hyxde
asadjuvant(Rehydragel Alum Reheis, Gentek, Parsippany, US&h days after the last
injection, micewereexposed three consecutive days to aerosolizecowweérh (2 % in

phosphate buffered saline) f@0 minutes. The aerosols were generated by ac son
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nebulisator (Ultramed Medicalia, Italiatontrol groups (not sensitized) did not receive
intraperitoneal injections, but were exposedot@lbuminaerosols. Carrier-free human
recombinant CCL18 (10 pg) was injected intratratiifei@ mice as described above,
three consecutive days 20 to 30 minutes before eaalbumin aerosolAfter inhalation

of the droplet solution, mice were awaken usingub-cutaneous administration tfe
specific antagonist of the analgesic (Atipamézolgtigedan Orion Pharma, 50 pg per
mouse)Mice were then exposed to ovalbumin aerosols 10 to ibbites after being fully
awake. The controjroupswere injected intratracheally with 50 L of sterphosphate
buffered saline containin.31% acetonitrile and 0.004 % trifluoroacetic acid, veoits
present in the commercially providewlution of CCL18. Airwayshyperresponsiveness
(AHR) of mice was evaluated 48 hours after the distrgenic challenge, and mice were

thensacrificedto evaluate the parametersmfammation.

Airway hyperresponsiveness

Airway responsiveness was assessed using wholky plethysmography (Buxco
Electronics, Sharon, Conn, USA), as originally disc by Hammelmann et al. [19].
Enhanced paus@enh),which reflects airways resistance, was used tesas&\HR in
this study. Mice were exposed f@r minutes to nebulized PBS followed by increasing
concentrations of nebulized methacholine (1,32@/L in PBS, Sigma-Aldrich) using an
Aerosonic ultrasonic nebulizer (Systam, Villeme sur Lot, France). After each
nebulization, data were recorded for 3 minutes. Péeh values measuredring each 3-
minute sequence were averaged and were expresseddb Metacholine concentration.
As no significant differences were observed in base(irBS) Penh between the treated

groups, valuewereexpressed as ralenH.

Bronchoalveolar lavagéuid

After airway hyperresponsiveness assessment, mare sacrificed as described above.
Mice thorax was opened and trachea isolated by dissecth cannula was then
introduced in thdracheaand held using forceps, to allow the injectionlomL of cold
PBS in the lung. Thereaftethe bronchoalveolar lavage (BAL) fluid was recoveret a
reinjected in the airways threensecutiveimes, and stored on ice. Total number of cells
in the BAL was assessed using a Thoma’s @alintingchamber. Cytospins of BAL cells
were performed at 1500 rpm during 5 minugegtospin Shandon-Eliott). Finally, cells
were fixed with methanol and stained withsiroand methylene blue (RAL 555,
Labonord). Differential cell counts were peni@d by optic microscopyat high

magnification in mineral oi{Sigma-Aldricht).
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Flow cytometnyassays

After sampling, lung and lymph nodes weressdciated mechanically. Lungs were
digestedin the presence of collagenase Il (Amersham-GE tHeafte, Orsay, France)
and DNase I(Sigma) during 45 minutes. Cellular debris were then mlated using
centrifugation on Perco({lAmersham)density gradient (d = 1,075 g/mL, centrifugatian
950 g during 20 min). Mediastinal lymph nodes froaive mice were pooled in order to
obtain a sufficient number of cells. After enumeratiand adjustment of cellular
concentrationbetweensamples, cells were cell surface stained with i§peantibodies.
Antibodies were provided bBD Pharmingen, except when other manufacturers are
specified. nTreg were identified by twdifferent staining protocols: GITR-FITC (R&D
Systems), CD25-PE, CD3-Cy5, CD4-APC ©D127-FITC (eBiosciences), CD25-PE,
CD3e-Cy5, CD4-APC. nTreg were then defined as €ED@D4" CD25 GITR" cells, or
CD3:" CD4" CD25 CD127 cells. As no notable differences wergserveddepending of
the staining procedure, results reported here septeonlyCD3c"CD4'CD25'CD127

cells. Conventional TCD4+ cells were defined aslt@DZ" CD4" minus nTreg cells.
Expression of membrane-bound TgFwas evaluated with TGBE-PE (IQ-products,
Groningen, The Netherlands), CD3Cy5 and CD4-APC. DC subsets were identified
with quadruplestaining: SiglecH-FITC (Hycult Biotechnology), 4PE, 120G8(biot)-
Cy5, CD11c-APC. 120G&ybridoma was a generous gift from Dr Asselin-Paturel
Antibodies were purified from hybridonmsupernatanwith G-protein loaded column, and
were house-biotinylated with a BiotinTag™ Micro Biylation Kit (Sigma). pDCwere
defined as CD1Tcla®"120G8 SiglecH cells, mDC as CD1Icla® ™ 120G8 SiglecH
cells. For intracellular expression of cytokine=jlocytes were first stimulated during 10
hours with PMA / lonomycin in the presence of protesecretion inhibitors (BD
Golgistop). Cellswere then permeabilized using the BD Cytofix/Cytoperm kicarding

to the manufacturer’snstructions, and intracellularly stained with antibodies dtezt
against cytokines (IL10-PE afidl2p40-PE).

Histologicalstaining

Histological slides from lung biopsies wereempared as described above. For the
evaluation of peribronchic inflammation, slides were ais¢éd with a standard
Haematoxylin-Eosin stain (HES). Briefly, slidegere stained 5 minutes with Harris
haematoxylin, dipped in bluing solution (0.5 % anmiag), then stained with 30 dipsan

2 % aqueous solution of eosin (Sigma-Aldrich). &idvere then properly washed and

dehydratedn ethanol prior mounting in a hydrophobic resin (Emuick, Labonord). In
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order to evaluateghe mucus production in the bronchi, a Periodic-Acid wiBcthiff's

Reagent staining was used (PAS, Sigma-AldrichfeSliwere first incubated 2x5 minutes
in periodicacid, and then glycopyranosic residues in the mueare revealed in a 30
minutes bath ofSchiffs reagent in the dark. Slides were then tastained in

haematoxylin priomounting.

Gene expressioanalysis

Total RNA from sampled lungs was isolated usingdlrisolution (Invitrogen) according
to themanufacturer's procedure. RNA integrity was detaed by visualizing the 18S
and 28SribosomalRNA bands after gel electrophoresis in 0.8% agam@fter Gelstar
nucleic acid staining(Cambrex, Milan, ltalia). For semi-quantitative PCRDNA
synthesis was performed aescribedpreviously [10]. Amplified PCR products were
separated by gel electrophoresis in 1.5% agaadiee Gelstar nucleic acid staining, and
analyzed using a video acquisition system. Thensitg of eachspotwas calculated by
densitometry analysis, and results were expressdtiearatio of theoptical density spot
on the corresponding GAPDH housekeeping gene (Gellyat, Clara VisionOrsay,

France). Oligonucleotide @ sequences were the lowalg: ILAFP  5'-
AGGAGAAGGGACGCCATGCACGGA-3' IL4RP 5'-

ATCGAAAAGCCCGAAAGAGTCTCT-3' (Tm = 55°C, x32 cycles) IL5FP 5'-
GAGCACAGTGGTGAAAGAGACCTT-3’ IL5RP 5'-

ATGACAGGTTTTGGAATAGCATTT-3' (Tm = 56°C, x34 cycles) ILAOFP 5'-
TGGTAGAAGTGATGCCCCA-3' ILI0RP 5-GAGAAATCGATGACAGCE®-3' (Tm

