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RESUME

La dermatite atopique (DA) est une maladie inflammatoire chronique de la peau
caractérisée par un épaississement €pidermique et un infiltrat dermique de lymphocytes T
mémoire activés, macrophages, mastocytes et €osinophiles avec des phases aigué et
chronique associées respectivement a des profils cytokiniques de type Th2 et Thl. Chez la
majorité des patients atteints de DA, une augmentation de production d’IgE et IgG totales
et spécifiques d’allergenes et d’antigénes microbiens est observée.

Les récepteurs de forte et de faible affinité pour I’IgE, FceRI et FceRII/CD23 et le
récepteur de faible affinité¢ pour I’IgG, FcyRIII/CD16, jouent un role essentiel dans les
maladies allergiques. Dans la peau humaine, ces FcR sont exprimés par des cellules
présentatrices d’antigene et des cellules effectrices résidentes ou recrutées au derme durant
I’inflammation.

Au cours de ce travail, nous avons étudié le réle de ces FcR dans un modeéle murin
de DA, qui reproduit la pathologie humaine, en comparant des animaux déficients pour ces
FcR aux animaux correspondants de type sauvage (WT). Les symptomes de la DA sont
complétement absents chez les souris déficientes en FcRy et partiellement inhibés dans les
souris déficientes en FceRI ou CD16. Cette inhibition est corrélée avec une augmentation
de I’expression cutanée de I’IL-10 et Foxp3. Alors que FceRI régule les réponses Thl et
Th2, le recrutement des mastocytes vers les ganglions drainants et la production d’IgE,
CD16 régule uniquement la réponse Th2, la prolifération lymphocytaire et la production
d’1gG;. FceRI et CD16 régulent spécifiquement la production de leurs ligands en
controlant respectivement 1’expression ganglionnaire d’IL-4 et d’IL-21. D’une fagon
importante, I’absence de CD23 aboutit a une inhibition drastique de la pathologie cutanée
et, comme celle de FceRI, a une diminution des réponses cutanées Thl et Th2 ainsi que de
la production sérique de I’IgE mais pas celle de 1’IgG;.

Par ailleurs, nous avons étudié le role régulateur du récepteur nucléaire PPAR-a
dans ce modele de DA. En effet, il est exprimé par plusieurs types cellulaires au sein du
systtme immunitaire et posseéde des propriétés anti-inflammatoires dans d’autres
pathologies. Suite a la sensibilisation cutanée, nous avons remarqué que les souris
déficientes en PPAR-0 montrent une exacerbation des réponses cutanée et pulmonaire, et
de la production de I'IgE et IgG,, par rapport aux souris WT. Ce phénoméne est corrélé
avec une exacerbation des réponses moléculaires cutanées Th2 et surtout Thl ainsi qu’a
une augmentation d’expression de NF-kB. D’une fagon intéressante, I’expression de
PPAR-a a été diminuée dans les Iésions cutanées de patients atteints de DA suggérant donc
que cette diminution d’expression puisse contribuer a la pathologie. Enfin, I’application
d’un agoniste spécifique de PPAR-o diminue significativement la pathologie
expérimentale.

Nos travaux ont donc précisé la contribution des IgE/FceR et IgG/FcyR a la
physiopathologie de la DA. Ces derniers, comme PPAR-a, constituent des cibles
thérapeutiques potentielles pour cette affection.



SUMMARY

Atopic dermatitis (AD) is a common chronic inflammatory skin disease
caracterized by increased epidermal thickness and a dermal infiltration with activated
memory T cells, macrophages, mast cells and eosinophils as well as Th2- and Thl-
associated cytokine profiles in acute and chronic skin lesions respectively. Most AD
patients show elevated total and allergen- or microbe-specific IgE and IgG levels in serum.

The high and low affinity IgE receptors, FceRI and FceRII/CD23, and the low
affinity IgG receptor, FcyRIII/CD16 play an essential role in allergic diseases. In human
skin, those FcR are expressed by antigen presenting cells and effector cells resident or
recruited into the inflamed dermis.

In this work, we have studied the role of those receptors in a mouse model of AD
that mimics the human pathology by comparing FcR-deficient animals with their
corresponding WT counterparts. Symptoms of AD are completely absent in FcRy-deficient
animals but only partially inhibited in either FceRI- or FcyRIII/CD16-deficient animals.
This inhibition is correlated with increased skin expression of regulatory IL-10 and Foxp3.
While FceRI controls both Th1 and Th2 skin response, mast cell recruitment into draining
lymh nodes and IgE production, CD16 regulates only Th2 skin response, as well as T cell
proliferation and IgG; production. This isotype-specific regulation by the cognate FcR is
associated to a differential regulation of IL-4 and IL-21 expression in the draining lymph
nodes. Importantly, CD23 deficiency also led to a drastic inhibition of the pathology and,
like FceRI, to decreased Th1 and Th2 skin responses and IgE but not IgG; production.

We also investigated the regulatory role of the nuclear receptor PPAR-a in this AD
model. Indeed, it is expressed in several cells of the immune system and have anti-
inflammatory activities in other pathologies. Upon antigen sensitization, we found that
PPAR-o—deficient mice display increased skin and lung responses as well as IgE and IgG,,
production compared with their wild-type counterparts. This phenomenon is correlated
with an enhancement of Th2 and, to a greater extent, Th1 responses as well as an increased
skin expression of nuclear factor-kB. Interestingly, PPAR-a expression was decreased in
eczematous skin from patients with AD compared with skin from nonatopic donors,
suggesting that defective PPAR-a expression might contribute to the pathology. Topical
application of WY 14.643, a specific PPAR-a agonist, significantly decreased antigen-
induced skin inflammation in the AD model.

Thus, we have delineated the contribution of IgE/FceR and IgG/FcyR to AD
pathophysiology. Finally, targeting interactions between IgE and its 2 FceR, IgG and FcyR
as well as PPAR-a represent efficient therapeutic strategies for allergic diseases.



INTRODUCTION

I. Les immunoglobulines et les récepteurs pour la portion Fc¢ des
immunoglobulines (FcR)

1. Les immunoglobulines

Chez I’homme, il existe 5 classes d’immunoglobuline (Ig) : IgG, IgM, IgA | 2, IgE
et IgD. On distingue 4 sous-classes d’1gG : 1gGy, 1gG», IgG; et 1gGs (IgGy, 12Gaa, 1gGoy et
IgGs chez la souris). Les Ig sont toutes des glycoprotéines ayant des structures similaires
mais différentes par leur taille, charge, séquence d’acides aminés et leurs glycosylations
(Arnold et al., 2006). Elles sont exprimées et sécrétées par les lymphocytes B (LB)
activées (Gould and Sutton, 2008). Chaque Ig comporte deux chaines lourdes identiques
(50-77 kDa) et deux chaines 1égéres identiques (25 kDa) liées par des ponts disulfures et
des liaisons non-covalentes. Les classes d’Ig se distinguent les unes des autres par leurs
chaines lourdes (y, 1, a, € and 0). Il existe deux isoformes de la chaine légere (A et
K)(Amzel and Poljak, 1979). Les chaines lourdes et 1égeres sont composées de domaines
de 105-120 acides aminés (AA) arrangés en des structures secondaires (feuillets f3).

Pendant la synthése de 1'lIg, des réarrangements géniques et des mutations
somatiques produisent de grandes variations dans la séquence d’AA des domaines N-
terminaux de la chaine lourde (VH) et de la chaine légere (VL) et générent une diversité
quasi infinie (Odegard and Schatz, 2006). L’Ig comporte deux régions, la région Fab et la
région Fc. Fab et Fc sont séparés par une région charni¢re chez 1'IgG, IgA et IgD. La
région charniére est remplacée par un domaine additionnel de la chaine lourde chez I’IgE
et ’'IgM (Fig.1). Ainsi, par exemple, la chaine lourde de I’'IgE, comporte un domaine Ce2
qui « correspond » a une région charniere pour I’IgG. Les domaines Ce3 et Ce4 sont
homologues en séquence et en structure quaternaire aux domaines Cy2 et Cy3 de I'lgG

(Gould and Sutton, 2008).

1.1. Synthése des chaines lourdes, v, a, € et commutation isotypique

Chez 1'homme, les geénes des chaines lourdes (locus IGH), les génes des chaines
légéres kappa (locus IGK) et les genes des chaines légéres lambda (locus IGL), sont
respectivement situés sur les chromosomes 14 (14q32.3), 2 (2p11.2) et 22 (22ql11.2). La
synthése des immunoglobulines nécessite des réarrangements des génes des loci IGH, IGK

et IGL durant la différenciation des lymphocytes B. Juste avant la commutation isotypique,


http://imgt.cines.fr/textes/IMGTrepertoire/LocusGenes/chromosomes/human/IGH/Hu_IGHchrom14.html
http://imgt.cines.fr/textes/IMGTrepertoire/LocusGenes/chromosomes/human/IGK/Hu_IGKchrom2.html
http://imgt.cines.fr/textes/IMGTrepertoire/LocusGenes/chromosomes/human/IGL/Hu_IGLchrom22.html

des réarrangements VDJ du locus IGH de la chaine lourde (pn) ont lieu. Lors de sa
maturation, le lymphocyte passe d'une production d'IgM et d'IgD a la synthese d'IgG, d'IgE
ou d'IgA. Ce processus, qui permet le changement de la région constante de la chaine
lourde tout en maintenant l'expression de la méme spécificité de reconnaissance et en
renforcant méme son affinité, est appelé la "commutation" de classe (ou "switch"). Ceci a
lieu grace a une séquence S (SWITCH) qui est en amont de chaque géne codant pour une
chaine lourde. La commutation de classe réalisée grace a ces régions S entraine la délétion
des génes IGHC situés entre I'ensemble V-D-J et le géne IGHC utilisé¢. Ceci se produit par
la formation de boucles de délétion, a la suite du réarrangement entre la séquence Su et une
autre séquence S (Sy par exemple, dans le cas d'une commutation IgM-IgG). Lors d'une
nouvelle commutation, ce géne Cy sera a son tour, éliminé et remplacé par un autre geéne
IGHC localisé plus en 3'.

L'interaction entre CD40 et CD40L (CD154) est indispensable a la commutation
isotypique (Geha et al., 2003). Des cytokines spécifiques de la commutation vers telle ou
telle classe ou sous-classe ont été décrites: par exemple IL-4 pour la commutation des IgGy
et IgE (Homme), IL-4 et IL-13 pour la commutation vers I’IgE (souris) (Barner et al.,
1998). La commutation vers 1’IgG; chez la souris est induite par IL-4, cependant elle ne
serait pas dépendante exclusivement de cette cytokine mais aussi de I’IL-21 qui régule
différenciellement la production de I’'IgE et I’IgG; chez la souris. Alors que la production
d’IgG; est inhibée chez les souris déficientes en le récepteur a I'IL-21 (IL-21R), la
production d’IgE est augmentée (Ozaki et al., 2002 ).

Les centres germinatifs (GC) sont connus en tant que lieu de différenciation de
lymphocytes B mémoire. Récemment, il a été démontré que les B IgE" sont exceptionnels
car la majorité d’entre eux réside en dehors des GC. Ces cellules suivent un programme de
différenciation unique qui comporte deux phases: une phase courte, “pre-IgE”, avec
production intermédiaire d’IgG;, au cours de laquelle les hypermutations somatiques et la
maturation ont lieu, et une phase de « post-commutation » en IgE avec différenciation des

LB en plasmocytes (Erazo et al., 2007).
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Fig.1. Représentation schématique des IgE et IgG (d’apres(Gould and Sutton, 2008)).

Les deux immunoglobulines sont des tétrameéres composés de deux chaines lourdes (H) et de deux chaines
légeres (L). Les parties Fab qui contiennent les domaines variables (notés V) des chaines légeéres (VL) et
lourdes (VH) sont impliquées dans la reconnaissance de 1’antigéne. Elles comportent ¢galement le domaine
constant (noté C) de la chaine 1égere (CL) et le premier domaine constant de la chaine lourde (Cel ou Cyl).
La partie Fc, site de fixation aux FcR, est uniquement formée des domaines constants des chaines lourdes.
Les IgE contiennent un domaine constant (Ce2) qui remplace la région charniére des IgG. Les domaines Ce3-

Ce4 sont les homologues des domaines Cy2-Cy3.

2. Les FcR.
L’Ig est bi-fonctionnelle, elle se lie a ’antigene grace a la partie Fab et interagit

avec les récepteurs pour la partie constante (FcR) grace a sa partie Fc pour déclencher une
variété de réponses cellulaires telles que la phagocytose et 1’endocytose, la cytotoxicité
dépendante des anticorps vis-a-vis de cellules étrangeres et la sécrétion de médiateurs de
I’inflammation (Gould and Sutton, 2008 ; Monteiro and Van De Winkel, 2003;
Nimmerjahn and Ravetch, 2008 ). Selon I’isotype d’Ig fixé, on distingue les FcyR, FceR et
FcaR... Il s’agit généralement de structure multimérique comprenant une sous-unité o,
fixant I’Ig et d’un dimeére de sous-unités FcRy essentiel pour la transduction des signaux
activateurs (Ernst et al., 1993 ; Pfefferkorn and Yeaman, 1994; Ra et al.,, 1989 ;
Wirthmueller et al., 1992 ). Les FcR appartiennent généralement a la superfamille des
protéines a domaines Ig, a I’exception de CD23 qui est une lectine de type C. Les FcR sont
généralement multimériques a 1’exception de FceRII/CD23, FcyRIII/CDI16b,
FcyRII/CD32, Fca/pR, pIgR et FCRH qui sont constitués d’une seule chaine (Tableau I).



2.1 FceRI
Pour PI’IgE, il existe deux FcR: FceRl, le récepteur de haute affinité¢ et

FceRII/CD23, le récepteur de faible affinité (voir plus bas).

2.2. FeyR

Chez la souris, la famille des FcyR comporte trois récepteurs activateurs
FcyRI/CD64 (haute affinité), FcyRIII/CD16 et FcyRIV et un récepteur inhibiteur
monomérique, FcyRIIb/CD32b (Nimmerjahn and Ravetch, 2008). Il existe deux isoformes
prédominants de FcyRIIb, FcyRIIbl et FcyRIIb2 qui résultent d’un épissage alternatif
(Hibbs et al., 1986; Ravetch et al., 1986 ). CD16, FcyRIV et FcyRIIb ont une affinité
moyenne a faible. Chez la souris, CD16, CD32b et FcyRIV peuvent se lier a I’'IgE avec une
faible affinité¢ (Hirano et al., 2007 ; Takizawa et al., 1992). FcyRIV n’est pas présent chez
I’homme mais il existe plusieurs autres FcyR monomériques: deux récepteurs activateurs
FcyRIla et c¢ d’affinité faible a moyenne, et FcyRIIIb, inséré dans la membrane
cytoplasmique par une ancre « glycosyl-phosphatidylinositol » (GPI), exprimé uniquement
sur les neutrophiles, et qui ne transduit pas de signal (Lanier et al., 1989a). Chaque FcyR
exerce son activité in vivo en fixant préférentiellement une sous-classe d’IgG : CD16 et
FcyRIIb fixent I’IgG,, CD64 fixe I'IgGs, et FcyRIV fixe les 1gGa, et I1gGa, (Nimmerjahn
and Ravetch, 2005). Les FcyR activateurs jouent un rdéle dans la phagocytose, la
présentation antigénique, I’ADCC, la dégranulation cellulaire et la synthése de cytokines

(Nimmerjahn and Ravetch, 2008).

2.3. FcaRI

FcaRI/CD89, qui n’existe pas chez la souris, fixe ’IgA monomérique avec une
affinité intermédiaire. CD89 est exprimé sur les monocytes/macrophages, les neutrophiles,
les éosinophiles, les cellules de Kupffer et les cellules dendritiques interstitielles (Monteiro
and Van De Winkel, 2003). Ce récepteur sur les neutrophiles est capable de médier la
phagocytose bactérienne (Hellwig et al., 2001). Suite a ’agrégation de CD89 sur les DC,
ce récepteur est endocyté. Le CD89 permettrait donc aux DC de capter efficacement
I’antigeéne. L’endocytose entraine également I’activation de ces cellules en provoquant
I’augmentation de I’expression membranaire de CD86, CMH II ainsi que la synthese d’IL-
10 (Geissmann et al., 2001). L’incubation en présence de cytokines pro-inflammatoires, de
LPS ou du CD40L permet I’augmentation d’expression de CD89 sur les DC (Pasquier et

al., 2004). Le CDS89 confere aux cellules effectrices qui I’expriment la capacité de



participer a des réactions d’ADCC. Ainsi, les €osinophiles, en interagissant avec 1’IgA,
peuvent libérer des médiateurs toxiques comme I’ECP (eosinophil cationic protein)
capable de tuer des larves de Schistosoma mansoni opsonisées par des anticorps (Nutten et
al., 1999).