= 60.5 °C, x32 cycles); IL13FP 5-ATCACACAAGACCAGACCC-3’ IL13RP 5-
GTCCTGTAGATGGCATTGGCA-3' (Tm = 59°C, x32 cycles IFNyFP 5'-
CTGTTTCTGGCTGTTACTGCCA-3' IFNRP 5-TTGCCAGTTCCTCCAGATATCC-
3’ (Tm = 60°C, x40 cycles); CCL11 FP 5-TTCTATTCGLCTGCTCACGG-3' RF%'-
AGGGTGCATCTGTTGTTGGTG-3' (Tm = 58°C, x 30 cycleslGAPDHFP 5'-
GCTTTCACCACCATGGAGA -3' GAPDHRP 5'- CCAAAGTTGTCATGATGACC -

3’ (Tm = 55°C, x26 cycles). For quantitative PCRpistep PCR (Applied@iosystems,
Paris, France) was performed according to ufa@turers recommendations.
Amplification of each sample was measured in g in real time with &tepOnePlus

Instrumentation in a 96-well plate (Applied Biossis). The relative expressionesch

gene was evaluated from the threshold cycle vality With the 2**“' method. Sample
calibrator was defined as the non sensitized, stlireated group. Relative expression

was then expressedas fold increase in transcript amounts coregarwith the
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naive/solvent groupSpecific oligonucleotide sequences were designed and wadidia
specificity and efficiencywith appropriate positive samples. Sequences were the
following: qGAPDHFP 5-TGCCCAGAACATCATCCCTG-3' qGAPDHRP 5'-
TCAGATCCACGACGGACACA-3 (E = 10296 %); qTGRFP 5'-
ACCGCAACAACGCCATCTAT-3 gTGB1RP 5'-
TCCCGAATGTCTGACGTATTGA-3' (E = 97.44 %). A predesigd Tagman probe

assay(Applied Biosystems) was used for Foxp3 gene expresgiantification.

Quantification of the humoraksponse

Serum levels of total IgE, OVA-specific IgE, IgGhdalgG2a were assayed by ELISA
technique. For total and anti-OVA IgE levels, 96-well plates (mlon 2, Dynatech,
Chantilly, Va, USA) were coated with purified anti-IgE (clone 02111D, Rhargen).
After addition of serumsamples,a biotinylated anti-IgE antibody (clone 02LR
Pharmingen) or house-biotinylated ovalbumin  (OVA  Sigma, biotym-N-
hydroxysuccinimide este€Calbiochem Sigma) was used as detecting reagent, and the
reaction amplified with avidin-horseradipleroxidasegZymed, San Francisco, USA). For
anti-OVA 1gG1l and 1gG2a, microplates were coateih 100 g/L ovalbumin. After
addition of serum samples, a horseradish-peroxydasgled anti-lgGlor anti IgG2a
(Southern biotechnologies, Birmingham, USA) waseatlth the samples and theaction
revealed by the addition of tetramethylbemmdi(Uptima TMB solution, Interchim,
Montlugon, France). The OVA-specific antibody tsteof the samples were related to
pooled standards thatere generated in the laboratory and expressed asiodiltactor
able to induce 50 % of the signal framaive serum. Total IgE levels were calculated by
comparison with known mouse IgE standafB® Pharmingen). The limit of detection
was 100 pg/mL for totapE.

Quantification of chemokine and cytokine protewels

After sampling, lung biopsies were frozen in ligudrogen and stored at -70°C until
proteic extraction. Frozen lung were then gmd in 1 mL of an extractidouffer
consisting in 0.5 % nonidet P40 (Roche, MeylannEed and antiproteases (Complete,
Protease inhibitor cocktail with EDTA, Roche). Tloltang protein levels were assayed in
microplates using detergent-compatible kit (DC protein assay, Biorddrcules, USA),
with a standard curve based aBSA solution (total lung protein concentration gad
from 7.59 to 15.28 g/L). Concentratioos CCL18, IL-5, IL-10, IL-13, IL17A, IFN and
TGH31 were measured by ELISA (Duoskits, R&D Systems) according to the

manufacturer's recommendations. Threshold sens#$viwere:33 pg/mL (CCL18), 33
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pg/mL (IL5), 33 pg/mL (IL10), 66 pg/mL (IL13), 15gfmL (IL17A), 33 pg/mL (IFNy),
and 15 pg/mKTGR31).

Statisticalanalysis

The different results obtained were expressednaan +/- SEM. Differences between
groupswere evaluated using Friedman multiple comparison, tedtowed by Dunn’s
post-hoc test fomirway hyperresponsiveness, and Kruskal-Wallis multiptemparison
test (non parametridNOVA) followed by Mann-Whitney as post-test for other cases.
All tests were applied in a two-tailddshion. p values were considered significant below

a value of 0.05. All statistical data were obtainsthgGraphPad Prism softwavd.
Results

Recombinant human CCL18 attracts in vivo differantineleukocytes

In order to study the effect of CCL18 omperimental murine asthma, we used
recombinant human CCL18. We first evaluated itsldgical activity on murine cells
using chemotaxis testa Boyden’s chamber. As previously described [17],LC& was
able to attract CD4T andB lymphocytes, in a dose dependent manner, wittagimal
effect at the concentration of 1M (fig 1a). In order to identify new murineellular
targets of CCL18, we also evaluated cell activatising F-actin polymerization assays.
Experiments showed that CCL18 activated similagiphr CD4 and cytotoxic CDB* T
cells, although to #esserextent than human CXCL12 used as positive corffigllb).

As CCL18 has been shown attracthuman dendritic cells [11], we evaluated the atgtiv
of CCL18 on murine dendritic cells (DCp vitro, CCL18 induced a rapid cytoskeleton
mobilization of murine DC. We next evaluatde recruitment of murine cells vivo to
the lung using flow cytometry, after a single ittagheal administration of CCL1@ig

1c). A notable recruitment of CDXells was observed starting at 5 pg of CCL18, ahd 4
hoursafter administration. We also evaluated the recruitnedr€D25 cells to the lungs
of naive miceby CCL18 using immunohistochemistry (fig 1d &). Chemokine
administration led t@n accumulation of peribronchial CD2%ells starting at 5 pg, with
a more potent effect at 4&ursatfter injection. In order to get a maximal effect time

murine model of allergic asthma, we chose to inj€cfig of CCL18 pemice.

CCL18 administration decreases lung inflammatioALR:osinophilia, and mucus

production
In order to evaluate the efficiency of the intratraal chemokine administration, the
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presence of recombinant human CCL18 was assayed HiYSA in sera and
bronchoalveolatavage (BAL) fluids from mice. As expected, high levels@©CL18 were
found in BAL of mice thateceivedthe chemokine (fig 2a), whereas little or no CCL18
were found in the corresponding contsdra (26.52 + 13.38 pg/mL), suggesting that
CCL18 do not or weakly diffuse to trsystemiccompartmentand that the effects of the
chemokine observed in this model must be mainigteel toa pulmonary localization. In
non sensitized (naive) groups, administration ofLC&E had negligible effect on the
recruitment of BAL eosinophils, or mucus hyperséore(fig2b, 3f). On the othehand,
the treatment induced an important recruitment efigonchial cells (fig 3b) and of
lymphocytesin BAL (Fig 2b). Untreated sensitized mice developeflLBeosinophilia
and an importantucushypersecretion and peribronchial inflammation @g & 3g). In
sensitized mice, CCL18 induceal strong inhibition of broncho alveolar eoghd
recruitment (about 45 % of inhibition, fi@gb) but increased the recruitment of
lymphocytes. Moreover, thechemokine treatment completely inhibited mucus
hypersecretion (fig 3h). Thiphenomenorwas associated with the residual presence of

peribronchial cellular infiltrates exhibitinglgmphocyticmorphology (fig3d).

CCL18 inhibits Th2 cytokine lung expression butthethumoratesponse

To understand the mechanisms by which CCL18 irgithie inflammation, we evaluated
the profileof cytokines produced in the lung of treated miceteims of transcriptéfig

4) and protein levels (fig 5). Semi-quantitativeRP@n total lung transcripts revealtdtht

the chemokine treatment inhibited the expressiorthef Th2 cytokines IL4, IL5, IL13,
and to alesserextent the expression of CCL11, a pro-Th2 chen®kinown to potently
attract eosinophildn contrastno important variation in IFNexpression was observed in
the lungs of sensitized mick order to confirm that the transcriptional repressof the
Th2 cytokine genes induced a decre@sprotein secretion, cytokine levels were assayed
in mice lung extracts (fig 5). Sensitization wiice led to a moderate increase in the
amount of Th2 cytokines detected in the Ilwdracts. However, similarly to the
transcripts levels, CCL18 treatment induced a desaen the proteitevel of IL5 (20 %)
and IL13 (27 %), and no variation of IffMnd IL17production.

As the inhibition of the Th2 response may evokeoarpcellular activation state, the
transcriptional activity of isolated lung leukocgteras evaluated (fig 4b). The amount of
MRNA isolated pemillion of lung leucocytes showed that the Th2-drivenaimiination
induced by the experimental asthmate@n increase in the transcriptional activity36f

%. Surprisingly, beside the inhibition of Th2 cyioés, CCL18 treatment in sensitized
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mice increasedby 100 % the amount of transcripts in lung leykes, suggesting an
active mechanisnof repression induced by tltemokine.

Sensitization of mice with ovalbumin induced a sgdhumoral response (fig 6), with
elevatedtotal and OVA-specific seric IgE, concomitantly with afergen-specific IgG
response. According tthe Th2 sensitization model, the IgG response waskexdy
characterized by a preferentiptoduction of the IgG1 isotype compared with IgG2a.
IgG1 titers were 28 fold higher in sensitized miban IgG2a, but were comparable in
naive mice (IgG1/IgG2a ratio = 1.39 + 0.90). Adrstration ofCCL18in naive mice had
no effect on the humoral response, with no modificaof theimmunoglobulin titers.
However, CCL18 increased the seric level of tog@ In sensitized mice (+70 %, fig 6a),
but had no effect on the titers of allergen-specific Id#oreover, the chemokine induced
no elevation irthe allergen specific IgG response, and no modificatiothe 19G1/IgG2a
ratio (fig 6¢).

CCL18 administration abolishes airwéwyperresponsiveness

As CCL18 induced a potent inhibition of the Th2ven inflammation in our model of
asthmayjt was of first importance to determine if the chemokinsatment was abl®
confer a protection against airways hyperreactiiiiR). This major feature of asthma
was evaluatedusing whole-body plethysmography (fig 7) aftecreasing doses of
methacholine challenge. As no difference in th@HPevalue (an arbitrary value that
reflects the resistancef mice airways) was observed after PBS challenge during
baseline assay), the valuase indicated as raw PenH. In the experimental model of
asthma, metacholine challenges indueegotent and statistically significant increase in
the PenH value. In contrast, sensitized ntieated with CCL18 showed an impaired
AHR compared with solvent treated mice, w#hmaximal PenH value statistically

comparable to naiveice.

Involvement of nTregells

As the administration of CCL18 induced the recreitinof T lymphocytes in naive mice
(fig 1la-c) and in BAL from sensitized mice (fig 2b), and becaule repression of the
Th2 driveninflammation seemed to result from an active mechanism of sspa(fig

4b), we evaluated the presence of regulatory T hwmoptes in the lungs and draining
lymph nodesof mice. Flow cytometry analysis confirmed therwiment of CD4 T cells

in both lungand mediastinal lymph nodes (Fig 8a) in CCL18 treadedsitized mice as
compared with solvertteatedsensitized mice. However, there was no notablease in

the absolute number of T cellsearing a natural regulatory phenotype (ie. cells
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CD3:’CD4'CD25'CD127) in the lung orin mediastinal lymph nodes after CCL18
administration. It is of note that in the lungmederateincrease in the percentage of
nTreg cells among T CD4+ lymphocytes is induce@ra®CL18 administration that is
significant in sensitized mice. However, no inceeas this percentage observed in
lymphocytes from lymph nodes. To ascertain thegares of nTreg cells in the luntpe
expression of Foxp3, a transcription dactknown to drive natural Tregell
differentiation and function, was evaluated by quantitative PBR.increase in FoxP3
gene expression was observed in lung leucocytrs f£CL18 treated sensitized mice
compared tosolventtreated sensitized mice (fig 8c). This observafitis, the immune
repression observed in oarodel seemed to act independently of natural regulaiory
cells.

Involvement of suppressiveediators

Because immune repression may occur independehthatorally occurring Treg cells
underthe control of specific mediators, we evaluated theresgsion of the suppressive
cytokines IL10and TGH31. As assessed by RT-PCR in the lung, CCL18 adtratisn
to sensitized mice led tthe downregulation of the IL10 gene, with a decreasdhe
amount of transcript compared solvent-treated mice that is very close to thaifgant
level (fig 9a), whereas the moderate increask.10 mRNA in naive groups is not (@
0.2000). Moreover, the proteic expression of ILM@s also inhibited in the lung of
sensitizedmice after treatment with CCL18. In the lymph nodeslyofew CD4 cells
expressedntracellular IL10 (fig9b), and no significant increase in thaction of cells
expressing the cytokineas observedin the CCL18 treated sensitized grofgoelvent:
0.18 + 0.34; CCL18: 0.53 £ 0.71). Moreover, thevese culture of lymph nodes in
presenceof allergen showed a defect in the productioh IL10 after CCL18
administration (fig9c)This defect exhibits a profile comparable to the intaoi of IL10
production in the lung, even if did not reach the significant threshold. For TgaF
guantitative PCR demonstrated no inductmin TGH31 gene in the lung after CCL18
treatment (fig 9d), and no increase in TP&Rproteinlevel (either in the active datent
form) in the lung tissue extracts of mice. Moregves elevation in the fraction €D4"

T cells expressing membrane-bound PERvas observed in the lymph nodes (fig 9e),
and theex vivo stimulation of lymph nodes with ovalbuminléd to induce any TGR
secretion iNCCL18 treated mice (fig 9f). As for IL10, administratiai CCL18 in mice
led to impairment ircytokine production after ex-vivo stimulation of the draigilymph

nodes. These results suggest ti@immune repression of the Th2 response by CCL18
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appears independent of T@Fexpression.

Involvement of dendriticells

DCs are central cells involved in the immune resgoto allergen challenge. CCL18
activatesDC as shown by F-actin polymerization. Thus, thisnsbkine may potentially
attract murine DC irvivo. We evaluated the presence and phenotype of tlediseirc the
lung using flow cytometryExperimentsshowed an important recruitment of DC to the

lung of sensitized mice, strongly increased at€@1.18 treatment (fig 10a). Where#se

chemokine attracts DC to the lung, we noticed aiigant decrease in the percentage of
DC in the draining lymph nodes after CCL18 administratioan@tized, solvent treated
mice: 0.69 % £0.09; sensitized, CCL18 treated mice: 0.34 % + 0,075 0.0071;
absolute number of DC -4%). Thus, CCL18 is able to recruit in vivo murine DC,
notably by attracting them from drainimgmph nodes. Double staining of dendritic cells
with SiglecH and 120G8 antibodies to identify pBi@bwedthat there was a modification
in the ratio of DC subsets, with more pDC in sensd than innaive mice. However, a
comparable proportion of pDC and mDC were attradtedhe lung inCCL18 treated
sensitized mice (pDC 93% * 53, p = 0.0400 vs sdlveDC 72% + 4, p = 0.0148s
solvent), suggesting that CCL18 recruits both D@ssts equally. MHC class Il molecule
is strongly upregulated in DC during their maturation procdassis we evaluated the
presence opoorly mature/mature dendritic cells by differential eegsion of MHC class
Il molecules at the surfacef DC (fig 10b). According to the sensitization protgcBIC
present in the lung of sensitized m#&@hours after allergenic challenge exhibited a more
mature phenotype compared with naive migh higher amount of MHC class I
molecule at their surface (mean fluorescence iitiergl0%). CCL18 treatment did not
significantly modify the phenotype of these celtowever, CCL18treated sensitized
mice showed a moderate decrease in the expressMHR®G class Il at the surface &fC,
even if it did not reach statistical significance. Bily, we next evaluated the type of
cytokines produced by DC in the lunging intracellular staining (fig 10c).
Administrationof CCL18 decreased the proportion of lung DC expressintacetlular
IL12. This effectwas particularlymarked in sensitized mice where the chemokine sttimo
completely abolishedL-12 expression. In contrast, chemokine treated miweved a
small but not significant increasm the proportion of lung DC expressing the

immunosuppressive cytokiel0.