2.4. Fca/pR, pIgR et FcRn

Fca/pR fixe I’IgA et ’IgM monomériques avec une forte affinité (Sakamoto et al.,
2001). La structure de son domaine extracellulaire présente une homologie importante avec
celle du pIgR, impliqué dans la fixation des IgA et IgM polymériques et leur transport
transépithélial pour participer aux défenses immunitaires des muqueuses (Robinson et al.,
2001). Fca/puR est identifi¢ sur une grande variété de tissus chez la souris, comme le
thymus, rate, foie, les reins, intestins, testicules et placenta. Il est retrouvé sur les
lymphocytes B et les macrophages humains et murins. Il est également présent au niveau
transcriptionnel sur les cellules mésangiales humaines stimulées par I’IL-1 (McDonald et
al., 2002). Ce récepteur conférerait, aux cellules qui I’expriment, la capacité¢ d’endocyter
les bactéries recouvertes d’IgM et son expression au niveau rénal lui permettrait de jouer
un role dans le développement de la néphropathie a IgA en favorisant le dépot de
complexes immuns a ce niveau (McDonald et al., 2002).

FcRn joue un role dans le transport transépithélial des IgG depuis le lait maternel
vers la circulation du nouveau-né et, chez ’adulte, régule le catabolisme des IgG (Ghetie

and Ward, 2000).

2.5 FcRH

Une nouvelle famille de récepteurs homologues aux FcR a été découverte
récemment chez I’homme. Il s’agit des récepteurs FCRH1 a 5, exprimés préférentiellement
sur les lymphocytes B matures (Davis et al., 2001). Un sixieme membre, FcRH6, est

exprimé sur les lymphocytes B aux différents stades de différenciation (Davis et al., 2005).

Nous allons décrire plus en détail FceRI, CD23 et FcyRIII/CD16, nos travaux ayant

principalement porté sur ces récepteurs.



Receptor Structure and Affinity for immunoglobulin Expression

apparent M, Mouse Human
FoyRIA o 70kDa 10710 M to 107107 M- to Macrophage,
(CDe4) lgG2a==3,1.2b lgG1=3=45=2 monocyte,
t9kDa neutrophil,
ecsinophil,
DC
FoyRIIA 40 KDa NF <107 M to Macrophage,
(CD32) 19G3=1 2=4 neutrophil,
ecsinophil,
ITAM-like: platelst,
DC, LS
FeyRIB 40-60 kDa <107 M- to <10" M- to B cell, mast cdl,
(CD32) lgG1,2a,2h=>3 laG3=1=4=2 basophil, macrophage,
" 3x 10°M" 1o IgE eosinophil, neutrophil,
DC, LS
FeyRIA ) <107 M- to 2x107M" to Macrophage,
(CD16) o human: 50°50KDa 1961 28,2053 lgG1,3>>2,4 monocyte,
P 5x 10° M- to IgE NK cell, mast
ylors) call, eosinophil,
DC, LG,
neutrophil mouse)
FeyRIIB § _50kDa NF <107 M to Neutrophi,
(CD18g) lgG1,3>=2,4 eosinophil
GPllink
FeeRl =10 M- to IgE =10 M- to IgE Mast cell,
o 45-65 kDa basophil,
ecsinophil,
32 kD 1 LC (human),
P o= T DC {human)
FeeRll QQo-C-typs 108 M- to IgE 108 M- to IgE Ukiquitous,
(CD23) lectin domain platelet
_% =
FeaRl NF 2x10"M-" to Macrophage,
(CDgg) PEBIDE lgA1, IgA2 nevtrophil,
aosinophi
FcRn o 50 kDa 108 M- to rat 2x 1M 1o Placerta,
lgG2a=2b,1,2c laG small intestine,
monocyte, DC
pom 12 kDa

Foo/uR o ~70 kDa MND 108 M- to Igh, B cell,
IgA macrophage

Paly-lgR High, but ND High, but ND Epithelium,
85 kDa liver, small
intestine,
lung
FcRH1-5" ND ND B call
E%FCRH2
54 kDa

Tableau 1 : structure et distribution cellulaire des FcRs (d’apres (Takai, 2002)).

B2m, B2-microglobuline; DC, dendritic cell; FcRH, Fec-receptor homologue; FcRn, neonatal Fc receptor;
GPI, glycosylphosphatidylinositol; Ig, immunoglobuline; LC, Langerhans cell; M,, masse moléculaire
relative; ND, non déterminé; NF, not found (non trouvé) chez la souris; NK, natural killer; poly-IgR,
polymeric immunoglobulin receptor. *L’ADN complémentaire des FcRHs code une glycoprotéine
transmembranaire type [ ayant 3-6 domaines extracellulaires « immunoglobulin-like » et un domaine
cytoplasmique contenant un motif ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation) et/ou un motif ITIM

(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif).



3. FeeRI

Les IgE, produites par les lymphocytes B, se fixent a FceRI avec une haute affinité
(Kp =107 4 10" M), avec un rapport steechiométrique 1 :1. C’est la fixation d’antigénes
multivalents a I’IgE fixé a FceRI qui permet, généralement 1’activation cellulaire. FceRI est
principalement impliqué dans les réactions allergiques et I’immunité anti-parasitaire

(Gould and Sutton, 2008).

3.1. Structure

Chez les rongeurs, FceRI est un complexe membranaire tétramérique : FceRla,
FcRp et 2 FcRy (apy2) (Figure 2) (Blank et al., 1989; Kuster et al., 1992). FceRla fixe
I’IgE. C’est une protéine transmembranaire formée d’une partie extracellulaire (ECa) qui
contient le site de fixation de I’IgE, d’un segment transmembranaire et d’un court segment
intracytoplasmique. FcRp et FcRy représentent le module de signalisation. FCRp est une
protéine trés hydrophobe qui traverse quatre fois la membrane et dont les extrémités N- et
C-terminales sont toutes les deux cytoplasmiques. FcRy est une protéine transmembranaire
dotée d’une trés courte portion extracellulaire et d’une région cytoplasmique relativement
longue. Les parties cytoplasmiques C-terminales de FcRp et FcRy contiennent un motif
ITAM (Immuno receptor Tyrosine-based Activation Motif) nécessaire a |’activation
cellulaire (Daeron, 1997 ; Kraft and Kinet, 2007). FcRp peut également s’associer a
FcyRIII/CD16 (Dombrowicz et al., 1997; Kurosaki et al., 1992 ), décrit ultérieurement.
FcRy est commune a FceRI, FcyRI/CD64, FcyRIII/CD16, FcaRI/CD89, FcyRIV. FcRy
peut s’associer au complexe TCR-CD3 (Rodewald et al., 1991). FcRy est également
associée, au niveau des plaquettes, au récepteur du collagene (Glycoprotéine VI-FcR)
(Tsuji et al., 1997), et au niveau de la lignée myéloide et du systeéme osseux a de nombreux
récepteurs comme les LIRs (Leukocyte Immunoglobulin-like Receptor), PIR-A
(Kubagawa et al., 1997), les ILT1 et 7 (Leucocyte Ig-like Receptors) (Cao et al., 2006;
Nakajima et al., 1999 ), OSCAR (OSteoClast-Associated Receptor) (Merck et al., 2004) et
NKp46 (p46 NK cell activating receptor) (Pessino et al., 1998).

Chez I’homme, FceRI peut égalment exister sous la forme d’un trimére ay, en
I’absence de FcRp sur les monocytes, DC, €osinophiles et plaquettes sanguines (Gounni et
al., 1994b ; Joseph et al., 1997; Maurer et al., 1994 ; Maurer et al., 1996 ; Wang et al.,

1992). Ces deux formes de FceRI humain, oy, et oafy,, ont des caractéristiques



fonctionnelles différentes. Le niveau d’expression du récepteur oy, a la surface cellulaire
est moins important que celui du tétramére, en raison d’un transport intracellulaire du
récepteur - du réticulum endoplasmique a la surface de la cellule - moins efficace
(Donnadieu et al., 2000). De plus, la capacit¢é du trimere de transmettre le signal
d’activation est moindre que celle du tétramere (Dombrowicz et al., 1998; Lin et al.,
1996 ). Ces observations permettent d’attribuer a FcRP un rdle amplificateur de
I’expression et de la capacité¢ de signalisation de FceRI. Il existe également un variant
FcRpyar, produit aprés epissage alternatif, ne contenant pas le motif intracytoplasmique
ITAM (Donnadieu et al., 2003), qui inhibe I’expression membranaire du récepteur en

inhibant I’expression de FceRIa (Fiebiger et al., 2005).

Fig.2. Structure de FceRI. (d’apres (Kinet, 1999)).

Ce récepteur se trouve sous forme trimérique (2 droite) et tétramérique (a gauche) chez I’homme.

3.2. Interaction FceRI/ IgE

Les parties C-terminales constantes des chaines lourdes forment la région Fc de
I’IgE et contiennent le site de liaison a FceRI. Des études de mutagenese ont montré qu’il
se situe dans le domaine Ce3 et a la jonction Ce2-Ce3 (Henry et al., 1997; Nissim et al.,
1991 ; Presta et al., 1993). Sur le récepteur, le site de liaison de I’IgE a été identifié¢ dans la
partie extracellulaire de la chaine o, ECa (Blank et al., 1991; Hakimi et al., 1990 ). ECa est
composée de deux domaines apparentés aux Ig comportant chacun un pont disulfure intra-

chaine. ECo est fortement glycosylée (7 sites de glycosylations) et les chaines
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glycosidiques jouent un réle lors de la maturation et du transport intracellulaire vers la
surface de FceRlo, mais n’affectent ni la stabilité de la molécule ni sa capacité a se lier a
I’IgE (Blank et al., 1991 ; Letourneur et al., 1995).

La structure tridimensionnelle d’ECa a été déterminée par cristallographie, d’abord
seule (Garman et al., 1998), puis en complexe avec I’'IgE (Garman et al., 2000). ECa est
constituée essentiellement de deux domaines de type immunoglobuline, D1 et D2, présents
dans de nombreuses autres protéines (Figure 3A). Les domaines D1 et D2 forment un
angle aigu trés prononcé, en V inversé, et la surface convexe en partie constituée de D2
représente le site d’interaction avec I'IgE (Figure 3A). La conséquence de cet arrangement
en V inversé est I’existence d’une large crevasse tournée vers la membrane plasmique. Les
résidus qui en émergent, ont la possibilit¢ d’interagir avec d’autres résidus, exposés a la
surface cellulaire et appartenant, par exemple, aux deux boucles extracellulaires de FcRf3
ou a d’autres molécules et pourraient potentiellement influencer les signaux membranaires.

L’évaluation de la structure du complexe FceRI-IgE (Garman et al., 2000) a
confirmé que I’IgE se lie bien sur la structure prédite mais que cette liaison implique deux
sites distincts sur ECa (Figure 3B). Le premier site, situé dans D2, comporte, entre autres,
un résidu tyrosine qui interagit avec une poche située dans I’un des deux domaines Ce3 et
I’une des jonctions Ce2-Ce3 de I'IgE (Figure 3C). Le deuxiéme site chevauche en partie le
premier et se trouve dans D2 et la jonction D1-D2. Il forme une poche pour un résidu
proline situé¢ dans 1’autre domaine Ce3 de I'IgE. Ce résidu proline interagit en particulier
avec deux résidus tryptophanes d’ECa (Figure 3C).

Des études antérieures avaient montré que I’interaction IgE-ECa était monovalente
en dépit du fait que I’IgE est un dimere et comporte potentiellement deux sites de liaison
identiques pour ECa, un dans chaque chaine lourde (Mendoza and Metzger, 1976). La
structure du complexe entre la portion Fc de I’IgE et d’ECa a fourni I’explication de cette
monovalence. Elle est due au fait que les deux chaines lourdes des IgE sont impliquées
dans la liaison au FceRI, chacune se liant sur un site distinct, ce qui rend impossible
I’interaction avec une deuxiéme molécule FceRI (Figures 3B, 3C).

D’autres caractéristiques de 1’interaction IgE-FceRI ont été également expliquées
par 1’étude structurale.

1. La forte affinité de la liaison IgE-FceRI est due a la faible vitesse de dissociation, elle-
méme expliquée par la présence du double site de liaison. En effet, lorsque 1’un des sites
d’ECa se dissocie de I'IgE, statistiquement ’autre peut rester en place et permettre au

premier de se réassocier, et la dissociation du complexe n’est observée que lorsque les
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deux sites se détachent simultanément, événement beaucoup moins probable. La présence
de nombreux résidus hydrophobes, en particulier de quatre résidus tryptophanes dans les
sites d’ECa, et la surface importante de ces sites pourraient aussi contribuer a la forte
affinité de I’interaction (Garman et al., 2000).

2. L’étude des cristaux du complexe ECa-IgE a montré que les nombreuses chaines
glycosydiques présentes dans ECa sont toutes situées a distance du site de liaison de I’IgE,
ce qui explique pourquoi ces structures ne jouent aucun role dans I’interaction (Garman et

al., 2000).

A ! FG-loop c Chaine Ce3-1 Chaine Ce3-2
L
D2 \ D1 § »:
) S "y
¥ k. . i
LTS
L ¢ \‘.'g .
B Poche Tyr 131 Pro 426

Tyr 131 Poche Pro 426

Figure 3. Structure tridimensionnelle du FceRlo et du complexe Ce3-Ce4/FeeRla
(Reproduit de (Garman et al., 2000) et de Cell (Garman et al., 1998)). A. Structure tridimensionnelle
modélisée du FceRla montrant I’angle aigu en V inversé formé par les deux domaines apparentés a la
superfamille des Ig (D1 et D2). Les résidus identifiés, par des études de mutagenése, comme étant impliqués
dans la liaison a I’IgE sont représentés en jaune et en bleu. Les sites d’attachement des motifs glycaniques
apparaissent en gris. Ils se trouvent tous en dehors de la région formant le site de liaison potentiel. B.
Structure tridimensionnelle du complexe montrant que le Ce3-Ce4 se lie sur deux sites distincts (site 1 et site
2) du FceRla. L’IgE est représentée en jaune et en rouge, le récepteur en bleu. C. Représentation de la
surface des deux domaines Ce3 et du FceRla. Les résidus qui deviennent inaccessibles apres formation du
complexe sont représentés en jaune (site 1) ou en rouge (site 2) dans Ce3. Dans le FceRla, la tyrosine Y131
(site 1) et la poche pour la proline P426 (site 2) sont représentées en bleu. Les résidus des motifs glycaniques

sont en gris.
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3. Si les études cristallographiques ont confirmé I’absence de changement de conformation
d’ECa lors de la liaison a I’IgE, elles ont démontré au contraire un important changement

de configuration de I’'IgE (Figure 4) (Sechi et al., 1996 ; Wurzburg et al., 2000).

s Wi GRS -"5a
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(libre) (lié au FceRI)

Figure 4. Comparaison des conformations de la portion Fc de I’'IgE libre et lié au

FceRlIa (Reproduit de (Wurzburg et al., 2000)). La conformation de I'IgE libre (dite fermée) différe
de celle de I’IgE liée a FceRI (dite ouverte).

3.3. Distribution cellulaire
3.3.1. Mastocytes et basophiles

Chez la souris, I’IgE est abondamment et quasi exclusivement exprimée a la surface
des mastocytes et des polynucléaires basophiles. Une expression de FceRla et de FcRy a
¢té récemment mise en évidence au niveau des pinéalocytes (Ganguly et al., 2007) et des
neurones sensoriels (Andoh and Kuraishi, 2004), la fonctionnalité¢ du récepteur au niveau
de ces cellules n’a pas été¢ démontrée.

Les mastocytes sont ubiquitaires et particulierement abondants dans la peau et les
muqueuses. Malgré une concentration sérique peu ¢levée (0,05 a 1 pg/ml contre 10 mg/ml
pour les IgG) (Gould and Sutton, 2008), les IgE occupent en permanence une proportion
appréciable de leurs récepteurs grace a la haute affinité de leur liaison y compris chez les
individus non allergiques (Gruber et al., 1988 ; Grattan et al., 1991). Cette observation a
¢été reproduite chez des souris de type sauvage (WT) naives, ou I’IgE occupe environ 80%
des récepteurs FceRI a la surface des mastocytes. La fixation d’IgE stabilise la présence
membranaire du son récepteur et régule positivement son expression membranaire (Kubo
et al., 2001). Ainsi, six semaines aprés ’injection intraveineuse d’IgE, 1’administration
d’un anticorps anti-IgE provoque un choc anaphylactique malgré la quasi absence d’IgE

circulant (Kubo et al., 2003). L augmentation d’expression du récepteur sur les mastocytes
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et basophiles cause une exacerbation de la production de médiateurs inflammatoires
(comme le MIP-1a) par ces cellules (Lantz et al., 1997; MacGlashan et al., 1998 ; Xia et
al., 1997 ; Yano et al., 1997 ).

3.3.1.1. Hypersensibilité immédiate

L’activation cellulaire suite a [’agrégation des IgE provoquée par la fixation
d’antigénes multivalents induit la libération de médiateurs inflammatoires (Fig. 5). C’est la
réaction d’hypersensibilit¢é immédiate. Cette réaction a lieu quelques minutes a quelques
heures apres 1’exposition a I’allergeéne. Elle peut étre localisée comme dans le cas de la
rhiniconjonctivite aigué, la crise d’asthme aigué, I'urticaire et 1’allergie alimentaire, ou
systémique comme [’anaphylaxie, la forme la plus dramatique de réaction
d’hypersensibilit¢ immédiate pouvant causer un bronchospasme, un collapse
cardiovasculaire et voire la mort (Bischoff, 2007; Galli et al., 2005 ).

Les médiateurs inflammatoires libérés sont soit préformés comme 1’histamine, (la
sérotonine chez les rongeurs), des enzymes comme la chymase, la tryptase et la
carboxypeptidase A, des métalloprotéinases, des polypeptides comme 1’endorphine,
kinines, somatostatines, des protéoglycans comme la chondroitine sulfate et I’héparine. Les
mastocytes activés liberent également des médiateurs néo-synthétisés tels que des dérivés
de Dl’acide arachidonique comme des leucotrienes (LTC4, LTB4 par exemple), PAF
(platelet-activating factor) et des prostaglandines comme PGD2. Ces médiateurs
inflammatoires causent la vasodilatation, I’oedéme, la fiévre et la bronchoconstriction et le
recrutement d’autres cellules inflammatoires aboutissant aux conditions cliniques
mentionnées ci-dessus. Comme les mastocytes, les basophiles sont capables, apres
activation via FceRI de libérer I’histamine et le leucotriéne C4 ainsi que des cytokines Th2
surtout I’IL-4 et I’IL-13 (Lantz et al., 1997 ; MacGlashan et al., 1998).

Si FceRI est essentiel pour I’anaphylaxie dépendant de I’IgE (Dombrowicz et al.,
1993), les mastocytes joueraient le role le plus important dans cette derniere réaction (Galli
et al., 2005). L’anphyalxie peut également résulter de I’activation cellulaire par des
complexes immuns a IgG. Ainsi, chez la souris 1’activation de CD16, en fixant I’'lgG;,
déclenche une réaction anaphylactique, prinicpalement par libéreration du PAF (platelet-
activating factor) (Hazenbos et al., 1996 ; Mukai et al., 2005 ; Tsujimura et al., 2008). La
contribution des basophiles est essentielle au développement de cette réaction., celle des
mastocytes ou des macrophages n’est par contre pas indispensable (Tsujimura et al., 2008)

( voir distribution et fonctionsde CD16).
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Figure 5 | Role des mastocytes (d’apres (Bischoff, 2007)). Ces fonctions incluent la régulation

des fonctions de cellules épitheliales (sécretion et perméabilité épithéliale), fonctionnement des muscles
lisses (peristaltisme et bronchoconstriction), des cellules endothéliales (flux sanguin, coagulation et
perméabilité vasculaire), recrutement et activation des neutrophiles, éosinophiles et lymphocytes), fonctions
neuronales (intéractions neuroimmunes, péristaltisme et douleur) ainsi que la cicatrisation des plaies et la
fibrose. Les facteurs de déclenchement peuvent étre des facteurs de croissance, agents infectieux,
neuropeptides, antigénes protéiques ainsi que les conditions physicochimiques comme le changement de PH
ou de l’osmolarité. FGF, fibroblast growth factor; IL, interleukin; LTC4, leukotriene C4; PGD2,
prostaglandin D2; TGFf, transforming growth factor-f; TNF, tumour-necrosis factor; TReg cell,
CD4+CD25+ regulatory T cell; VLA4, very late antigen 4.

Outre la libération rapide de médiateurs inflammatoires préformés ou
néosynthétisés, les mastocytes produisent également de nombreuses cytokines, par
exemple, IL-1, -3, -4, -5, -6, -9, -10, -13, -16, IFN-y, MIF (macrophage activating factor) et
TNF-0, des chimiokines (IL-8, MCP-1, MCP-3, MCP-4, RANTES/CCL-5). Ces
médiateurs sont libérés et entretiennent 1’inflammation en attirant notamment des cellules
de type inflammatoire comme les neutrophiles, basophiles, ¢osinophiles et les lymphocytes
T (Bischoff, 2007), ce qui peut expliquer le rdle indirect joué par FceRI dans les réactions

d’hypersensibilité retardée qui résultent de I’activation des cellules effectrices par les
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complexes immuns IgE/ ou IgG/allergéne. Les manifestations cliniques sont observées
quelques heures apres la recontre de I’allergéne. Ces manifestations atteignent leur apogée
aprés 6 a 9 heures puis diminuent significativement apres 24 a 48 heures (Biedermann et
al., 2000 ; Bryce et al., 2004; Williams and Galli, 2000a ).

Dans un modé¢le expérimental d’asthme induit en 1’absence d’adjuvant, le rdle
important mais partiel des mastocytes et FceRI a été mis en évidence dans plusieurs études
(Kobayashi et al., 2000; Taube et al., 2004; Williams and Galli, 2000b). Toutefois, les

auteurs n’excluent pas la contribution des basophiles a ce modele.

3.3.1.2. Hypersensibilité cutanée chronique
Outre leur rdle dans 1’anaphylaxie dépendant de I’IgGy; les basophiles contribuent
¢galement a I’inflammation dans un mod¢le d’inflammation cutanée chronique dépendant

de I’'IgE (Mukai et al., 2005) (Obata et al., 2007).

3.3.2. APC, Granulocytes, Plaquettes

Chez ’Homme, la forme trimérique de FceRI est exprimée par les cellules
présentatrices d’antigéne (APC : monocytes/macrophages, cellules dendritiques et cellules
de Langerhans) ainsi que par les €osinophiles et les plaquettes. En 1’absence de FcRp, ces
autres cellules montrent une expression (tres) faible. Cette expression est toutefois
augmentée en présence de concentrations élevées d’IgE, comme c’est le cas dans les
pathologies allergiques et parasitaires (Kraft and Kinet, 2007).

Un récepteur tétramérique serait également présent a la surface des neutrophiles.
L’activation de ces cellules via FceRI permettrait la facilitation de la présentation
antigénique, comme c’est le cas des DC humaines, conduirait au développement et a
I’aggravation de I’inflammation locale, notamment pulmonaire, grace a leur capacité de
produire I’IL-8 (Gounni et al., 2001). Ces résultats demandent cependant a étre confirmés

par d’autres équipes.

3.3.2.1. Présentation antigénique

FceRI est impliqué dans la présentation antigénique et particulierement des
allergenes par les APC (Kraft and Kinet, 2007) L’agrégation de FceRI a la surface par des
complexes IgE/antigéne conduit a 1’endocytose du ce complexe formé avec le récepteur.
Celui-ci est acheminé vers des compartiments riches en CMH II dans lesquels 1’antigéne

est dégradé¢ et les molécules de CMH 1II sont chargées de peptides antigéniques et
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acheminées vers la surface. Les APC peuvent présenter les peptides de 1’allergéne aux
lymphocytes T auxilliaires que ce soit au site inflammatoire ou au niveau des ganglions
lymphoides drainants (Gould and Sutton, 2008).

FceRI exprimé par les APCs exerce un effet pro-inflammatoire et contribue ainsi
¢galement au développement de pathologies allergiques comme la dermatite atopique
(Novak et al., 2004). En effet, I’agrégation de ce récepteur sur les APC aboutit, outre a la
présentation antigénique facilitée, a la production de cytokines comme IL-10, IL-12, IL-1f
et TNF-a et de chimiokines comme I’IL-16, CCL-2 et IL-8. L agrégation de FceRI sur les
APC contribue donc a la polarisation de la réponse vers un profil Th2 ou Thl en présentant
I’allergene par exemple via les LCs et les IDECs aux lymphocytes Th2 et Thl
respectivement — les IDECs peuvent produire de I’IL-12 et orienter vers un profil Thl —
ainsi qu’a Dattraction de plusieurs cellules immunes vers le site de 1’inflammation comme

les éosinophiles, les DC et les LT (Novak et al., 2004).

3.3.2.2 Immunité anti-parastiaire et anti-tumorale

Si des corrélations épidémiologiques ont clairement établi un lien inverse entre les
concentrations sériques d’IgE et 'immunité a la réinfection par certains helminthes
notamment Schsitosoma (Hagan et al., 1991), le role physiologique de FceRI dans
I’immunité anti-parasitaire ou anti-tumorale est beaucoup moins bien établi, faute de
modeles expérimentaux appropriés (Gould and Sutton, 2008). Des études chez la souris
d’infections par Plasmodium chabaudi chabaudi ont montré 1’apparition, notament au
niveau splénique, de cellules exprimant FceRI, probablement des basophiles, responsables
d’une production rapide d’IL-4 (Poorafshar et al., 2000). Par contre I’infection par S.
mansoni d’animaux déficients en FceRI a montré que 1’absence du récepteur affectait
faiblement la pathologie (Jankovic et al., 1997) probablement en raison de la distribution
cellulaire restreinte du récepteur chez la souris. En effet, malgré la faible expression de
FceRI sur les éosinophiles humains, ces cellules (Gounni et al., 1994a), comme les
monocytes (Maurer et al., 1994) et les plaquettes (Joseph et al., 1997), sont capables, en
présence d’IgE spécifiques du parasite, d’adhérer et d’exercer une activité cytotoxique via
une réaction d’ADCC vis-a-vis des larves de Schistosoma mansoni in vitro.

Un role de FceRI a également été dans I’immunité anti-tumorale. En effet, un
anticorps IgE dirigé contre une tumeur ovarienne (MOv18 IgE), en combinaison avec des
PBMC humains augmente la survie dans un mod¢le murin de xénogreffre d’une lignée de

cancer ovarien. Les monocytes étaient les cellules essentielles exercant cette activité
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d’ADCC médiée par le FceRI (Gould et al., 1999). Les ¢€osinophiles humains se sont
avérés également comme étant de puissantes cellules cytotoxiques in vitro exer¢ant en

partie leur role via MOv18 IgE et FceRI. (Karagiannis et al., 2007).

3.4.3. Effets de FceRI indépendants de ’antigéne

Dans les pathologies allergiques comme |’asthme allergique ou la dermatite
atopique, caractérisées par des concentrations ¢levées d’IgE, une corrélation entre le taux
d’IgE et le niveau d’expression de FceRI sur les mastocytes, basophiles, APC et
¢osinophiles a été mise en évidence (Kraft and Kinet, 2007). L’expression de FcRy, facteur
limitant de 1’expression de FceRI est augmentée chez les patients allergiques (Kraft et al.,
1998 ; Novak et al., 2003).

L’IgE monomérique se fixe sur FceRI et augmente son expression (Furuichi et al.,
1985) ainsi que celle de CD23 (Kisselgof and Oettgen, 1998) en le stabilisant a la surface
cellulaire -dans le cas de FceRI- , le protégeant ainsi de 1’internalisation et la protéolyse.
L’IgE monomérique exerce via FceRI un effet anti-apoptotique sur les monocytes via une
augmentation de Bcl-2 et Bcel-xI (Katoh et al., 2000). Ceci a été démontré aussi chez les
mastocytes (Kalesnikoff et al., 2001) dans ce cas, le phénomeéne est accompagné soit par
un maintien du taux de Bcl-xl et par la production autocrine de cytokines pouvant
contribuer a la survie cellulaire comme I’IL-3 (Kalesnikoff et al., 2001 ; Kohno et al.,
2005). Certains clones d’IgE, comme celui utilis¢é par Kalesnikoff, sont dits
« cytokinergiques » et induisent 1’aggrégation (d’une fagon moins efficace qu’en présence
d’un antigéne multivalent) du récepteur, I’activation cellulaire, la production de cytokines
comme I'IL-6, IL-13 et TNF-a mais pas la dégranulation cellulaire (Kraft and Kinet,
2007).

L’hypersensibilit¢ de contact est drastiquement inhibée dans les souris déficientes
en IgE. Une expression de plusieurs genes associés aux mastocytes (MMCP-6) ou aux
mastocytes et a I’hypersensibilité de contact (IL-6, IL-1B, MCP-1, TNFa) est en effet
diminuée. Elle est restorée apres transfert de cellules sensibilisées provenant de souris WT
ou administration d’IgE non spécifique de I’hapténe (Bryce et al., 2004). Les souris
déficientes en FceRI ou en mastocytes montrent également une diminution de
I’inflammation dans ce mode¢le. Les mécanismes permettant d’expliquer ces observations
restent mal définis. Les auteurs émettent [’hypothése d’un possible changement
conformationnel de I’'IgE qui pourrait lui permettre d’acquérir une spécificité vis-a-vis

d’un autre antigéne, structurellement distinct, (James et al., 2003) (dans ce cas I’hapténe
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expérimental ou un auto-antigéne) et ainsi de contribuer a la pathologie par activation

cellulaire « classique » via un complexe multivalent..

3.4. Signalisation

La signalisation est une cascade d’événements complexes dont 1’essentiel des voies
d’activation est représenté dans la figure 6, tirée de (Kraft and Kinet, 2007) et explicité
dans la légende. De maniére succinte, aprés agrégation de FceRI par un antigéne
multivalent, on distingue par commodité, deux voies de signalisation qui régulent la
dégranulation cellulaire. La voie dépendant de FYN et la voie dépendant de LYN. Apres
agrégation du récepteur, FYN phosphoryle GAB2 ce qui aboutit a 1’activation de PI3K,
PDK1 et puis PKC3. La voie médiée par LYN est cruciale pour la signalisation via le Ca*”,
alors que la voie médiée par FYN est essentielle pour la dégranulation cellulaire. Les deux
voies LYN et FYN nécessitent SYK comme la mobilisation du Ca*" (Kraft and Kinet,
2007).