148



Discussion

CCL18 is specifically expressed in the lung andwsh@mbivalent properties. On one
hand, itis found at elevated levels in BAL fluids from allerg@sthmatic patients, [10] as
well as in the serandin the lesional skin biopsies from atopic dernmfgatients20,

21]. Moreover, its secretion is inducedvitro in a Th2 cytokine environment, arid
attracts Th2 lymphocytes and basophils, suggestiag CCL18 might be an inducer of

the asthmatic reaction. On the other hand, CCL18 is producedaigt time points by
PBMC afterallergenicstimulation (48-72 hours), and shows an antagenésttivity on
CCRa3 at physiologicallyelevantconcentrations [14]. These results indicate th@t.13
might inhibit the eosinophilic recruitmeduring the late stages of the asthmatic reaction.
Moreover, CCL18 production by DC can be inducedt®/immunosuppressive cytokine
IL10 [8, 11], supporting the idea that CCL18 mighay a role inan anti-inflammatory
context.

Despite the fact that to date, no rodent orthotd CCL18 has been described, we
confirm here previous data showing that CCL18 is alblevitro and in vivo to attract
murine lymphocytes,demonstrating that a functional receptor for CClekssts in mice.

In vivo, CCL18 administratioted to the recruitment of CD3cells, and allowedhe
accumulation of peribronchial CD2%ells in naive mice. Moreover, CCL18 was atile
induce murine DC cytoskeleton mobilization, sugogsthat CCL18 mayn vitro attract
murine DC. As CCL18 has been described to potently attrachatmre DC [11], these
results support theleathat CCL18 has on murine cells chemotactics effects cuaige

to humans cells, and reenfortlee interest of exploring the functionality dhis
chemokine in a murine model asthma.

In humans, despite the fact that CCL18 is produvethly in the lung and that elevated
levels of the chemokine are found in sera of patier§, [22], in mice CCL18
administration didnot generate any detectable levels of the chemokinsera. Two
different mechanisms magxplain this phenomenon. First, CCL18 may weakly or not
diffuse to the systemic compartmeakplainingwhy it was not detectable 48 hours after
the last administration. Secondly, CCL18 may d#fusut remain undetectable because
of a strong binding on the tissular/endothefijfcoaminoglycansand/or because of
consumption by target cells. Its constitutive esgien in human lungrobablyfacilitates
the diffusion of the chemokine to the serum, intcast to an acute administration
mice.

We show in this work that the exogenous administinabf CCL18 duringallergenic

challenge strongly protected sensitized miocemf the development of experimental
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asthma.This protection was characterized by the repressioth@fTh2 cytokineslung

inflammation, BAL eosinophilia, mucus hypersecretiand finally inhibition of AHR. In
orderto understand the mechanisms of protection induce@®y18 administration, we
evaluatedlifferent potential ways oinhibition.

As CCL18 injections induced the accumulation ofiinchial CD25 cells in naive
mice, we considered an active recruitment of natlireg cells. Indeed, the in vivo
recruitmentof CD25" may be related to three possible chemotaxis mesimsnithe first
hypothesis ighe recruitmentof activated T cells in non sensitized mice, desfie fact
that CCL18 is knowrto preferentially recruit naive murine T cells; teecond is an
active recruitment of noregulatorylymphocytes bearing the CD25+ cell marker (Bg.
lymphocytes that are attracted by CCL18); the dat involves the recruitment of natural
Treg cells strongly expressing the IL2R. Natural Treg ceflave been described to
participate inthe resolution of the asthmatic reaction in enif23]. Moreover,the
adoptive transfer of TCDED25" nTreg is sufficient to reverse a modelexfperimental
murine asthma [24]. In our model, we did not fouardy specific recruitment of nTreg
cells(ie. TCD4'CD25'CD127 cells) in the lung and in the draining lymph nodésnice
that receivedCCL18. Indeed, despite a moderate increase in the peagerof nTreg
among T CDZ lymphocytes inthe lung, no increase in the absolute number of nTineg
the lung of lymph nodes is observdd. addition, we didn’t notice any increase in the
expression of the Foxp3 gene among lilmeg leukocytes. This transcription factor is
involved in nTreg cell development and function][25ut is also expressed by adaptive
Treg cells which are able to suppress lung allargiammation[26].

An important mechanism of suppression of the allengodels of asthma by Treg cells is
mediated through the synthesis of suppressive oysk such as IL10 [23, 24]. IL10 is
also expressed in Bh2 context and is known for years to inhibit expemta models of
asthma [27] in severabays,including the specific repression of Th2 cytokines, and the
inhibition of granulocyte functions [28]n our model, the IL10 gene was repressed in
sensitized mice treated by CCL18 administratiord am increase in the proteic level of
this cytokine was observed in the lung. Moreovieg ex-vivo stimulation of the draining
lymph nodes with the allergen didn’t induce anyrsg@on of IL10, indicating that the
mechanisms of protection induced by CCL18 seemddpi@ndent othe recruitment or

activation of IL10 secreting cells. One another am@ant suppressive mediatdescribed
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in murine models of inflammation is TGE. This cytokine appears to be involved in the
mechanisms of tolerance towards the aeroallerggndpwn-regulating the inflammation
especially wherexpressedn the membrane-bound form by CDZ cells [29], but also
by converting non regulatory cells directly [30] or indirectly throughantigen
presentating cells [31] towards a regulatory oregponsive phenotype. Recently, a study
by Luzinaet al. showed that adenoviral expression of CCL18 in seolung induced the
recruitment of immaturd lymphocytes that induced a local synthesis of F®W lung
fibroblasts [32]. However, irm complementary study, Pochetuhenal confirmed an
ambivalent role of CCL18 in a model king fibrosis. On one hand, CCL18 seemed able
per se to promote a mild fibrosis without inductiohtotal lung TG, but on the other
hand in bleomycine-induced fibrosis, CCL18 inhiditthe fibrosisas well as the TG
production [33]. In addition to an ambivalent effelepending on th&ung inflammatory
level, these results show that CCL18 does not deebe a potent inducer of TGE in

the lung of mice. In our model of Th2 inflammatiame did not find any induction in the
productionof the suppressive cytokine T@EE at the transcript level, cytokirsecretion,

or in the membrane-bound form at the surface of ZC&ells. Furthermore, nimduction

of the secretion of TGHA was observed in the draining lymph nodes aftemiadtration

of CCL18.In our model, CCL18 administrations tended to repthesexpression of such
cytokines. Thusthe immune suppression seems to act independentiynyfT&H1 or
IL10 expression, or afpecificrecruitment of regulatory €ells.