FcRP exerce un rdle amplificateur des signaux in vitro et in vivo. En effet,
I’activation de FceRI tétramérique induit une phosphorylation accrue de FcRy et des
tyrosines de SYK et une mobilisation de Ca*" plus rapide et plus importante que celle de
FceRI trimérique (Lin et al.,, 1996). La structure des motifs ITAM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif) de FcRp permet le recrutement efficace de LYN. En
effet, FcRy posseéde une séquence consensus d’un ITAM, (Asp/Glu)-X-X-Tyr-X-X-Leu-
(X)7-11-Tyr-X-X-(Leu/Ile), ou X représente un acide aminé quelconque, alors que le motif
ITAM de FcRpB contient une troisiéme tyrosine entre les deux tyrosines d’un ITAM
classique. Sur base d’expériences in vitro, certains auteurs ont montré que ce résidu
tyrosine médian aurait un réle inhibiteur sur la signalisation de ce récepteur en activant la
SH2-domain-containing inositol-5- phosphatase (SHIP) (Furumoto et al., 2004). Xiao et al.
(Xiao et al., 2005) ont suggéré que I’activation de de la Tyr225 « inhibitrice » pourrait
avoir lieu lors d’'un mécanisme de rétrocontrdle négatif lors d’une stimulation intense de

FceRI.
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Figure 6 | Signalisation suite a I’activation de FceRI (d’aprés (Kraft and Kinet, 2007))

®

a | Dans la premiére voie, LYN est activée et phosphoryle les motifs ITAM dans les chaines FcRp et FcRy de
FceRlI, ce qui aboutit a 1’association de SYK avec FcRy et I’activation de SYK. SYK phosphoryle LAT
(Linker for Activation of T cells), qui recrute les GAD (Growth-factor-receptor-bound protein 2 (GRB2)-
Related Adaptor protein), SLP76 (SH2-domain-containing Leukocyte Protein of 76 kDa), VAV (qui n’est
pas montré ici) et PLCy (PhosphoLipase Cy). L’activation de PLCy activation a lieu grace a ce complexe et
grace au recrutement de BTK (Bruton’s Tyrosine Kinase) vers la membrane par PI3K (phosphoinositide 3-
kinase). La, PLCy est phosphorylée par BTK. PLCy activée produit le DAG (DiaAcylGlycerol), qui active
les PKC classiques (Protein Kinases C), et InsP3 (Inositol-1,4,5- Trisphosphate), ce qui induit la libération du
Ca®" du reticulum endoplasmique suite & la fixation de InsP3 a son récepteur (InsP3R) qui est présent a la
surface du réticulum. L’épuisement des stocks de Ca®’ entraine 1’ouverture des canaux calciques
membranaires (SOC: Store-Operated Channel) régulée par STIM1 (Stromal Interaction Molecule 1), et cet
influx de Ca®" extracellulaire génére un courant Icgac (Calcium-Release-Activated Current) qui maintient la
[Ca®*] & un niveau élevé et régénére les stocks de Ca*" du réticulum. L’activation de la PKC classique et la
mobilisation du Ca®" aboutissent & la dégranulation cellulaire. b | Dans la voie complémentaire, 1’activation
de FYN et SYK induit la formation d’un complexe avec VAV (qui n’est pas présent dans la figure), GRB2,
GAB2 (GRB2-associated binding protein 2) et PI3K. Ce complexe est probablement organisé par NTAL
(Non-T-cell Activation Linker). L’activation de PI3K aboutit au recrutement de PDK1 (3-Phosphoinositide-
dependent Protein Kinase 1) vers la membrane, qui a son tour active PKC9, ce qui méne a la dégranulation.
Les sphingosine kinases (SPHK) peuvent étre activatées par PLD (PhosphoLipase D), LYN ou FYN.

L’activation de SPHK aboutit & I'influx du calcium extracellulaire, probablement en empéchant 1’effet
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supresseur de la sphingosine sur Icrac. € | GRB2 et SOS (Son-Of-Sevenless homologue) sont associés avec
les voies primaire et secondaire de la signalisation et induisent 1’activation de RAS qui a son tour induit
I’activation de la cascade de ERK (Extracellular-signal-Related Kinase) MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase) et la production d’eicosanoides via PLA,. d | La production de cytokines est régulée par plusieurs
facteurs de transcription, dont I’activation dépend de [Ca’'], et des signaux provenant de PKC et AKT
(probablement via BCL-10/MALT1). BCL-10, B-cell Lymphoma-10; MALT10, Mucosa-Associated-
Lymphoid-Tissue lymphoma-translocation protein 1; PtdIns(3,4,5)P3, Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate; PtdIns(4,5)P2, phosphatidylinositol- 4,5-bisphosphate; RABGEF1, RAB Guanine-nucleotide-
Exchange Factor 1; RASGRP1, RAS Guanylnucleotide- Releasing Protein 1; S1P, sphingosine 1-phosphate.

3.5. Régulation négative de I’activité de FceRI

L’activation de FceRI est négativement régulée par plusieurs molécules de
signalisation (Katz, 2002; Malbec et al., 2002 ). Outre SHIP (Fluckiger et al., 1998 ;
Scharenberg et al., 1998), Phosphatase and tensin homologue (PTEN) dégrade le
PtdIns(3,4,5)P3 en PtdIns(4,5)P2 (Kraft and Kinet, 2007), le substrat de PLCy. Tam et al.
(Tam et al., 2004) ont identifi¢ la molécule RAB guanine-nucleotide-exchange factor 1
(RABGEF1) qui est un régulateur négatif de la signalisation induite par FceRI. RABGEF1
se lie @ RAS et inhibe son activation et donc inhibe la cascade MAPK ERK.

Les fonctions effectrices des mastocytes et des basophiles médiées par FceRI sont
¢galement négativement régulées par des récepteurs membranaires inhibiteurs comme
CD32/FcyRIIb (Malbec et al., 1998) dont la coagrégation avec FceRI en inhibe la
signalisation (Katz, 2002). Parmi ces récepteurs inhibiteurs, on cite : CD32b, PIR-B
(Paired Ig-like receptor-B), les LIR-1, -2, -3, -5 et -8 (Leukocyte Ig-like receptors), le
gp49B1, LAIR-1, Siglec-5 et -8, SIRP-a et MAFA (Arm et al., 1997 ; Borges et al., 1997 ;
Cella et al., 1997 ; Colonna et al., 1997 ; Cosman et al., 1997 ; Floyd et al., 2000 ;
Ghannadan et al., 2002 ; Katz et al., 1989 ; Kubagawa et al., 1997 ; Meyaard et al., 1997 ;
Ortega et al., 1991; Samaridis and Colonna, 1997 ). Ces récepteurs ont en commun un
motif intracytoplasmique inhibiteur : le tyrosine-based inhibitory motif (ITIM). Le motif
ITIM des récepteurs inhibiteurs permet le recrutement puis [’activation de tyrosine
phosphatases comme SH2-domain-containing protein tyrosine phosphatase (SHP) dont
SHP-1 et -2, ou SHIP-1 (Malbec et al., 2002). FcyRIIB recrute SHIP-1 a la membrane
cellulaire grace a son motif ITIM. SHIP-1 dégrade PtdIns(3,4,5)P3 en PtdIns(3,4)P2. SHIP
peut aussi agir via la molecule adaptatrice docking protein 1 (DOK1) qui se lie a une
« RAS GTPase-activating protein » qui inhibe la mobilisation du Ca®" et I’activation de

ERK (Isnardi et al., 2004 ; Kepley et al., 2004).
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CD89/FcaRl, qui s’associe a FcRy, inhibe la dégranulation mastocytaire médiée par
le FceRI (Pasquier et al., 2005). L’administration d’un anticorps (Fab) spécifique de FcaRI
diminue I’intensité de I’inflammation pulmonaire et I’hyperréactivité bronchique dans un
mod¢le murin (Pasquier et al., 2005). Dans ce cas, I’inhibition est due au recrutement de
SHP1 par FcaRI. Ceci mécanisme pourrait expliquer ’effet anti-inflammatoire de I’IgA et
I’augmentation de la susceptibilit¢ des individus ayant des déficiences en IgA aux
pathologies allergiques et autoimmunes.

Des molécules membranaires n’ayant pas de motifs de signalisation
intracytoplasmiques peuvent aussi inhiber ’activation cellulaire médiée par le FceRI.
Citons CD200R (un récepteur pour CD200 connu aussi sous le nom de OX2) (Cherwinski
et al., 2005) et les tétraspanines CD63 et CD81. Des anticorps dirigés contre ces dernicres
molécules ou CD200R inhibent la dégranulation mastocytaire et I’anaphylaxie (Fleming et

al., 1997 ; Kitani et al., 1991 ; Nishikata et al., 1992).

4. CD23

4.1. Forme soluble et interaction avec ’IgE

CD23 appartient a la superfamille des lectines de type C dépendant du calcium.
CD23 membranaire comporte 3 domaines ou « tétes » lectiniques extracellulaires séparés
de la membrane plasmique par un axe qui est un trimere d’hélices o (triple a helical
coiled-coil ‘stalk’) (Figure 7a). Ce dernier pied ou « stalk » est susceptible a la protéolyse,
libérant différents fragments solubles (sCD23) ayant des fonctions dépendant de leur état
d’oligomérisation. La protéase endogene principale qui libére le sCD23 est ’TADAMI10 (A
Disintegrin And Metalloproteinase 10) (Lemieux et al., 2007; Weskamp et al., 2006 ) (Fig
8c). De cette protéolyse, résultent des fragments solubles (sCD23) des tailles variées.
Les fragments contenant I’axe forment des triméres a partir d’une certaine concentration ou
suite a la liaison a I’IgE, alors que les sCD23 n’ayant pas d’axe restent toujours
monomeériques (McCloskey et al., 2007). Outre le fait que la région “stalk” favorise
I’oligomérisation, elle aurait d’autres fonctions. Ainsi, le peptide qui se trouve a la base de
cette région est impliqué dans la liaison au CMH II (Kijimoto-Ochiai and Noguchi, 2000).
Chez ’Homme mais pas la souris, a la base des domaines lectiniques, le CD23 possede
une ramification ou « queue » C-terminale grace a laquelle il se lie 8 CD21.

L’IgE se lie au domaine ou “téte” lectinique. Bien que 1’affinité d’une seule téte

lectinique pour I’IgE soit faible (K, = 10°~10" M), celle d’un trimére de tétes lectiniques
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est assez forte (K, = 10°-10° M) et approche celle de FceRI (Hibbert et al., 2005;
McCloskey et al., 2007 ). Il existe deux variantes de CD23, CD23a et CD23b, dont les
séquences N-terminales intracellulaires différent par leurs premiers AA. Ces deux
variantes ont différents distributions cellulaires : CD23a est exprimé par les lymphocytes
activés par I’antigéne avant leur différenciation en plasmocytes, alors que 1’expression de
CD23b est induite par I’IL-4 sur une variété de cellules inflammatoires, telles que les
lymphocytes et les cellules épithéliales. CD23a et b ont des rdles différents dis a leurs
séquences N-terminales intracytoplasmiques différentes. Les résidus cruciaux pour

I’activité de CD23a et b ont ét¢ identifiés (Montagnac et al., 2005; Yokota et al., 1992).

a Membrane-bound CD23 b CD23 head domain
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Figure 7. La structure de CD23 (D’apres (Gould and Sutton, 2008)). a | une représentation
schématique du CD23 membranaire, montrant 1’axe ou ‘stalk’ extracellulaire qui est un trimére d’hélices a,
les trois domaines ou « tétes » lectiniques de type C ainsi que les sites de N-glycosylation a proximité de la
base du « stalk ». b | la structure tridimensionnelle d’une téte lectinique. La structure fournie par NMR (en
bleu) et la structure cristallographique obtenue par diffraction de rayons X sont superposées, et la dernicre
structure est visible (en rouge) seulement dans les régions ou les deux structures sont trés différentes; d’autres
différences ont lieu dans les régions N- et C-terminales du domaine lectinique. Le seul ion de Ca*" observé
dans chaque structure est représenté par une sphére (bleue pour la structure donnée par NMR et rouge pour la
structure cristallographique). Les sites de liaison a Ce3 de I’IgE, aux domaines 1 et 2 du CD21 (proche de la

queue C-terminale) et a I’intégrine a5 (dans la région N-terminale proche de 1’axe) sont indiqués.

D’une fagon surprenante pour une lectine, CD23 se lie a I’'IgE indépendamment de
sa capacité de fixer un motif glycanique (Vercelli et al., 1989a). Il se fixe également au

CD21/CR2, un récepteur du complément, d’une fagon glycane-dépendante (Aubry et al.,
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1994; Aubry et al., 1992). La structure du domaine lectinique du CD23 monomérique a été
déterminée par résonance magnétique nucléaire et (NMR) et analyse cristallographique par
diffraction de rayons X (Hibbert et al., 2005 ; Wurzburg et al., 2006). Les deux structures
résultant des deux analyses différent au niveau de la/des région(s) fixatrice(s) du calcium
(Fig. 7b). En effet, la structure donnée par NMR montre un seul site de liaison au calcium
alors que celle donnée par diffraction de rayons X montre un autre site de liaison au
calcium. L’analyse par NMR a permis de localiser les sites de liaisons a I’IgE (en utilisant
le Ce3 monomérique) et au CD21 (en utilisant les domaines N-terminaux 1 et 2) (Hibbert
et al., 2005). Les sites de liaison a I’'IgE et CD21 sont ¢loginés I'un de ’autre (Figure 7b).
Des ¢études supplémentaires montrent que I’'IgE et CD21 peuvent se lier simultanément a

CD23 (Hibbert et al., 2005).

4.2. Distribution cellulaire et role dans la présentation antigénique facilitée.

CD23 posséde une large distribution cellulaire. Il est fortement exprimé sur les
lymphocytes ou il joue un role essentiel dans la synthése de I’IgE et peut ainsi moduler la
réaction allergique. Il peut étre exprimé par certaines populations de lymphocytes (Vercelli
et al,, 1989b). Il est également exprimé sur les éosinophiles humains activés, les
neutrophiles, les mastocytes (Gounni et al., 2001; Vercelli and Geha, 1989 ; Yuen et al.,
1990 ).

Les complexes allergene/IgE, fixés a CD23, exprimé par les lymphocytes B — mais
aussi par les APC tels les DC, monocytes/macrophages et LC (Buckley et al., 1992 ;
Vercelli et al., 1988)— activés par I’allergéne au niveau des muqueuses, peuvent faciliter la
présentation antigénique aux lymphocytes T (Carlsson et al., 2007; Heyman et al., 1993 ).
Ce phénomene est appelé présentation antigénique facilitée. Chez ’homme, I’interaction
entre CD23 et le HLA-DR a la surface membranaire est impliqué dans I’acheminement des
complexes allergene/IgE/CD23 vers les endosomes, ou les molécules HLA-DR sont
chargés par les peptides dérivés de I’allergéne pour les présenter a la surface des
lymphocytes (Karagiannis et al., 2001). Contrairement a la présentation antigénique via le
BCR, ou la spécificité est assurée, au niveau de chaque cellule, par I’IgE membranaire, la
spécificité lors de la présentation antigénique facilitée par le CD23 est assurée par I'IgE
(soluble). Dans ce cas, chaque lymphocyte B est capable d’acquérir une spécificité vis-a-
vis de plusieurs antigénes et contribuer au phénomene d’« epitope spreading » et ainsi
contribuer au développement et a 1’entretien de la pathologie allergique. Des mutations

dans la région “stalk” du CD23 murin sont associées avec la déstabilisation de cette région,
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une diminution d’expression a la surface cellulaire ainsi qu’une augmentation de la
commutation vers I’IgE (Kaminski and Stavnezer, 2007; Lewis et al., 2004). Récemment,
des polymorphismes découverts dans le géne de CD23 pourraient étre liés aux phénoménes
de présentation antigénique facilitée par CD23. Un polymorphisme (Arg62Trp), a la base
de la région “stalk™, qui concerne une séquence peptidique impliquée dans I’interaction des
molécules de CMH II et CD23 (Kijimoto-Ochiai and Noguchi, 2000), rend en méme temps

le CD23 membranaire résistant au clivage enzymatique (Meng et al., 2007).

4.3. Régulation de la synthése d’IgE

Si CD23 est impliqué dans la régulation de la synthése de I’IgE, son rdle positif
et/ou négatif est controversé (Conrad et al., 2007). Selon 1’école de Gould, CD23 augmente
la synthése de I’IgE lorsque sa concentration est faible et inhibe sa synthése lorsque sa
concentration est élevée (Fig. 8a). Le sCD23, obtenu apres clivage du CD23 membranaire
qui n’est pas protégé de la protéolyse lorsque la concentration d’IgE est faible, stimule
I’augmentation de la synthése d’IgE en fixant simultanément I’IgE membranaire et le
CD21 a la surface d’un lymphocyte B (Fearon and Carroll, 2000; Gould and Sutton, 2008).
A fortes concentrations, I’IgE se lie au CD23 membranaire et le stabilise empéchant la
libération de sCD23 et ainsi I’augmentation de la synthése de I'IgE. La méme école
propose que sCD23 stimule la synthése d’IgE en se liant a CD21 sans se lier en méme
temps a I’IgE membranaire et que I’IgE, en ’absence 1’allergene, se lie seulement au CD23
membranaire pour inhiber la synthése d’IgE (Gould and Sutton, 2008).

Chez la souris, sCD23 ne possede pas de site de liaison (queue C-terminale) au
CD21, ce qui pourrait expliquer que CD23 est parfois considéré dans cette espece comme
un récepteur exclusivement inhibiteur de la synthése d’IgE (Conrad et al., 2007). Ainsi,
chez les souris déficientes en CD23, la production d’IgE est fortement augmentée de la

synthese d’IgE (Yu et al., 1994).
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Figure 8. Régulation de la synthése de I’IgE par CD23 (d’aprés (Gould and Sutton,

2008)). a | Régulation positive et négative de la synthése d’IgE par le CD23 humain. Dans ce modéle, la
régulation positive de la synthése d’IgE résulte de la co-ligation du sCD23 par I’IgE membranaire et le CD21
a la surface d’un LB humain activé pour la synthése de I’IgE. qui est alors augmentée grace a une synergie de
signalisation via le complexe membranaire IgE-Iga—Igp et le complexe CD21-CD19. Régulation négative de
la synthése d’IgE a lieu suite a la co-ligation de I’IgE et CD23 membranaires par le complexe immun IgE-
allergéne. La competition entre CD21 et CD23 pour I’IgE membranaire aboutit & ’homeostasie. ¢ | Dans ce
schéma, la liaison de I’IgE au CD23 membranaire trimérique (n’ayant pas la « queue » C-terminale présente
chez I’homme et qui permet la liaison du CD23 trimérique a CD21) empéche 1’augmentation de la
commutation vers I’IgE induit par I’IL-4 et le CD40 ligand (CD40L). CD23 trimériques n’est pas stable a
surface des LB. La région “stalk” est clivée par ADAMIO0 libérant le sCD23. Ce phénoméne permet le
processus de synthése d’IgE par défaut. La liaison de I’IgE ou certains IgG spécifiques du domaine lectinique
de CD23 a ce récepteur membranaire (comme le lumiliximab), stabilise le CD23 trimérique a la surface et
favorise la régulation négative de la synthése d’IgE par un mécanisme encore inconnu. L’IL-4 and CD40L
agissent via STAT6 (signal transducer and activator of transcription 6) et NF-kB (nuclear factor-xB),
respectivement, pour stimuler la transcription de Ce et le switch vers IgE. EMPD, extracellular membrane-

proximal domain; IL-4R, IL-4 receptor.
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4.4. CD23, transport de I’'IgE a travers I’épithélium

Chez I’homme et les rongeurs, CD23 est exprimé par les cellules épithéliales
intestinales (Kaiserlian et al., 1993). Il joue un rdle dans le transport de I'IgE et des
complexes allergénes/IgE a travers la barriére épithéliale (fig. 9). De plus, I'IgE est
également synthétisé au niveau de la muqueuses et sécrété dans la lumicre intestinale
(Berin et al., 2006; Tu et al., 2005) ou il se fixe a I’allergene. Les complexes immuns
résultants activent mastocytes présents dans les muqueuses et initient une réaction
allergique (fig. 9). La libération de médiateurs pro-inflammatoires par les mastocytes
activés, les cellules épithéliales et les autres cellules attirées vers le site de I’inflammation,
causent éventuellement une altération de la barriere épithéliale ce qui entraine une
exacerbation de la pathologie (Yu and Perdue, 2001). Enfin, les APC exprimant FceRI et
CD23, qui facilite aussi la présentation antigénique médiée par I’IgE (Gould and Sutton,
2008), peuvent aussi capturer les complexes allergénes/IgE, présenter les peptides de
I’allergéne aux lymphocytes Th2 locaux et favoriser la syntheése de I'IgE (fig. 9). Ces
mécanismes peuvent rendre compte au moins en partie de la sensibilisation vis-a-vis
d’allergénes alimentaires vis-a-vis desquels I’individu est généralement tolérant (Bieber,

2007; Weiner, 1997).

4.5. Signalisation aprés activation du CD23 membranaire

Nous avons vu que le CD23 peut jouer un role dans la régulation négative de la
synthése de I'IgE en inhibant la voie STAT6, il peut aussi inhiber la voie NFk-B.
Toutefois, le mécanisme de ces inhibitions demeure mal connu. Récemment, il a été
démontré que I’activation du CD23 humain, par les complexes IgE-antigéne ou par des
anti-CD23 et un anticorps secondaire, induit la phosphorylation des MAP kinases ERK et
JNK (mais pas celles de p38 MAP kinase ou de NK-kB) et résulte de 1’activation de AP-1
et de la sécrétion des chimiokines CCL-20, qui attire surtout les cellules dendritiques
immatures, les lymphocytes T mémoires et B, et I’'IL-8, chimioattractant pour les
neutrophiles et les ¢€osinophiles (KleinJan et al., 1999 ; Zacharasiewicz et al., 2005;

Zweiman et al., 1997 ).
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Figure 9. Role de CD23 sur les cellules épithéliales dans les pathologies allergiques

(d’aprés (Gould and Sutton, 2008)) a | Les complexes allergéne/IgE sont capturés par le CD23 du coté
luminal et sont transportés au sein de la muqueuse intestinale, ou ils se lient au FceRI sur les mastocytes et
les DC, causant I’inflammation allergique, la commutation locale vers I’IgE par les LB (étape 1). b | L’IgE
synthétisé par les plasmocytes dans la muqueuse intestinale est transporté par le CD23 depuis la muqueuse
vers la lumicre intestinale ou il capture des allergénes et se lie au CD23 exprimé a la surface des cellules
épithéliales intestinales (étape 2). Les complexes allergénes-IgE sont délivrés, dans les muqueuses, aux
mastocytes et aux DCs. ¢ | L’inflammation résultant de la réaction allergique médiée par I’IgE dans les
muqueuses altére ’épithélium intestinal en particulier les jonctions serrées entre cellules épithéliales,
facilitant la traversée des allergenes libres, vers les muqueuses, qui seront capturés par les mastocytes et les

DCs ayant fixé de I'IgE spécifique ce qui I’exacerbation de la réaction allergique (étape 3).

5. FeyRIII/CD16
5.1. Interaction avec I’'IgG,

CDI16 est un récepteur activateur (KA~10°10" M), tétramérique ou trimérique
comme FceRI humain. En effet, il peut s’associer a FcR (Kurosaki et al., 1992). FcRy
mais pas FcRp est essentielle pour I’expression membranaire de CD16 (Alber et al., 1992).
CD16 peut lier I’'IgE avec une faible affinité (Takizawa et al., 1992). Chez la souris, CD16
exerce son activité physiologique in vivo en fixant préférentiellement 1I'IgG;. Chez
I’Homme, plusieurs études montrent que le CD16 peut exercer son activité via 1’IgG; in

vitro (Nimmerjahn and Ravetch, 2008).
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La structure de CD16 (complexé a 1I'lgG), a été déterminée par cristallographie
(Sondermann et al., 2000). La partie extracellulaire (EC) de la chaine o de CD16 comporte
deux domaines de type immunoglobuline (D1 et D2) qui forment un V inversé. L’angle
entre D1 et D2 est de 50-55°. Le site de liaison de CD16 avec 1I’IgG; a une topologie
semblable au site de fixation de I’IgE pour FceRI, impliquant également deux sites
distincts (contact asymétrique et stoechiométrie 1 :1). Il existe cependant des différences,
notamment en raison de la structure différente du ligand. L’interaction se fait avec les
domaines Cy2 et Cy3 de I'IgG; qui forment un angle moins aigu que les domaines Ce3 et
Ce4 homologues de I'IgE (Wurzburg et al., 2000). Le premier site de fixation de CD16
dans le domaine D2 d’ECa ne comporte pas la tyrosine cruciale de FceRI et interagit avec
une région qui n’est pas conservée dans les IgE. Le deuxiéme site de CD16 dans D2 et la
jonction D1-D2 est moins hydrophobe et contient de nombreuses modifications d’acides
aminés. Les chaines latérales glycosidiques de CD16 sont impliquées dans I’interaction,
alors qu’elles ne le sont pas dans le cas du FceRI. En plus les glycosylations, qui ont lieu
sur 1’asparagine 297 (N297) dans le domaine Cy2 de 1’IgGj, jouent aussi un role dans cette
interaction et ont un impact sur ’activit¢ de CD16 in vitro et in vivo. Enfin, CD16 subit un
réarrangement notable lors de sa liaison avec 1’IgG;, contrairement a FceRI (Garman et al.,
2000). De plus, la liaison au CD16 n’entraine que des légers changements de conformation
de I’'IgG; qui perd un peu de sa symétrie alors que 1’angle D1-D2 devient légérement plus

grand (Nimmerjahn and Ravetch, 2008).

5.2. Distribution cellulaire et fonctions

Bien que ce récepteur soit capable de fixer plusieurs sous-classes d’IgG in vitro,
’activité de ce récepteur in vivo est médiée par 1’IgG, (Nimmerjahn and Ravetch, 2008).
CDI16 possede une tres large distribution cellulaire : NK, granulocytes, monocytes
macrophages, DC, mastocytes et basophiles. Cette diversité se reflete dans les nombreuses

fonctions remplies par CD16.

5.2.1. Anaphylaxie et réaction d’Arthus

CD16 est essentiel pour les réactions 1’anaphylaxie passive médiée par I'IgG,
(Dombrowicz et al., 1997; Finkelman, 2007; Miyajima et al., 1997). Comme nous 1’avons
mentionné, I’expression de CD16 par les basophiles, mais pas par les mastocytes est

essentielle a cette réaction (Tsujimura et al., 2008).
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La réaction d’Arthus est causée par la formation de complexes immuns qui
adhérent a 1'endothélium des vaisseaux et qui sont entourés de fibrine et de plaquettes. La
formation locale de complexes immuns insolubles entraine une activation du complément
par la voie classique et une accumulation de neutrophiles dépendante de CD16 avec
thrombose vasculaire locale. Les mastocytes et les macrophages sont également impliqués
dans cette réaction. Cette réaction est, au moins en partie, indépendante du complément

(Hazenbos et al., 1996; Kohl and Gessner, 1999; Sylvestre and Ravetch, 1994).

5.2.2. Présentation antigénique et role dans ’asthme allergique

CD16 facilite la présentation antigénique : en effet, au niveau des DC, les peptides
dérivés du matériel endocyté ou phagocyté sont présentés efficacement par les systémes du
CMH I et CMH II (Regnault et al., 1999). La capture de 1’antigéne par le CD16, via des
complexes immuns, induit une réponse immune beaucoup plus importante que la capture
d’un antigéne non complexé (Herrada et al., 2007). De plus, dans un mod¢le d’asthme
expérimental, il a été récemment démontré que I’expression de CD16 par les DC, en
association avec 1’expression de TLR4, régulait I’hyperréactivité bronchique et la réponse
Th2 associée a la pathologie mais n’affectait pas la réponse Thl. Cet effet est indépendant

de la présentation antigénique et régul¢ par I’'IL-10 (Bandukwala et al., 2007).

5.2.3. Phagocytose et cytotoxicité

CD16 exprimé par les macrophages, joue un réle dans la cytotoxicité cellulaire
médiée par 1I'lgG; (ADCC) (Fossati-Jimack et al., 2000 ; Hamaguchi et al., 2006 ;
Hazenbos et al., 1996 ; Ji et al., 2002 ; Meyer et al., 1998; Nimmerjahn and Ravetch,
2005 ) qui participe notamment a ’immunité anti-tumorale (Clynes et al., 2000). Ainsi
certains patients présentent un polymorphisme de CD16 (FcyRIIla) qui augmente 1’affinité
de ce récepteur pour I’lgG; (Cartron et al., 2002 ; Weng et al., 2004 ; Weng and Levy,
2003) et qui améliore leur réponse a un traitement basé sur 1’administration d’IgG; anti-
CD20.

CDI16 joue un role important dans I’endocytose de protéines solubles ou la
phagocytose de microorganismes opsonisés par des IgG, par les granulocytes, monocytes
et macrophages qui les inactivent dans les compartiments lysosomiaux.(Stuart and
Ezekowitz, 2005 ; Swanson and Hoppe, 2004). Compte tenu de ces observations et de
maniére inattendue, il vient d’étre démontré que FcRy jouait un role délétére dans le choc

septique. En effet des souris déficientes en FcRy présentaient un taux de survie supérieur
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dans des modeles de péritonite a E. coli notamment grace une phagocytose plus importante
des bactéries et a une réduction de la production de TNF-a (Pinheiro da Silva et al., 2007).
Cet effet est du a I’expression de CD16 qui inhibe la phagocytose d’E. coli par les
macrophages. La fixation a E. coli induit la phosphorylation et le recrutement de la
phosphatase SHP-1 par CD16. Celle-ci déphosphoryle et inactive alors la PI3K qui conduit
a une diminution de la phagocytose et une augmentation de la production de TNF-a
dépendante de TLR4. La diminution de la phagocytose est due a I’inhibition du récepteur
scavenger de classe A MARCO par SHP-1 (Pinheiro da Silva et al., 2007).

Le role délétere de CD16 a également ét¢ démontré dans le cas d’infection par
Leishmania ou la stimulation du récepteur exprimé par les macrophages induit la
production d’IL-10 immunorégulatrice (Maasho et al., 1998). Par contre, il exerce un role

protecteur dans le cas d’une infection par Pseudomonas (Rhein et al., 2008).

5.2.4. Pathologies autoimmunes

CD16 est impliqué dans plusieurs pathologies autoimmunes expérimentales. Dans
un modele d’arthrite autoimmune passive induite par transfert de sérum, la contribution des
macrophages, mastocytes, des neutrophiles (Binstadt et al., 2006), des NKT (Kim et al.,
2006) ainsi que le role de CD16 médié par les IgG autoréactives ont été étudiés. Dans ce
modele, le sérum provient d’un modele d’arthrite spontanée chez les souris KRN
transgéniques (K/BxN), ou la pathologie est due d’une part a 1’autoréactivité du TCR mais
¢galement a 1’induction d’anticorps dirigés contre la glucose-6-phosphate isomérase (IgG
anti-G6PI) (Mangialaio et al., 1999). Le transfert de ces anticorps se traduit par I’apparition
d’arthrite dans la plupart des souches murines et le catabolisme systémique des anticorps
transférés diminue 1’cedéme, causé par une modification de la perméabilité vasculaire au
niveau des articulations des membres inférieurs (Binstadt et al., 2006). L’absence de CD16
résulte d’une diminution significative des symptomes de la pathologie et I’inactivation de
FcRy inhibe D’apparition de synovite apres l’injection de sérum provenant de souris
K/BxN. Des signes cliniques de lésions €rosives au niveau des os ont néanmoins été
observées chez les souris déficientes en FcRy (Corr and Crain, 2002). L’expression de
I’EAE et de la sclérose en plaque est également en partie dépendante de CD16 (Pedotti et
al., 2003).

Un polymorphisme de CDI16 a été¢ associ¢ a la glomérulonéphrite autoimmune

(Aitman et al., 2006) dans laquelle la nécrose des cellules mésangiales et endothéliales est
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dépendante des macrophages et est due a une réaction d’ADCC via CD16. Chez des rats
susceptibles Wistar Kyoto (WK), la glomérulonéphrite est due a une augmentation de la
cytotoxicité des macrophages liée a un polymorphisme de Fcgr3 affectant le nombre de
copies du geéne ainsi et a un polymorphisme de délétion d’un seul nucléotide dans la
séquence codante (AG129). D’une fagon intéressante, le faible nombre de copies de
FCGRSB (codant le FcyRIII/CD16b, orthologue de CD16 du rat) chez I’homme est associé

a la glomérulonéphrite autoimmune (Aitman et al., 2006).

5.3. Signalisation et régulation

CD16, apres agrégation, transduit le signal grace au motif ITAM contenu dans la
chaine FcRy. La signalisation via ce récepteur est donc similaire a celle de FceRI. Dans les
cellules NK, ce récepteur peut s’associer aussi a CD3( qui aurait un rdle régulateur de
I’expression et du fonctionnement du récepteur (cytotoxicité naturelle) (Lanier et al.,
1989Db).