Another mechanism that might explain the inhibitminthe Th2 inflammation is through
a modification of the immune polarization. Indeed, it is weltadish that Thl cells
secretecytokines that antagonize Th2 cell development and functMoreover, it has
been shown thahe adoptive transfer of polarized Thl cells concontltawith Th2 cells
can repress the developmenft allergic asthma in mice, in an IFfNlependent manner
[34]. It has been shown thafveolar macrophages stimulated with ovalbumin can
promote an inhibitory Thlresponse through an IFNy dependent mechanism,
antagonizing the Th2-driven response during thergdinicchallenge[35]. Thus, another
hypothesis might be a specific activation or setyaen of alveolar macrophageghat
down-regulate Th2 inflammation by an lFNlependent mechanism. However, our

model no switch from a Th2 to a Thl response sedmeée involved. Indeed besidee
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repression of the Th2 cytokines, no increase inyligBine expression or protein secretion
was induced in the lung after CCL18 administration. Finalgs DC are pivot cells
responsible of themmune polarization, and because IL12 producing DC arevkn to
polarize T lymphocytes towardsTdnl response, even in pre-polarized memory Th2 cells
[36], we evaluated the presence of such cmlighe lung of mice. However, CCL18
administrations did not increase the amount of lpt@ducingDC in the lung, supporting
the idea that the inhibition of the Th2 lung inflamation was not related t@n increased
Thlresponse.

More recently, a new subset of polarized lymphagyteamed Th17, has been described.
These lymphocytes preferentially secrete IL17, amibit pro-inflammatory properties
in humanallergic asthma [37]. Interestingly in mice, IL17 shows ldpeoperties. Firstly,
mice deficient for thelL17 receptor showed a defect in the development of [Ting
inflammation. Secondlyexogenousadministration of IL17 during the effector phase
the model of asthma (ie. during allergemallenge)protected mice from the development
of lung eosinophilia and AHR [38]. Because waédministeredCCL18 prior allergenic
challenge, and because the protective effect ofctimmokinewasduringthe effector
phase of the asthma model, we evaluated the patemitruitment of Thl7 cellpy
assaying the level of IL17 in lung extracts. Nouaotion of IL17 secretion was induced
by CCL18treatment.

Surprisingly, despite the transcriptional and pootepression by CCL18 of most of the
assessed cytokines in the lung, the total traptsonial activity of the tissue leukocytes
was clearlyincreasedin sensitized mice treated with CCL18. This resulggests the
transcriptional activation aargetgenes, and probably the secretion of specificofacin
the lung of mice. It also supports thgpothesiof an active mechanism of suppression of
the inflammation located in the lungs, which appetarbe independent of any of the
suppressive cytokines evaluated in thark.

It is of note that despite a strong inhibition detTh2 inflammation in the lung no
modification of the humoral response was inducgdd€CL18 administration. In this
experimental modedf asthma, the primary clonal expansion of anti awalim Th2 cells
as well as the class switend specific IgE and IgG1 synthesis mainly occur dgrihe

sensitization phase. During tledfector phaseof the model (which occurs 20 dagtter
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the first allergenic sensitization), aeroallergamfuce a secondary proliferative response
of Th2 cells, and the activation of lung mast cells through roeme-bound IgE that
promotes lungnflammation.As CCL18 was administered only during the effeqtbase

of the model, it is conceivable to hawe modification of the pre-established humoral
response.

In this work, we show an active recruitment of meriDC by CCL18. Firstly, CCL18
was ableto induce in vitro a rapid mobilization ohe cytoskeleton; secondly
intratrachealCCL18 administration induced in naive and in sensitipaide the in vivo
recruitment of DC. Theskings DC (about 75 000 cells attracted) provided in paotrir
the mediastinal draining lymph nodederea strong decrease in the number of DC is
observed (about 20 000 cells), whereas the refteaecruited DC might come from the
periphery. In humans, CCL18 attracts immature DT],[Andits secretion by these cells
is downregulated after DC maturation. Immature D@t tweaklyexpresscostimulation
molecules such as CD80 or CD86 are knowngémerate poor allergen €ell
responsiveness ([39]). In our model, lung BGm CCL18 treated sensitized mice
expressedessMHC class Il molecules than non treated mice gestng that the weak
Th2 response itCCL18 treated sensitized mice might in part be relateért immature
phenotype of the DC. During thpastfew years, works have demonstrated that a specific
subpopulation of DC, plasmacytoid DCan potently inhibit asthma. pDC are strong
producers of type | IFN after stimulationthviviral particles, and thus are mainly
involved in antiviral responses [40]. A recentdstun micehasdemonstrated that pDC
can actively uptake aeroallergens in the lung, rmigtate to the drainingymph nodes to
present antigen to lymphocytes [41]. Interestinglythis model pDC actively suppressed
Th2 responses in the lymph nodes, as well as lafigmmation. The authors of this
work suggestedhat pDC could either induce a poor activation of lyrapites in relation
with their weak expressionf costimulatory molecules, or induce the differetitia or
activation of Treg cells. It is of note thate previously shown in humans a preferential
secretion of CCL18 by pDC rather than by m@er allergen stimulation. For those
reasons, we evaluated if CCL18 may specificallyugqDC tothe lung. In our model,
CCL18 induced a potent recruitment of both mDC am, butwithout predominant

effect on asubset.

153



The last point to consider is a specific cytokimeduction by DC in our model. We
alreadyevokedthe pivot role of DC in T cell polarization, depémgl on its cytokine
profile. Even iflL12 producing DC have been suggested to have a ceotmln Thl
polarization [42], recentworks point out the possibility that IL12 may actively favour
Th2 lung inflammation, especially durirthe effector phase of the asthmatic reaction.
Indeed, specific neutralization of IL12 durintpat phase strongly inhibited lung
eosinophilia and AHR in mice [43]. In is importatwt note thatin our model, CCL18
administration in sensitized mice induced a stroegyuitment of DC thashowedvery
low levels of intracellular IL12. However, ithe study by Meyts et al., thactive
engagement of IL12 in Th2 inflammation is clearlgpéndent on the secretion of N
as neutralization of IL12 in IFN/- mice didn’t affect the Th2 inflammation. In our
study, the absenceof a strong decrease in the -Nxpression in the lung of mice
prevents us taclearly link the inhibition of the asthmatic featsr with a reduced
production of IL12 by lund>C. Another way of inhibition dependent on DC phenetyp
is through the secretion of IL10. Inded&C are potentially potent producers of IL10, and
a defect in this secretion has been proposed @&srsening mechanism of the allergic
responses [44, 45]. Moreover, a localized secrediolh 10 in DC might be undetected by
assays on total lung and may explain a down reigulaif the Th2responseHowever,
no important secretion of IL10 by DC attracted b§L28 was observed in ouesults.
However, the strong accumulation of DC after CClisatment suggests that these cells
mayconstitutean active part of the mechanisms involved in ttetgativeeffect.

Finally, the most likely explanation for the inHibn of our model of asthma might be
the specificinhibition of eosinophil lung recruitment. Niblet al described a specific
antagonistic activityof CCL18 on human CCRS3, pointing out the potentidlibitory
effect of CCL18 in humanlung allergic responses. In our model, intratesth
administration of CCL18 in sensitized miceducedby 45 % the amount of eosinophils
in BAL fluids, compared with solvent treated midéis resultsuggests that CCL18 may
in vivo efficiently inhibit eosinophil recruitent throughchemotactic axes such as
CCL11/CCR3. Additionally to this eosinophil inhilmh, we observed the repressioh
Th2 cytokines in the lung. Despite an apparentetation between eosinophilia and Th2

inflammation in our model, it is difficult in ourase, however, to clearly identifyhich
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one is the cause or the consequence. Indeed, pbdmare an abundant source of Th2
cytokines, can present antigen in the draining lymph rsodand promote Th2
inflammation in thdung [46]. However, eosinophils are generally belietede the very
late effectors of the asthmatieaction,and promote the final alteration of the bronchial
epithelium, as well as the tissue remodelingcase of chronic injury. Moreover,
neutralization of Th2 cytokines, especially IL5,kisown to strongly inhibit eosinophilic
recruitment in some models of experimental asth&¥. Furthermore the inhibition of
eosinophilia in our model was associated with arelese in mucu$iypersecretionand
the inhibition of AHR. The link between eosinophifiltrates and these two features of
asthma has often been a subject of debate. Intleedise of mice genetically engineered
to be deficienin eosinophils was described to impair mucus hypeetea and AHR in
some reports [48], wherea® relationship between eosinophils and AHR was reygor
by others [49], maybe in relationshwath background strain. However, the inhibition of
eosinophil chemotaxis as a cause of the proteetifeet induced by CCL18 might be an
explanation in our experimentalodel.

In conclusion, this work shows for the first timeat human CCL18 can inhibit the
cardinal features of asthma, namely lung eosin@phihucus hypersecretion and AHR.
Moreover, this inhibition is associated with a decrease the production of Th2
cytokines, such as IL&nd IL13, but also in the suppressive cytokine IL1(veneas no
increase in the production A@fGF31, or any specific recruitment of nTreg cells is
observed. Furthermore, we show for the fiisie that CCL18 can efficiently attract in
vivo pDC and mDC. Altogether, these data suppo# itteathat CCL18 has a very
complex role in the development of allergic asthiatil the discovery othe human and
murine receptor for CCL18, which will facilitategtunderstanding of the complex raie
this chemokine, complementary exhaustive studies rbasperformed to evaluate the

mechanisms and mediators involved in the mggive effect that we repofhter
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Legends

Figurel

Chemotactic activity of recombinant human CCLbd8 murine cells. (a)in vitro
chemotaxis of murine cells. Murine T helper (CD4 cells) and B (B220 cells)
lymphocyteswere purified from spleen from naive Balb/cBYJ mice.cRetment of cells
was evaluated iBoyden’schamber after 2 hours of migration (n = 4 to 6)-EXCL12
and mu-CCL11 were useds positive and negative controls respetyiv (b)
Cytoskeleton mobilization assessed Byactin polymerization. Balb/cBYJ splenocytes
were activated with huCXCL12 (fM) or CCL18 (10%M), then fixed at different time
and stained with Alexa687-Phalloidin and ajppiate antibodies.CD4", CD8 " and
dendritic cells were fluorescence-gated before yaimlfor phalloidinstaining by flow
cytometry. Data show one representative empat out of two. (c)in vivo lung
recruitment of murine lymphocytes. The percentagd dymphocytes (CD3 " cells)
presentin the lungs was evaluated by flow cytometry 24 and 48rhafter a single
intratracheal administration of different dosesG€L18 (n = 2 to 4). (d) Peribronchial
recruitment ofCD25" cells. Recruitment of CD25cells was evaluated 24 to 48 hours
after a single administratioof CCL18 by immunohistochemistry using 7D4 mAb=n
2). (e) Representative sections of lung after imostaining (magnification : x400). All

resultsareexpressed as mearSEM.

Figure 2

Effects of intratracheal administrations of CCL18 experimental murine asthma. (a)
Levels of CCL18 found in mice BAL fluids. Samples were obh&l 48 hours after the
last CCL18 administration, chemokine concentration was evatlidy ELISA (n = 20).
(b) BAL fluid cytology. Cells from BAL were enumerated after cytospin MGG
staining (n = 25 t@7).

Figure 3

Histological evaluation of peribronchial lung infienation and mucus hypersecretion. (a,
e) naivemice + solvent. (b, f) naive mice + CCL18. (c, g) séimed mice + solvent. (d,
h) sensitized micet CCL18. (a-d) HE stain, magnification x500rrdws underline
peribronchial cellularinfiltrates. (e-h) PAS stain, magnification x125. Glycogen

mucus in the bronchial lumen appearslark pink (one representative sample out of four

pergroup).
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Figure4
MRNA expression of lung cytokines. (a) Th2, Thl a&dL11 mRNA expression. 48

hoursafterthe last allergenic challenge, total lung RNA was acted and evaluated for
cytokine expressiorusing RT-PCR. After migration on agarose gel, signalnsty was
measured and normalizeersusGAPDH expression (n = 4). (b). Transcriptionaliatt

of lung leukocytes. 48 hours aftelnallenge Jung leukocytes were isolated by mechanical
and enzymatic dissociation of lung tissue. TotalARMas then extracted and amount of
transcripts evaluated using spectrometry assayl@)=All resultsare expressed amean

+ SEM.

Figure5

Protein levels of lung cytokines. Frozen lungs sach@l8 hours after the last allergenic
challenge were minced with detergent/antiprotea€stokine levels were then assayed
using ELISAtechniqueand are expressed as the percentage of totat&drproteingn
=5).

Figure 6
Humoral response. (a) Seric total and anti-OVA lgtels (n = 17 to 20). (b) Anti-OVA

IgG1 andIlgG2a titers (n = 8 to 12). Bars represent measach group (c) Polarization of
the humorakesponseexpressed as 1gG1/IgG2a seric titer ratio. Thaltesre expressed
as mean + SEM (n = 6 ).

Figure7

Airway hyperreactivity. 48 hours after the stla allergenic challenge / CCL18
administration, airway reactivity was evaluatedeafinhalation of increasing doses of
methacholine by whole body plethysmography and Renhanced pause) measurement.

Results are expressadmean + SEM of raw Penh values (125-27).

Figure 8

Amount of natural occurring Treg cells in the luagd draining lymph nodes. (a) Flow
cytometry phenotyping of CD4T cells in lung and lymph nodes. After samg)i
leukocytes isolateffom lung and mediastinal lymph nodes were stained ajpropriate
antibodies. Treg cells were definadCD4" T cells expressing CD25 but not CD127+n
13-15). For the lymph nodes of naive mice, barsesgnt mean value of 3 pools of 4 to 5
mice. (b) Fraction of nTreg cells among T CD4+ lymphocytes= 13 to 15). For the

lymph nodes ohaive mice, each point represents pooled cells frommi&e. (c) Lung
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expression of Foxp3. Afteiotal lung RNA isolation, two step quantitative RT-PCR was
performed using a specific Tagmarobetargeting the Foxp3 gene transcript (B-8).

Figure9

Expression of immunosuppressive cytokines. (a) L@ expression, evaluated by RT-
PCR (n =4), and ELISA assay (n = 5). (b) Fraction of CD% cells expressing IL10 in
draining lymph nodesin naive mice, each point represents pooled celi f65 mice.
After isolation, leukocytes werex vivo stimulated using PMA/lonomycine during 3
hours. Cells were then extracellulartained for CD3 and CD4 expression, and
intracellularly stained for IL10 before analysig flow-cytometry.(n = 13 to 15). (c) Ex-
vivo secretion of IL10 by draining lymph nodes. W8ursafter sacrifice, intact LN were
cultured in the presence of allergen during 48 &0lir10 levelswere assayed in the
culture supernatants by ELISA (n = 5). (d)ng TGHB1 expressionevaluatedby
guantitative RT-PCR (n = 5) and ELISA assay (n =Agtive and latent formsvere
differentially evaluated after activation in acidiondition. (e) Fraction of CD4T cells
expressing membrane-bound TR3F Non stimulated leukocytes isolated from draining
lymph nodeswere extracellularly stained for CD3 CD4 and B&Rn = 13 to 15). (f)

TGH31 productionby draining lymph nodes stimulated ex vivo by allergeN were

sampled and cultured ex vivo as in (c). Latent fGas assayed by ELISA. Active
TGH31 represented only about 0.0001 % of tai@F31 detected and thus is not

represented (n 5).