Comme FceRI, ’activité de CD16 peut étre régulée par FcyRIIb, ainsi que par une
variété d’autres récepteurs inhibiteurs co-exprimés avec le CDI16 sur les cellules
effectrices, comme PIR-B, LIRs et le gp49B1 (Katz, 2002).

L’inhibition de I’activit¢ de CDI16, comme celle de FceRI, par FcyRIIb par
exemple, a souvent été confirmée en utilisant des modeles de souris déficientes pour
récepteur inhibiteur. Ces modeles ont démontré une exacerbation de I’inflammation
médiée par CD16/IgG;. Par exemple, I’agrégation de CD16 a la surface des DC en
I’absence de ce récepteur inhibiteur, augmente leur capacité a présenter 1’antigéne (Desai
et al., 2007 ; Samsom et al., 2005). De plus, les mastocytes péritonéaux, en 1’absence de
FcyRIIb, produisent significativement plus de médiateurs inflammatoires que les

mastocytes de souris de type sauvage (Malbec et al., 2002).
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II. PPAR

Les peroxisome proliferator-activated receptors ou PPAR(s) sont des molécules
appartenant a la superfamille des récepteurs nucléaires. Ils participent a de nombreux
processus métaboliques et cellulaires, les PPARs existent sous trois isoformes identifiées
chez de nombreux vertébrés, et dont la distribution tissulaire différentielle refléte des
fonctions spécifiques : PPAR-a (encore appelé NR1C1), PPAR-B/6 (ou NR1C2) et PPAR-
vy (NRIC3).

1. Structure, intéractions moléculaires et fonctions

Les trois isoformes présentent une forte homologie de séquence et de structure.
Elles comprennent plusieurs domaines : AF1 (Activation Function 1), modulateur en N-
terminal, DBD (DNA-Binding Domain) trés conservé, LBD (Ligand Binding Domain) et
AF2, responsable des changements conformationnels en présence de co-répresseurs ou co-
activateurs, dans leur partie C-terminale (Glass and Ogawa, 2006)

Pour médier leurs effets biologiques, ces facteurs de transcription partagent tous la
propriété de former des hétérodimeres avec le récepteur X a 1’acide rétinoique (RXR).
Cette interaction occasionne une modification conformationnelle des récepteurs et permet
la fixation du complexe PPAR-RXR sur des ¢léments de réponse nommés PPRE (PPAR
Response Element) dans la région promotrice de génes cibles sur une séquence consensus

(AGGTCAXAGGTCA). D’une maniere générale, les génes impliqués codent des protéines

remplissant des fonctions associées a 1’homéostasie lipidique et glucidique ainsi qu’a

I’inflammation (Glass and Ogawa, 2006; Kota et al., 2005) (Fig 10).

Primary structure Tertiary structure
DMNA
binding AF2 Ligand
1 |
[CAFT [ZnT7nT | [T |=—
e — L ]
Transactivation Ligand binding,

transactivation,
dimerization,
repression

Figure 10 | Structure des PPAR (récepteur nucléaires en général) (d’apres (Glass and

Ogawa, 2000)). Cette structure consiste en un domaine d’activation amino-terminal (connu souvent sous
« activation function 1 » (AF1)), un domaine central de liaison & I’ADN et un domaine de liaison au ligand
carboxy-terminal (LBD). Ce dernier domaine est essentiel aussi pour I’intéraction ligand-dépendante avec
des co-activateurs et des co-répresseurs dans la courte région hélicoidale connue sous AF2. Le domaine LBD
contribue & I’homodimérisation et I’hétérodimérisation des PPARs et de plusieurs récepteurs nucléaires. Zn,

domaine en doigt de zinc.
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En I’absence de ligand, le complexe PPAR-RXR se lie au complexe co-répresseur
NcoR/SMRT (Nuclear receptor corepressor/Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid
hormone receptors). Ces derniers sont dégradés dés la fixation du ligand et remplacés par
certains complexes co-activateurs comme SRCI1 (Steroid Receptor Coactivator 1) et
CBP/p300 (cAMP response element Binding (CREB)-binding Protein/p300) pour favoriser
la transcription de certains génes. Il s’agit d’une régulation positive (Glass and Ogawa,

2006) (Fig 11).
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Figure 11 | Activités transcriptionnelles des PPARs (d’apres (Glass and Ogawa, 2006)).

Les membres de la superfamille des récepteurs nucléaires peuvent réguler positivement et négativement la
transcription par plusieurs mécanismes. a | activité transcriptionnelle dépendante du ligand. Il s’agit d’une
liaison a un ¢élément de réponse (sur I’ADN) spécifique dans le géne cible. La liaison de I’agoniste au PPAR
aboutit au recrutement de complexes coactivateurs qui contiennent des activités enzymatiques nécessaires
pour le remodelage de la chromatine, des modifications spécifiques des histones, et le recrutement de la RNA
polymerase II, par exemple NRA (Nucleosome Remodelling Activity), HAT (Histone AcetylTransferase) et
la HMT (Histone MethylTransferase). b | Répression active indépendante du ligand. Des hétérodiméres
comme LXR et PPAR sont capables de se fixer sur un élément de réponse sur I’ADN en absence du ligand et
sans recruter un complexe corépresseur qui va exercer une répression active. Un complexe corépresseur bien
défini contient NcoR (nuclear-receptor co-repressor) ou SMRT (silencing mediator of retinoic-acid and
thyroid-hormone receptor), HDAC3 (histone deacetylase 3), TBL1 (Transducin-p-Like 1), TBLR1 (TBLI1-
like Related protein 1) et le GPS2 (G-Protein-pathway Suppressor 2). Ce complexe antagonise les actions des
coactivateurs et maintient les geénes dans un état de répression en absence de ligand. ¢ | Transrépression
dépendante du ligand. Les LXR et PPAR, comme d’autres récepteurs nucléaires, inhibent la transcription
d’une maniére dépendante du ligand en antagonisant les actions d’autres facteurs de transcription signal-

dependents comme le NF-«B.

Le processus de régulation transcriptionnelle repose également sur la fixation aux

PPAR de ligands de spécificité variable. Les agonistes endogénes sont représentés par les

34



acides gras insaturés, ainsi que les éicosanoides dérivés du métabolisme de 1’acide
arachidonique (leucotriénes, prostaglandines). En effet, le LTB4 se fixe préférentiellement
sur PPAR-a, la PGI2 se fixe sur PPAR-f3 alors que des éicosanoides comme le 15d-PGJ2 et
I’acide 13-hydroxyoctadecadienoique se fixent sur PPAR-y. Il existe également des
composés synthétiques liant les PPAR. Ainsi le fénofibrate et le WY 14.643 se lient
préférentiellement a8 PPAR-a. La carbaprostacycline est un analogue de la prostaglandine
12 souvent utilisée dans 1’étude des fonctions biologiques de PPAR-, mais présente une
faible affinité pour I’isoforme o. Le GW501516 est plus spécifique de PPAR-f que la
carbaprostacycline. Enfin les thiazolidinediones, classées comme molécules anti-
diabétiques, activent sélectivement le PPAR-y.

Les PPAR exercent également des effets transrépresseurs, en privant les facteurs de
transcription de leurs co-activateurs, ou en inhibant les voies des MAP kinases.
L’activation de PPAR-a est capable d’inhiber les voies de signalisation de NF-kB et AP-1
par interaction directe avec p65 et JUN (Delerive et al., 1999). Celle de PPAR-y est
capable de bloquer ’activation de JNK (c-JUN N-terminal Kinase) et p38 MAP kinase

(Desreumaux et al., 2001).

2. PPAR et systéme immunitaire

Le role régulateur de PPAR-a et PPAR-y a ét¢ mis en évidence au niveau du
systéme immunitaire in vitro et in vivo (Glass and Ogawa, 2006). En effet, les PPARs sont
exprimés par de nombreux types cellulaires au sein du systéme immunitaire.

Au niveau des lymphocytes T (LT), PPAR-a et PPAR-y diminuent la production
d’IL-2 via P’inhibition de NF-kB et NFAT (Cunard et al., 2002). Ils diminuent aussi la
production d’IFN-y. PPAR-a inhibe I’expression de T-bet qui est un facteur de polarisation
Th1 (Jones et al., 2002). L’expression de PPAR-a est plus élevée dans les lymphocytes de
souris males que chez les femelles. L’inactivation génique de PPAR-a conduit, chez les
males, a une production accrue d’IFN-y et de TNF-a et une réduction concomittante de la
production de cytokines Th2 par les lymphocytes. L’induction d’une encéphalomyélite
autoimmune expérimentale conduit a une exacerbation de la pathologie par rapport a des
animaux WT uniquement chez les males (Dunn et al., 2007 ; Hontecillas and Bassaganya-
Riera, 2007). PPAR-y controle ¢également I’activité des lymphocytes régulateurs
CD4'CD25" dans un modéle de colite (Dunn et al., 2007 ; Hontecillas and Bassaganya-
Riera, 2007). Enfin, I’activation de PPAR-y inhibe la prolifération des lymphocytes B

normaux et malins (Padilla et al., 2000).
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PPAR-y joue également un réle dans la maturation des DCs (Gosset et al., 2001).
Son activation augmente 1’expression de CD36 et CD86 et diminue celle de CD80 sur les
DCs activées par le LPS et le CD40L. Cet isoforme affecte le phénotype des DCs en
altérant le métabolisme lipidique (Szatmari et al., 2007). Il module aussi I’expression de
CDId via la synthése accrue d’acide rétinoique et 1’activation du RXR, pouvant ainsi
augmenter D’activité stimulatrice des DC vis-a-vis des iNKT (Szatmari et al., 2006).
PPAR-y est impliqué dans la régulation de I’expression de CD36 expression dans les
monocytes humains (Boyer et al., 2007) : effet de I'IL-13 via PPAR gamma sur les
macrophages ou monocytes (Berry et al., 2007) et IL-13 et iNOS par les
monocytes/macrophages (Authier et al., 2008).

Les mastocytes expriment PPAR-B et y qui régulent négativement leur
dégranulation (Sugiyama et al., 2000). PPAR-a et PPAR-y sont exprimés dans les
¢osinophiles et leur activation inhibe le chimiotactisme et la cytotoxicité dépendante des
anticorps (Woerly et al., 2003).

Les PPAR diminuent I’inflammation dans des modé¢les d’asthme (Honda et al.,
2004; Woerly et al.,, 2003), de colite (Desreumaux et al., 2001), de rectocolite
hémorragique (Dubuquoy et al., 2003) et d’arthrite (Setoguchi et al., 2001). Les animaux
déficients en PPAR-a présentent une absence de régulation de la production spontanée de
cytokines inflammatoires en vieillissant (Spencer et al., 1997), une réponse exacerbée des
explants aortiques a des stimuli proinflammatoires, une augmentation de la production

d’IgE (Woerly et al., 2003).

4. PPAR et peau

Chez I’embryon, les PPAR sont exprimés dans 1’épiderme puis disparaissent apres
la naissance, sauf dans les follicules pileux. Cependant, au cours d’une cicatrisation
consécutive a une blessure cutanée, 1’expression de PPAR-a et PPAR-B dans les
kératinocytes de 1’épiderme peut étre réactivée (Michalik et al., 2001). Les PPARs sont
aussi exprimés par les cellules recrutées dans la peau lors d’une réaction inflammatoire
(voir plus haut).

Le rdle anti-apoptotique de PPAR- sur les kératinocytes est bien décrit (Di-Poi et
al., 2002). En effet, il active Aktl (aussi appelé protein kinase B-a) via I’augmentation de
transcription d’ILK (Integrin-Linked Kinase) et de PDK1 (3-Phosphoinositide-Dependent
Kinase 1), deux ¢éléments de la voie de signalisation d’Aktl. L’activation de cette derniere

molécule prolonge la survie des kératinocytes suite a la phosphorylation et a 1’inhibition
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des protéines pro-apoptotiques comme Bad et FKHR (ForKHead family of transcription
factor). D’autre part, Aktl active NF-kB qui stimule la production de MMP-9 (Matrix
MetalloProtease-9). Cette dernicre est capable de réguler la migration des kératinocytes. A
I’opposé, PPAR-B atténue la prolifération des kératinocytes par modulation de I’activité de
PKCo/Raf/MEK/ERK (Kim et al., 2005).

PPAR-B joue également un rdle dans la différenciation des kératinocytes
« granuleux » en régulant la synthése du cholestérol (Calleja et al., 2006). Pendant la phase
tardive de la différenciation de ces cellules, PPAR-f} favorise la formation, dans le cytosol,
des granules lamellaires, qui comprennent des lipides, des enzymes hydrolytiques et des
protéines. Au poéle appical des kératinocytes, la dégranulation libére ces substances et
contribue a la formation des couches lipidiques autour des cornéocytes et a la génération de
la barriére imperméable de la peau.

Les propriétés immunomodulatrices des PPAR au niveau cutané ont été
initialement mises en évidence a ’aide d’animaux déficients en PPAR-a et d’un modele
d’inflammation induite par le LTB4, son principal ligand naturel (Devchand et al., 1996).
Angeli et al ont démontré le role bénéfique de PPAR-y dans un modele de
d’hypersensibilité de contact induite par le FITC dans lequel un agoniste de PPAR-y inhibe
la migration des LC de la peau vers les ganglions drainants (Angeli et al., 2003). Sheu et al
ont montré un role bénéfique d’un agoniste de PPAR-a dans un modéle ou la barriére
cutanée est 1ésée suite a un traitement a I’acétone ou le SDS (sodium dodecyl sulfate)
(Sheu et al., 2002); PPAR-f exerce également role bénéfique dans ce modele (Schmuth et
al., 2004)

L’utilisation d’agonistes de PPAR-y (la rosiglitazone) dans le traitement du
psoriasis résulte en une diminution de la pathologie chez les patients atteints (Kuenzli and

Saurat, 2003).
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I11. La dermatite atopique
1. Immunopathologie

L’atopie est la prédisposition génétique aux maladies allergiques. Le terrain
atopique se transmet génétiquement sans affecter systématiquement tous les membres de la
famille (Bieber, 2008; Leung et al., 2004). La dermatite atopique (DA) est une maladie
inflammatoire chronique de la peau qui toucherait 15% de la population occidentale. Elle
survient surtout chez les enfants et les jeunes adultes et serait la premicre étape de 1’atopie
qui amenerait dans plus que 30% des cas a ’asthme et la rhinite. Les signes cutanés sont
caractérisés par un prurit, une sécheresse cutanée et un eczéma évoluant par poussées.
L’éruption se présente sous forme de placards érythémateux, souvent oedémateux, avec
une évolution vésiculo-suintante. Les 1ésions, dans le stade chronique, deviennent séches,
parfois hyperkératosiques et fissuraires. Il s’agit de lichénification.

La DA se caractérise par D’existence d’une réponse immunitaire vis-a-vis
d’allergeénes environnementaux ou atopénes comme les pneumoallergénes, pollens, poils
d’animaux... La DA peut étre exacerbée par une sensibilisation cutanée ou intestinale a des
allergénes alimentaires contenus par exempme dans le lait, I’ceuf et le soja (Leung et al.,
2004). Cette maladie apparait également sous la dépendance de facteurs microbiens,
comme la colonisation cutanée par le Staphylococcus aureus. Celui-ci sécréte des toxines
dont I’effet superantigénique amplifie et prolonge la réponse inflammatoire. Sans étre la
cause de I’eczéma, il peut conduire a la synthése d’IgE spécifiques du staphylocoque dont
le taux est correlé a la sévérité de la pathologie (Leung et al., 1993).

D’un point de vue immunologique, la physiopathologie de la DA s’articule en deux
phases comme ci-dessous (Fig. 12) : elle débute par une inflammation de type Th2 puis

s’oriente progressivement vers un phénotype Thl en phase chronique.
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Figure 12. Immunopathologie de la dermatite atopique (d’apres (Leung et al., 2004)).
Dans le sang périphérique de patients atteints de DA, les LTh2 circulant induisent une forte réponse IgE et
une éosinophilie. Ces LTh2 expriment le récepteur, CLA (Cutaneous Lymphocyte Antigen), qui va les guider
vers la peau ou ils participent a la réaction allergique. Les mastocytes et les LCs chargées d’IgE vont
contribuer également au développement d’une réponse Th2 cutanée. Aprés le contact de la peau avec des
allergénes ou produits bactériens, ou aprés Iésion cutanée, les kératinocytes sont activés et produisent des
cytokines et chimiokines proinflammatoires qui induisent I’expression de molécules d’adhérence sur
I’endothélium vasculaire et facilitent ainsi 1’infiltration cutanée de cellules inflammatoires depuis la
circulation sanguine. La TSLP (Thymic Stromal LymphoPoietin) dérivée des kératinocytes favorise aussi la
différenciation des LT naifs en des LTh2. Les lésions aigues sont associées a un profil cytokinique Th2
prédominant avec une infiltration prédominante de LTh2, alors que les Iésions chroniques sont associées a un
profil Thl prédominant avec une infiltration de IDEC (Inflammatory Dendritic Epithelial Cells),
macrophages ainsi que des €osinophiles. C’est la production d’IL-12 par les éosinophiles et les APCs qui
résulte de la commutation vers le profil cytokinique Thl associé avec une augmentation d’expression de

I’IFN-y.

De nombreux éléments sont en faveur d’un processus aboutissant a une pathologie
auto-immune, caractérisée par la production d’anticorps IgE dirigés spécifiquement contre
des protéines autologues de 1’épiderme (Yokozeki et al., 2000). Autoantigéne Homs 1 a5
(Schmid-Grendelmeier et al., 2005; Seiberler et al., 1999) (Hom s 1 a 5). Des autoanticorps
spécifiques d’une SuperOxide Dismutase a manganese (MnSOD) ont été¢ mis en évidence

(Aichberger et al., 2005).
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Il existe également une forme minoritaire de la DA « intrinséque » qui n’est pas
associée a wune production sérique accrue d’IgE contrairement a la DA

« extrinseque »(Leung et al., 2004).

2. Dermatite atopique et géne de susceptibilité

La transmission héréditaire de la DA reste actuellement hypothétique (transmission
autosomique dominante). Plusieurs geénes candidats ont été identifiés. En effet, des
polymorphismes dans ces génes ont été associés avec la DA. Parmi ces génes, susceptibles
de jouer un rdle important dans la physiopathologie de la DA, citons :
- MCC1 (Mast cell chymase 1) sur le chromosome 14q11, impliquée dans I’augmentation
de la perméabilité vasculaire et 1’accumulation tissulaire d’une variété de cellules
effectrices ainsi que dans le remodelage tissulaire (Mao et al., 1996).
- RANTES (ou CCL-5), sur le chromosome 17q11.2-q12, qui peut stimuler la sécrétion
d’histamine a partir des basophiles, activer les €osinophiles, et attirer les monocytes,
¢osinophiles et les LT mémoires vers le site de I’inflammation (Nickel et al., 2000).
- Eotaxine 1, sur le chromosome 17q21.1-q21.2, un chimioattractant et un activateur des
¢osinophiles et des lymphocytes Th2 (Tsunemi et al., 2002).
- Le groupe de génes codants des médiateurs de la réponse immune (IL-4 (Kawashima et
al., 1998), IL-13 (Liu et al., 2000), TIM-1 (T-cell Immunoglobulin domain Mucin domain
protein 1) ainsi que SPINKS5 (Serine Protease Inhibitor Kazal type 5) (Kato et al., 2003) sur
le chromosome 5q31-33 (Beyer et al., 2000).

3. Fc récepteurs et atopie
3.1. Polymorphismes de FceRlIa et FcRp

Des polymorphismes de FceRI ont été correlés avec I’atopie en général et plus
particuliécrement avec la dermatite atopique. Ainsi, Hasegawa et al ont démontré la
présence d’un polymorphisme dans le promoteur du géne de la chaine FceRla
(chromosome 1q21) associé a la dermatite atopique chez des patients japonais (Hasegawa
et al., 2003). Comme FceRlIa est essentiel a la fixation de I’IgE, les polymorphismes qui
I’affectent peuvent modifier I’affinité de la liaison de I’IgE, soit en la rendant encore plus
forte, ce qui pourrait résulter en une réponse inflammatoire exacerbée, soit en déstabilisant
la fixation de I’IgE, ce qui induit probablement des mécanismes de compensation via
d’autres FcR (comme les FcyRs) qui contribueraient d’une facon « exagérée » a la réponse

inflammatoire. A ce jour, un tel impact fonctionnel n’a cependant pas été démontré.
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Des polymorphismes (d’un seul nucléotide) dans le géne de FCRP (chromosome
11q12-13) ont été également associés a 1’atopie (Morar et al., 2006) (Cox et al.,
1998)(Cookson et al., 2001) (polymorphisme commun pour psoriasis et DA) (Moffatt et
al., 1992). Les auteurs ont suggéré, mais pas démontré, que ces polymorphismes pourraient
contribuer a I’atopie via une augmentation d’expression de FceRI (Morar et al., 2006). Le
polymorphisme dans FCRP pourrait aggraver 1’inflammation soit en affectant le niveau

d’expression de FceRI, soit en affectant la signalisation via FceRI et CD16.

3.2. CD23, atopie et polymorphismes

Une association entre des polymorphismes (d’un seul nucléotide) dans le géne de
CD23 (FCER?2) et les taux é¢élevés d’IgE ainsi que la sévérité de la pathologie chez des
enfants asthmatiques ont ét¢ montrées (Conrad et al., 2007; Tantisira et al., 2007). Aucun
polymorphisme dans le géne de CD23 n’a été cependant été associé spécifiquement a la
dermatite atopique.

Chez les patients atteints de DA, le nombre de DC dermiques exprimant CD23
augmente dans les 1ésions (Buckley et al., 1992), le nombre des lymphocytes T cutanés
CD23" (surtout CD8") ainsi que le sCD23 (CD23 soluble) sérique augmentent également
(Sakamoto et al., 1990) (Bujanowski-Weber et al., 1990). Banerjee et al ont démontré une
expression aberrante de ce récepteur sur les monocytes circulants mais surtout une
augmentation des taux de sCD23 chez les patients atteints de DA (Banerjee et al., 1998).
Selon Muller et al, CD23 serait absent sur les monocytes/macrophages chez les patients
atteints de DA mais toujours présent sur les lymphocytes B (Muller et al., 1991). La
sévérité de la DA est accompagnée en général par une augmentation des PBMC CD23",
qui comportent des lymphocytes T (majoritairement CD8"), B et des monocytes (Takigawa

etal., 1991).

3.3. CD16 et dermatite atopique
Une étude trés récente, chez des enfants turcs atteints de dermatite atopique, a
montré que le génotype V158V du CD16 pourrait constituer un facteur de risque génétique

pour le développement de la dermatite atopique (Zeyrek et al., 2008).

4. Dermatite atopique et barriére cutanée
La dermatite atopique est caractérisée par un dysfonctionnement de la barriére

cutanée. Des études récentes montrent que les mutations (R501X et 2282del4) sur le
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chromosome 1g21.3 qui réduisent ou suppriment I’expression de la filaggrine constituent
un facteur de prédisposition majeur a la dermatite atopique (Palmer et al., 2006; Smith et
al., 2006). La filaggrine est indispensable pour la formation d’une barriére protéo-
lipidique cutanée imperméable. Les mutations dans le géne de la filaggrine rendent la
barriére cutanée perméable a des d’antigénes ou des pathogenes susceptibles d’exacerber la

dermatite atopique.

5. Modéles animaux de dermatite atopique

Divers modeles animaux développent une pathologie cutanée (ou systémique a
manifestations cutanées) proche de la dermatite atopique humaine. I1 s’agit pour 1’essentiel
de modeles de souris génétiquement modifiées qui développent spontanément une
dermatite.
- Souris transgénique pour 1I’'IL-4 : ces souris développent spontanément non seulement des
symptomes d’une dermatite atopique humaine mais aussi une infection cutanée par
Staphylococcus aureus et une conjonctivite (Chan et al., 2001).
- Souris NC/Nga qui, sont susceptibles au choc anaphylactique a ’OVA et qui développent
spontanément des lésions de DA sur la face, le cou, les oreilles et la peau dorsale
lorsqu’elles sont ¢levées dans une animalerie conventionnelle, confirmant 1I’implication des
facteurs de I’environnement dans cette pathologie (Matsuda et al., 1997).
- Souris transgéniques pour la TSLP développent spontanément des 1ésions de DA qui
sont, d’une fagon intéressante, indépendantes des lymphocytes T (Yoo et al., 2005).
- Les souris transgéniques pour IL-18 et qui développent une dermatite « atopique »
exacerbée par rapport a des souris sauvages apres sensibilisations répétées au
trinitrochlorobenzene (Kawase et al., 2003).
- Souris déficientes en RXR-a et f dans les kératinocytes qui développent spontanément
une dermatite atopique dépendante de la TSLP. Cette pathologie n’est cependant pas
limitée a la sphere cutanée (splénomégalie a éosinophile) (Li et al., 2005).
- Souris transgéniques pour la SCCE (stratum corneum chymotryptic enzyme) encore
appelée kallikréine 7, une sérine protéase nécessaire pour la desquamation. Ces souris
développent spontanément une dermatite atopique (Hansson et al., 2002).
- Souris trangéniques pour I’IL-31 qui présentent une alopécie et développent une DA
spontanée prurigineuse avec une hyperkératose, acanthose et une infiltration de cellules

inflammatoires ainsi qu’une mastocytose (Dillon et al., 2004).
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- Application épicutanée d’ovalbumine en I’absence d’adjuvant. Il s’agit d’un modele de

dermatite induite, initialement développée par le laboratoire de R. Geha (Boston) (Spergel
et al., 1998). Ce modele, que nous avons choisi pour nos études, présente les intéréts
suivants :

- sur le plan pratique : cette pathologie est développée vis-a-vis d’un antigéne expérimental
couramment utilisé, elle est inductible chez la souris (et le rat) génétiquement modifiée ou
non, quel que soit son fond génétique.

- sur le plan physiopathologique : cette inflammation cutanée est accompagnée d’une
inflammation des voies aériennes, trés fréquente chez les jeunes enfants atteints de
dermatite, elle est associée a une réponse mixte Th2/Thl, comme dans la pathologie

humaine.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

FcR et dermatite atopique

Comme nous 1’avons mentionné, FceRI et FcyRIII/CD16 jouent un role important
dans les pathologies allergiques. Cependant, Le role de ces deux récepteurs dans ces
pathologies a souvent été examiné dans des études distinctes. De plus, les données,
concernant leur implication précise dans la dermatite atopique, proviennent avant tout
d’¢études sur des patients atopiques ayant une expression accrue de ces récepteurs au niveau
cutané.

La premicre partie de notre travail a donc été consacrée a I’étude de la contribution
de FceRI et de CD16 dans un modele murin reproduisant fidélement, en 1’absence
d’adjuvant, la physiopathologie de la dermatite atopique humaine (DA) y compris la
présence d’inflammation des voies aériennes. Des animaux génétiquement déficients pour

ces récepteurs ont ¢l¢é utilisés.

PPAR et dermatite atopique

Les PPAR ont ¢été identifiés comme des régulateurs importants de ’immunité et
I’inflammation. Ils sont en effet exprimés dans des nombreuses cellules immunitaires
recrutées au niveau cutané lors d’une réaction inflammatoire. Les effets d’agonistes des
diverses isoformes des PPAR ont été étudiés dans divers modéles d’inflammation d’origine
non-immune. Il a de plus été démontré que PPAR-a et PPAR- sont impliqués dans les
processus cicatriciels.

Nous avons donc souhaité déterminer le role régulateur joué¢ par PPAR-a dans un
modele d’inflammation cutanée d’origine immune : la dermatite atopique. Outre des
animaux déficients pour PPAR-a, nous avons également étudi€ les effets, dans ce modele,
d’un agoniste. De plus, afin d’examiner la relevance potentielle pour la pathologie humaine
de I’utilisation thérapeutique de ces agonistes, nous avons examiné 1’expression de PPAR-

a chez des patients atopiques.
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RESULTATS

Article 1.
FceRI and FeyRIII/CD16 differentially regulate atopic dermatitis

Introduction

Dans cet article, les effets de I’induction d’une dermatite atopique chez des souris
déficientes en FceRI ou en CD16 ont été comparés a ceux observés chez des animaux de
type sauvage (WT). Par ailleurs, nous avons également étudi¢ des animaux déficients pour
FcRy qui, outre ces deux récepteurs précités, ne possedent ni CD64, ni FcyRIV.

Nos résultats mettent en évidence la contribution distincte de FceRI et CD16 a la

réponse immune associée a la pathologie.
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Conclusion

L’absence FcRy conduit a une inhibition pratiquement totale de la dermatite
atopique et de la réponse immune associée. Cette absence d’inflammation est accompagnée
d’une expression accrue d’IL-10 et de Foxp3 au niveau cutané. L.’absence de FceRI ou de
CD16 n’inhibe que partiellement la pathologie.

Cependant les effets sur la réponse immune sont distincts. Les symptomes de la DA
sont compleétement absents chez les souris déficientes en FcRy et partiellement inhibés
chez les souris déficientes en FceRI ou CD16. FceRI régule les réponses Thl et Th2, le
recrutement des mastocytes vers les ganglions drainants et la production d’IgE, CDI16
régule uniquement la réponse Th2, la prolifération lymphocytaire et la production d’1gG;.
La régulation différentielle de la production des deux isotypes Th2 d’Ig a été associée a
une régulation différentielle de 1’expression ganglionnaire d’IL-4 et d’IL-21.

La distribution cellulaire différente des deux récepteurs peut expliquer, au moins en
partie ces effets différentiels. Un mécanisme bidirectionnel de régulation Ig-FcR semble

¢galement avoir été mis en évidence.
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Article 2
Peroxisome proliferator-activated receptor a regulates skin inflammation and
humoral response in atopic dermatitis

Introduction

Le role de PPAR-o dans un mode¢le d’inflammation cutanée d’origine immunitaire
a été étudié a la fois par une approche génétique et une approche pharmacologique.

Dans le modéle de dermatite atopique précédemment décrit, PPAR-a joue un rdle
régulateur majeur de la pathologie et de la réponse immune associée.

Dans cet article, nous démontrons également que, dans ce modele expérimental, les
altérations de la barriére cutanée ne sont pas a 1’origine de la pathologie.

Enfin, nous montrons également un déficit de I’expression cutanée de PPAR-a

dans des biopsies de patients atopiques.
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Conclusion

Suite a la sensibilisation cutanée, les souris déficientes en PPAR-o montrent une
exacerbation des réponses cutanée et pulmonaire, des réponses cellulaires ganglionnaires et
spléniques spécifiques de 1’ovalbumine, ainsi que de la production de I'IgE et IgG,, par
rapport aux souris de type sauvage. Ce phénomene est associ¢ a une exacerbation des
réponses moléculaires cutanées Th2 et surtout Thl ainsi qu’a une augmentation de
I’expression de NF-kB.

D’une fagon intéressante, I’expression de PPAR-a a été diminuée dans les Iésions
cutanées de patients atteints de DA suggérant que cette diminution d’expression peut
contribuer a la pathologie. Enfin, 1’application de WY 14,643, un agoniste spécifique de
PPAR-a, inhibe de maniére importante la réponse cutanée que ce soit au niveau cellulaire
ou moléculaire. Ceci démontre que le PPAR-o constitue une cible thérapeutique

importante dans les pathologies allergiques cutanées.
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Résultats non présentés

Contribution majeure de CD23 dans la dermatite atopique

L’absence de FceRI n’inhibe que partiellement la dermatite atopique et la
production d’IgE. Nous avons voulu déterminer si CD23, 1’« autre » récepteur pour I’IgE
dont la contribution est souvent négligée pouvait également contribuer a la pathologie. En
effet, bien que le CD23 soit connu pour son action inhibitrice dans la régulation de la
réponse IgE chez la souris, quelques rares publications ont émis 1’hypothése d’un réle pro-
inflammatoire de ce récepteur dans des modeles animaux de colite ou d’arthrite (Kleinau
etal., 1999; Yuetal., 2001 ).