Figure 10

Dendritic cell lung recruitment. (a) Phenotype df Pecruited to the lung. The number of

a" cells.

lung DC was determined using flow cytometry. DCs were defimsdCD11¢ |
pDC were defined athe subpopulation of double positive DCs expressi@g@8 and
Siglec-H, whereas mDC werdefined as double negative cells (n = 7 to 1®)
Expression of MHC class Il at the surfacelofg dendritic cells. Level of faexpression
on DC is expressed as the mean fluorescence itytemsi= 7 to 10). (c) Intracellular
expression of IL12 and IL10 by lung DC. After lumsplation and extracellularstaining,

non stimulated leukocytes were intracellularly s¢g for IL10 and IL12 (n =4).
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Figurel

murine B220+ lymphocytes
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Figure 2

number of cells in BAL fluids
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Figure 3
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Figure 4

a. IL4 IL5
p = 0.2599 naive p = 0.0249
| —— | Il sensitized | — |
0.6 0.3+
2 9 2
I ® g4gd I ® g2
&t 0.4 zE 0.2
< .2 0.3 < 9
o2 S
3 £ o2 3 5 044
3 3
0.1
0.0 0.0
solvent CCL18i.t. solvent CCL18i.t.
IL13 ccL11
n=014892 n=0NE140
P =Vv.i402 p=u.oiay
0.25- f ! 0.6+ : !
o 0.204 Lo 0.5
& Q°F 04
o c 0.15 < c
g.g Q2 03
& 8 0104 58
28 3¢
@ 0.05- % 444
0.00 0.0
solvent CCL18Ii.t. solvent CCL18i.t.
IFNg
p = 0.9800
0.9- f 1
0.84
2 07
.
a S 0.64
g g 0.5
B § 0.4
E 5 034
s 0.2
0.1
0.0
solvent CCL18i.t.
b. transcriptional activity
p=0.0232
0.6+ r !
g 0.5
>
35 o
]
>
<3 03]
Zo
E2 o2
2 0.1
0.0
solvent CCL18i.t.

162



Figure5

cytokine levels
(% of total lung proteins)

cytokine levels
(% of total lung proteins)

IL13
5.0x10 4+ p=0.0725
| |
4.0x1044
1
e
3.0x10 4
2.0x104+
1.0x10
0
0 T T
4.&" 4,.(\" .\:3’ \53’
S N O (¢
5 Az\e" 06\9° R 4a\o 06\0
& 9&1‘ & é\g;l'
a°° "é\
IFNy
p=0.4753
1
1.8x10 5+
16x10s] 1
1.4x10 5+ T
1.2x105
1.0x10 5+
8.0x104
6.0x10°
4.0x10 4
2.0x10%

cytokine levels
(% of total lung proteins)

cytokine levels
(% of total lung proteins)

ILS
p =0.0337
|
2.0x10 “+
1.6x1044 T
s o
1.2x10 44
8.0x10
4.0x10 5
c L) L)
& & &
& & Y &©
) O & 48
& v @ &
& & < N
& &
& &
&
IL17
p =0.4650
| — |
9.0x10 5+
8.0x10°4 —[—
il 8
7.0x10 5+
6.0x10 4
5.0x10°+
4.0x10 54
3.0x10 54
2.0x10 4
1.0x10
c L} L}
* & @ Q@
& & & ~
e > © \©
N & @ O
& & N %
Qrb\ & & &
@ &
> )
4 %

163



Figure 6
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Figure7

max PenH

2

- - naive/solvant
-%-naive/CCL18
—e— sensitized/solvant
—¥-— sensitized/CCL18

n.s.

metacholine concentration (g/L)

*%

165



Figure 8
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Figure9
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Figure 10
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les chimiokines fournissent des indices direct@dsnqui assurent le trafic
cellulaire, permettant le positionnement tempotralpatial des leucocytes. La présence et
la distribution dynamique et polarisée des réceptaux chimiokines ainsi que les
concentrations optimales du ligand assurent unedoarrélation entre I'amplitude de la
réponse et sa spécificité. Ainsi le recrutemeniedghtiel et quantitatif des cellules vers
un site précis conditionnent le type de réponse umendéclenchée. Dorénavant, il est
evident que les chimiokines jouent un réle plugdadans la réponse immune en activant
et différentiant certaines cellules du systéme imitaire [Braun, 2000] [Cappello, 2006]
[Marsland, 2005] [Taub, 1996] [Bacon, 1995] [Mold&05]. Au cours de ce travail de
these, nous nous sommes intéressés a la caraibéridas effets immunobiologiques et
chimio-attractants du CCL1&y vitro etin vivo. Il a été montré au laboratoire et par
d’autres équipes une augmentation du CCL18 dansédadies allergiques, notamment
'asthme et la dermatite atopique [Gunther, 2068] Nadai, 2006] [Hon, 2011]. Par
conséguent, nous avons comparé les effets de Celwl& réponse immune selon le

statut atopique des donneurs.

Nous avons évalué l'effet direct du CCL18 sur ddapsation de la réponse T
[Article 1]. Le prétraitement de Lc T mémoires CID25 de sujets non allergiques
avec le CCL18 conduit & la génération de Lc T rdiguirs CDACD25 Foxp3
produisant de I'lL-10 et du TGEet fonctionnellement capables d'inhiber la preodifin
de Lc T effecteurs CO£D25par un mécanisme dépendant a la fois des cytokines
d’'un contact cellulaire. L’effet indirect de CCLX8r la polarisation de la réponse T via
la DC a été également étudié [Article Il]. La dif@ciation de monocytes de sujets sains
en présence de GM-CSF et CCL18 conduit au dévetnppede DC de phénotype semi-
mature, exprimant le CCR7 et produisant la cytokimenunorégulatrice IL-10 et
I'enzyme 2,3-indoleamine dioxygenase. Ces DC eruluoe avec les Lc T naifs
allogéniques de sujets non allergiques induisedéieloppement de Lc T régulateurs de
type Trl qui produisent de I'lL-10 et sont capabitishiber la prolifération de Lc T
effecteurs, par un mécanisme dépendant des cy®HKinesque les monocytes et les Lc T
mémoires proviennent de patients allergiques,etetblérogene de CCL18 est perdu

probablement suite a la diminution observée dexiatibn de CCL18 & son récepteur
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putatif. Nous avons montré qu’un traitement, avedaibles concentrations (1tM) et
pendant un temps court (2h30), des Lc T mémoires du CCL18 était suffisant pour
générer des Lc T régulateurs fonctionnels. Le CCe4&Bexprimé fortement dans les
poumons et de fagcon moindre dans les organes lyitghosecondaires [Hieshima,
1997]. Par conséquent, il est probableimwivo un passage rapide dans les organes
lymphoides et des doses minimes de CCL18 soienfissofs. A contrario, la
différenciation des DC régulatrices a nécessit§rdades concentrations de CCL18(10
M) et un traitement long (5 Jours). Ces concemnatiélevées peuvent étre atteintes dans
les poumons [Hieshima, 1997], ou CCL18 est expring@éacon constitutive. Ainsi, il a
été montré que les macrophages alvéolaires produies niveaux élevés de CCL18
[Kodelja, 1998]. Le monocyte est une cellule sanguimmature de la famille des
leucocytes, qui provient de la moelle osseuse.cElgles se différencient dans les tissus
ou elles résident, et sont ainsi a I'origine desnmophages et des DC. On peut imaginer
gue les monocytes recrutées dans le poumon baiglaest un environnement riche en
GM-CSF produit par les cellules épithéliales braoqubs et en CCL18 secrété par les
macrophages alvéolaires. Ainsi stimulés, ils sédihcieraient en DC semi matures,
exprimant les molécules de costimulation et de Cllél classe Il a des niveaux
intermédiaires. Or une stimulation répétée de lmaifs par des DC immatures conduit a
la génération de Lc T a activité régulatrice. C&3 difféerenciées en présence de CCL18
malgré leur caractere semi-mature sont potentieligrcapables de quitter les épithélia
pour les organes lymphoides grace a I'expressio@@R7. La présence de ce genre de
DC dans les organes lymphoides en contact avdal@snaifs conduirait & une réponse
régulatrice. De plus, ces DC produisent de I'lL€itOexpriment IDO. Cette enzyme est
impliquée dans le catabolisme oxydatif du tryptophat joue un rble essentiel dans la
régulation des Lc T. Les modifications biochimiquiees au catabolisme du tryptophane
ont des effets profonds sur la prolifération, [Hé&lenciation, les fonctions effectrices, et
la viabilité des Lc T [Chung, 2009] [Mellor, 200fRuccetti, 2007]. Nos études montrent
donc un effet immunobiologique régulateur d’unentbkine, un concept tres nouveau
dans l'étude de ces molécules. Tres récemment utre ahimiokine, XCL1, a été
impliquée dans le développement de Lc T régulatparsles DC thymiques. Celles-ci
expriment le récepteur XCR1, tandis que les cdlélgithéliales thymiques médullaires
expriment son ligand XCL1. Les souris déficientes XCL1 présentent un défaut

d'accumulation de DC et de génération de cellulesedulatrices naturelles dans le
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thymus [Lei, 2011]. Un r6le régulateur de CCL18 ppait méme étre envisagé dans ce
contexte, au vue de sa forte expression au niveamique [Hieshima, 1997].

En parallele de ces études extra chimiotactiqueSElel8, nous avons gardé en téte la
fonctionnalité d’attraction qui caractérise cettelésule. Nous avons monti vitro que

le CCL18 pourrait également jouer un role dan®$lution de la réaction allergique par
un effet chimiotactique vis-a-vis d'une sous popota de Lc T régulateurs
CD4'CD25""CD127°"LAP'CCR4 qui n’expriment pas le facteur de transcription
Foxp3 [Article Ill]. Ces cellules sont capablespteduire de I'lL-10 et du TGIBL, aussi
bien que de I'lL-4. Elles inhibent la prolifératiate Lc T effecteurs COED25 par un
mécanisme dépendant de I'lL-10. Cette attractiéteaverifiéin vivo dans un modele de
souris SCID greffées avec de la peau humaine ainstituées avec des PBMC
autologues. Chez ces souris, l'injection intradguaide CCL18 conduit au recrutement
cutané de cellules CDL£D25 IL-4" et IL-10" mais pas de cellules FoxXpZes données
suggerent que CCL18 peut contribuer a maintenirtderance et/ou supprimer
l'inflammation locale en attirant les Lc T régulate dans les tissus. Ainsi, il a été montré
que la chimiokine XCL1 pouvait chez I'homme pag®i a la répression de
linflammation asthmatique en augmentant I'activitdéotoxique des cellules régulatrices
par induction directe de la production de granzyigNguyen, 2008]. Une étude plus
exhaustive des médiateurs cytotoxiques dans naic®lm pourrait démontrer la mise en

place de voies de régulation impliquant ce typatdiimédiaires moléculaires.

Dans une autre étuda vivo utilisant un modele d’asthme allergique chez la
souris, l'administration intratrachéale de la cldkine, permettant de mimer son
expression préférentiellement pulmonaire, a permdigvaluer son réle dans
'inflammation asthmatique [Article IV]. Le gene @&CL18 est présent uniquement chez
les primates. La capacité de CCL18 humain a recdete lymphocytes murins a donc été
vérifiée expérimentalemer vitro et in vivo conformément & ce qu’est décrit dans la
littérature [Bruna-Romero, 2003]. Apres sensibilma la présence de CCL18 au niveau
pulmonaire permet aux animaux de développer un é¢attolérance vis-a-vis de
I'allergene inhalé. D'un point de vue fonctiond@gdministration pulmonaire de CCL18 a
des animaux sensibilisés inhibe le développementladgéaction asthmatique en
diminuant l'inflammation pulmonaire (réduction déinfiltration €éosinophilique,
inhibition de la production locale de cytokines e les protége contre l'altération de

leur fonction respiratoire (inhibition de I'hypeauddivité bronchique et de I'hypersécrétion
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de mucus). Toutefois, les mécanismes cellulairasrigine de cette protection semblent
indépendants des grandes voies de régulationsctizéfment, dans ce modéle aucun
recrutement spécifique de Lc T régulateurs n'a ditecté. Les DC sont fortement
recrutées, par contre leur type et leur phénotypephquent pas I'effet inhibiteur.
Différentes hypotheses peuvent expliquer le méoamianti-inflammatoire de CCL18
dans ce modéle. Tout d’abord l'activité antagonikte€CCL18 vis-a-vis du CCR3 [Nibbs,
2000] pourrait empécher le recrutement des éosilegphu niveau pulmonaire. Nous
avons également détecté une baisse des Lc T C@R8s administration du CCL18. En
effet, I'attraction des éosinophiles au niveau mraire est spécifigue du CCR3 dans un
contexte Th2, avec un réle prépondérant du CCLLIkffson, 2006]. Or, aucune
diminution ou inhibition de CCL11 n’a été obserg&ms notre modele. Les €osinophiles
constituent une source importante d’IL-5, et dometipipent a I'établissement d’une
réponse Th2 [Shi HZ, 2004]. Leur absence pourraisiaexpliquer la baisse des
cytokines Th2 dans notre modéle. En marge de iitibn du recrutement des
eosinophiles et des Lc T Th2, l'accumulation paddlet des Lc T naifs,
préférentiellement attirés par le CCL18 [Adema, 79%ourrait également limiter le
développement d’'une réponse inflammatoire. En elfeproximité de Lc T naifs et de
DC immatures dans un tissu conduit a une tolérdhmeuleit 2000] [Steinman, 2002]
[Dhodapkar, 2001]. Dans notre étude, le nombre rég T’'est pas augmenté mais il est

possible qu’ils soient plus fonctionnels.

Par ses effets immunorégulateurs, le CCL18 poupeaticiper a I'effet d’'un anti-
inflammatoire puissant exploité en clinique : I&éscgcorticoides (GC). Le promoteur du
gene CCL18 posseéde une séquence de liaison audeftear. Les patients traités par la
Dexamethasone (Dex) présentent des taux de CCldiBeniés dans le sérum [de Nadai,
2006]. Nous avons montré que Dex potentialise ¢aésén de CCL18 en réponse a I'lL-
4 et I'lL-10 par les PBMC et les monocytes de sugtergiques ou non allergiques et

ceci de facon dose dépendante [article en prépatati

L'ensemble de ces études montre pour la premiégsegfie CCL18 est capable
d'induire le développement d'une réponse tolérogéni Cependant, cette fonction est
absente chez les donneurs allergiques qui présamtedéfaut de liaison du CCL18 a son
récepteur, ce qui pourrait participer a la dimioatide la tolérance observée dans les

maladies allergiques. Ces données révélent un tatéinérapeutigue de CCL18 et de
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son récepteur. Désormais les efforts devraientoseentrer sur I'identification de ce
récepteur et sa régulation. Il pourrait s’agir dTIAANMS3 tres récemment montré comme
étant un récepteur fonctionnel de CCL18 [Chen, POgfesent sur les cellules
cancéreuses mammaires, ce qui n’exclut pas la nmésdautres récepteurs GPCR
simples ou en combinaison plus complexe (diméréadaéme famille de récepteur de
chimiokines, de familles différentes [Sohy, 2008]encore un récepteur de chimiokine

avec une autre molécule membranaire).
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