Nous avons donc étudié le role de CD23 dans le modele de dermatite atopique
précédemment décrit, en comparant la réponse induite par 1’ovalbumine chez des souris
déficientes pour CD23 et des souris de souche sauvage. De fagon surprenante, nous avons
observé une inhibition compléte des réponses cutanée et humorale chez les animaux
déficients. CD23 joue donc un rdle activateur dans ce protocole expérimental. De plus,
I’expression de CD23 est fortement augmentée dans des biopsies cutanées de patients
atteints de dermatite atopique par rapport a I’expression mesurée dans des biopsies
d’individus sains.

CD23 pourrait donc constituer une cible thérapeutique intéressante dans le

traitement de la dermatite atopique.
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DISCUSSION GENERALE

Contribution de FceRI et CD16 dans la dermatite atopique

Choix des modeles

Nous nous sommes basés sur plusieurs données pour ¢tudier la contribution de ces
deux récepteurs dans le modele murin de DA.
1. Les données disponibles sur 1’augmentation de ’expression de ces récepteurs chez
I’homme.
2. Les études de polymorphismes impliquant ces récepteurs chez I’homme.
3. Le r6le connus de ces récepteurs dans 1’asthme expérimental.
4. Le fait que notre modele de DA est caractérisé par une augmentation de la production
humorale essentiellement d’IgE et d’IgG; spécifiques de ’OVA. En effet, CD16 in vivo
fixe préférentiellement I’IgG; sous forme de complexe immuns. Comme dans ce mode¢le,
les concentrations d’IgG,, et 2, essentielles pour les activités physiologiques de
FcyRI/CD64 et FcyRIV (Kraft and Kinet, 2007 ; Nimmerjahn and Ravetch, 2008), sont au
dessous du niveau de détection de notre méthode ELISA, ceci laisse penser que la
contribution de ces deux FcyR n’est pas majeure. Les souris déficientes en FcRy nous ont
donc permis d’estimer, au moins de maniere grossicre, la contribution conjointe de FceRI

et CD16 a la pathologie.

Limites des modéles et relevance pour la pathologie humaine

Nous avons déja mentionné I'intérét du modele pour 1’étude de la physiopathologie
humaine (absence d’adjuvant, inflammation pulmonaire, réponse mixte Th2/Thl...). Une
des hypothéses physiopathologiques rendant compte de la dermatite atopique humaine est
une altération primaire ou secondaire de la barriere cutanée (Bieber, 2008; Gupta et al.,
2008 ), Nous avons cependant montré que 1’induction de la dermatite atopique, dans le
modele expérimental que nous avons choisi, n’était pas directement li¢ a une altération de
la barriére cutanée. En effet, les mesures de perméabilité transcutanée (TEWL) ont montré
que celle-ci était uniformément augmentée suite aux multiples étapes d’ « emballage et
déballage » par raport a celle mesurée sur des animaux dont la peau abdominale a été
rasée mais qui n’ont jamais été « emballés ». Cette augmentation est indépendante de la
sensibilisation par 1’ovalbumine. De méme, la composition lipidique de la peau et la
localisation des protéines de structure (filaggrine, loricrine et involucrine) est différente de

celle d’animaux non manipulés, mais indépendante de la sensibilisation par I’ovalbumine.
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Si ce modele ne peut donc pas rendre compte d’une altération de la barriére cutanée
dépendante de I’antigéne, il permet a contrario, d’isoler la composante immune de la

pathologie.

Si I'utilisation d’animaux génétiquement déficients représente une approche élégante,
les effets observés ne rendent compte que de la contribution de ces récepteurs a la
pathologie murine et leur impact sur la pathologie humaine peut étre sensiblement
différent. Ainsi, la distribution cellulaire plus étendue de FceRI chez I’homme, en
particulier au niveau des cellules présentatrices d’antigéne -DC, cellules de Langerhans- et
des ¢osinophiles pourrait conférer a ce récepteur un réle plus important chez 1’homme que
celui que nous avons mis en évidence chez la souris.

Il est également possible que la contribution réelle de FceRI a la pathologie murine
elle-méme, ait ét€ minimisée suite a une compensation partielle, due a CD16, comme nous
I’avons mentionné dans 1’article 2. En effet, il a été démontré que les animaux déficients en
FceRI présentaient, suite a une disponibilit¢ accrue de FcRP, une augmentation de
I’expression mastocytaire de CD16 et des réactions d’anaphylaxie dépendant de 1’IgG;
(Dombrowicz et al., 1997).

La diversité plus grande des FcyR chez ’homme et les différences entre sous-classes
d’immunogobulines chez ’homme et la souris incitent également a la prudence quant a
une extrapolation directe des résultats expérimentaux a la pathologie humaine.

L’¢tude de souris exprimant les récepteurs humains avec une distribution cellulaire
comparable a celle observée chez I’homme représente, malgré la difficulté a les générer et
a les caractériser, une premi¢re réponse a ces limitations, mais a parfois conduit,
notamment dans le cas de FceRI, a des résultats paradoxaux (Staumont et Dombrowicz,
résultats non publiés). L’humanisation simultanée des récepteurs et de leur(s) ligand(s)

permettra sans doute de progresser significativement dans ce domaine.

FcRy

Chez les souris déficientes en FcRy, les symptomes de la maladie sont absents, la
réponse immune est completement inhibée. Une abolition compléte de la réponse locale a
été déja été observée dans d’autres modéles d’allergie chronique comme 1’asthme

(Kitamura et al., 2007).

51



Immunorégulation

L’originalit¢ dans ce travail réside dans le fait que nous avons pu correler
I’inhibition de la réponse cutanée chez les souris déficientes en FcRy avec une
augmentation d’expression locale d’IL-10 et de Foxp3 suggérant I’existence de
mécanismes régulateurs «naturels» qui seraient réprimés suite a 1’activation via FcRy.
Compte tenu de la trés forte homologie de séquence au niveau des domaines
extracellulaires de CD16 et CD32 chez la souris (Brooks et al., 1989), les complexes
immuns IgG;-Ag activent a la fois CD16 et CD32b inhibiteur. In vivo, I’'IgG, exercerait
une activité inhibitrice, via CD32b, 10 fois supérieure a son activité activatrice, via CD16
(Nimmerjahn and Ravetch, 2005). En absence de signaux provenant des FcyR activateurs
(essentiellement CD16) et FceRlI, ces signaux inhibiteurs provenant de CD32b, fortement
exprimé sur les DC, deviendraient prépondérants et établiraient cet état de «tolérance» vis-
a-vis de I’allergene.

CD32b est aussi exprimé sur d’autres cellules présentatrices d’antigéne, comme les
lymphocytes B ainsi que des cellules effectrices comme les mastocytes (Nimmerjahn and
Ravetch, 2008). Comme les DC, les mastocytes peuvent également contribuer a la
production d’IL-10 et/ou I’induction des Treg (Grimbaldeston et al., 2007; Lu et al., 2006 ;
Malbec and Daeron, 2007 ). Ainsi, comme il a ét¢ démontré dans un modele de tolérance
au niveau des muqueuses (Samsom et al., 2005), I’activation de CD32b -par les complexes
IgGi-Ag- sur les DC induit la production d’IL-10 ainsi que la génération de lymphocytes T
régulateurs spécifiques de I’antigéne qui contribuent a I’état de tolérance locale vis-a-vis de
cet antigéne. Nous n’avons cependant pas pu mettre en évidence, par immunohistochimie,
une augmentation du nombre de cellules Foxp3™ au niveau des 1ésions cutanées des souris
déficientes en FcyR. Il s’agit probablement d’'un manque de sensibilité de la technique

utilisée.

FceRI
Chez la souris déficiente en FceRI, la pathologie a été partiellement inhibée. Cette
inhibition est également accompagnée d’une augmentation de I’expression cutanée d’IL-10

et de Foxp3. Au niveau humoral, seule la production d’IgE est affectée.

Les mastocytes
La mastocytose est é¢galement fortement diminuée. Ceci peut étre expliqué par le

fait que les mastocytes abondants dans la peau, exercent principalement leurs activités
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effectrices via FceRI et leur role important médié par ce récepteur est décrit dans des
modeles d’asthme en absence d’adjuvant (Mayr et al., 2002 ; Taube et al., 2004).
L’inhibition partielle de la réponse inflammatoire dans les souris déficientes en FceRI est
vraisemblablement due a I’activité de CD16 qui subsiste, non seulement sur les APC, mais
¢galement sur les mastocytes. Le nombre de mastocytes migrant vers les ganglions
drainants semble étre controlé par FceRI. En effet, les souris déficientes pour ce récepteur,
comme les souris déficientes en FcR et contrairement aux souris déficientes en CD16, ne
présentent aucune augmentation de linfiltrat mastocytaire suite a la sensibilisation
allergénique. Il a été démontré que les mastocytes sont capables de chimiotactisme
dépendant de FceRI, de I'IgE et de I’antigéne de sensibilisation (Kitaura et al., 2005). Ce

phénomeéne n’a jamais été décrit pour aucune sous-classe d’IgG.

Les basophiles

Les basophiles ne sont pas traditionnellement considérés comme des cellules
cutanées. Cependant, dans un modele d’inflammation cutanée chronique dépendant de
I’IgE, un roéle prépondérant des basophiles a été mis en évidence (Mukai et al., 2005 ;
Obata et al., 2007). A coté de la contribution (partielle) des mastocytes a la pathologie,
démontrée a 1’aide de souris déficientes en mastocytes (Alenius et al., 2002), nous ne
pouvons exclure un role potentiel des basophiles dans la contribution de FceRI a notre
modele expérimental de dermatite atopique. En effet, ces cellules expriment fortement
FceRI et libérent, trés rapidement aprés activation, non seulement de I’histamine et des
leucotrienes, mais aussi des cytokines Th2, en particulier de I’IL-4 (Min et al., 2004;
Voehringer et al., 2004 ). De plus, il a été récemment démontré, grace a un anticorps
déplétant spécifique (BA-103), que les basophiles jouaient un role capital dans
I’anaphylaxie dépendant des IgG chez les animaux déficients en mastocytes (Tsujimura et
al., 2008). Les basophiles pourraient donc également contribuer aux effets dépendants de
CD16 dans la dermatite atopique.

Nous allons donc tenter de mettre en évidence la présence de basophiles dans la
peau des diverses souches d’animaux déficients en FcR et chez les animaux de type
sauvage apres induction d’une dermatite atopique. Une localisation par
immunohistochimie a 1’aide d’anticorps spécifiques de FceRI et de DXS, et si nous
I’obtenons, a ’aide de 1’anticorps « anti-basophiles », sera tentée. Si les résultats montrent
un recrutement de basophiles, nous confirmerons leur implication dans la pathologie par

une expérience de déplétion.
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Autres populations cellulaires : effets indirects.

Par la libération de diverses cytokines, chimiokines et médiateurs inflammatoires
suite a 1’activation de FceRI, les mastocytes peuvent contribuer au recrutement indirect
d’autres cellules inflammatoires qui n’expriment pas ce récepteur. Ce recrutement peut étre
partiellement inhibé chez les animaux déficients en FceRI. L’histamine, se fixe sur le
récepteur H2 exprimé par les cellules de Langerhans et favorise leur migration vers les
ganglions drainants (Jawdat et al., 2004). Ainsi, I’'IL-5, cytokine-clé de la différenciation,
I’activation et la survie des €osinophiles, contribue aussi a I’épaississement épidermique
(Spergel et al., 1999). MIP-1p attire les lymphocytes T (Wang et al., 1998). La diminution
du nombre de lymphocytes T dans la peau peut étre également due, en partie, a la

diminution de production du CCL-5 par les mastocytes (Homey et al., 2006).

Nos résultats concernant la contribution partielle de FceRI a la dermatite atopique
concordent avec les résultats obtenus par d’autres équipes dans un modele d’asthme en
I’absence d’adjuvant (Taube et al., 2004). Méme si nos résultats montrent également une
contribution importante de 1’'lgG; et de CD16 a la physiopathologie de la dermatite
atopique, ils restent cependant difficilement conciliables avec ceux obtenus par le groupe
de R. Geha (Spergel et al., 1999) qui montrent que les souris déficientes en IgE (sur fond
génétique B6.129) présentent une dermatite atopique comparable a celle induite chez des
animaux de type sauvage. Cette absence de contribution significative (ou la redondance) de
I’IgE a la dermatite atopique décrite par ces auteurs nous semble surprenante a la fois dans
le contexte connu de la physiopathologie humaine et compte tenu que la délétion de
I’ « autre » récepteur a I’IgE, CD23, conduit, elle aussi a une inhibition profonde de la

pathologie.

CD16

Chez les souris déficientes en CD16, la pathologie cutanée et pulmonaire est
¢galement inhibée. Cette inhibition est associée a une augmentation de I’expression de
Foxp3 et d’IL-10 qui est plus modérée que celle retrouvée chez les souris déficientes en
FceRI. Ceci peut étre expliqué en partie par la diminution du taux d’IgG; anti-OVA chez
ces souris, et donc d’une activation moins efficace de CD32b et en partie par le fait que la

réponse Thl, en particulier I’expression d’IFN-y, reste intacte. Par contre la réponse Th2
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est inhibée, comme cela a récemment ¢t¢ démontré dans un modele d’asthme (Bandukwala
et al., 2007).

Contrairement aux souris déficientes en FceRI, les souris déficientes en CD16
présentent une prolifération lymphocytaire ganglionnaire fortement diminuée en
comparaison avec les animaux de type sauvage correspondants. Cette observation est
concordante avec 1’expression de CD16 mais pas de FceRI sur les cellules présentatrices
d’antigéne murines.

Si nous pensons que les comparaisons qualitatives entre 1’effet de la délétion de
FceRI et de CD16, que nous avons effectuées, sont valides, les comparaisons quantitatives
entre ces deux souches d’animaux sont difficiles en raison du fond génétique différent des
animaux utilisés : Balb/c pour les premiers, C57Bl/6 pour les seconds. En effet, si la
sensibilisation épicutanée par I’ovalbumine induit une dermatite atopique dans les deux
fonds génétiques, la pathologie, en particulier 1’épaississement épidermique est plus
prononceé sur le fond Balb/c, probablement en relation avec la contribution importante de la

réponse Th2 a ce paramétre.

FceRI et CD16 régulent la production de leurs ligands

Une autre originalité dans ce travail est la mise en évidence d’une régulation de la
production d’IgE et d’IgG; par leurs FcR correspondant. En effet, ces deux isotypes sont
associées a une réponse Th2 et il était attendu que leur production serait modulée de
maniére comparable suite a I’absence de I'un ou I’autre des FcR. La production d’IgE est
induite par I'IL-4 et I’'IL-13 (Barner et al., 1998 ; Geha et al., 2003). Par contre, la
production d’IgG; ne semble pas strictement dépendante de I’IL-4. En effet, 'IgG; est
retrouvée chez des souris déficientes en IL-4. L’IL-21 serait la cytokine essentielle pour la
production de 1’'IgG; mais pas de I’IgE (Ozaki et al., 2002). Dans notre modéle, au moment
du sacrifice, c'est-a-dire en phase chronique de la pathologie, I’expression ganglionnaire de
I’IL-13 n’est pas augmentée par rapport a des animaux non sensibilisés, qu’ils soient de
type sauvage ou déficients en FcR. Par contre, dans les souris déficientes en FceRI, la
diminution de la production d’IgE, est accompagnée d’une diminution de I’expression de
I’IL-4 et les concentrations sériques en IgG;, comparables a celles mesurées chez les
animaux de type sauvage, sont a rapprocher d’une expression (induite) et comparable de
I’IL-21 et de son récepteur. A I’opposé, dans les souris déficientes en CD16, la diminution
de la production d’IgG;, est associée a une diminution de I’expression de I'IL-21 et la

concentration sérique en IgE, comparable a celle des souris de type sauvage, est associée a
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une réponse IL-4 (induite) comparable a celle des souris de type sauvage. De plus, dans les
souris déficientes en FcRy, la diminution de la synthése d’IgE et IgG; est corrélée avec une

diminution et de I’IL-4 et de I’IL-21.

Régulation de la dermatite atopique par PPAR-a

Les souris déficientes en PPAR-a présentent une pathologie cutanée et pulmonaire
et une réponse immune Th2 et Thl exacerbées. Nous avons montré que cette inflammation
plus prononcée était associée a une augmentation de 1’expression cutanée de NF-xB, et .

Curieusement, 1’exacerbation de I’inflammation cutanée en absence de PPAR-a
n’est pas due a un défaut d’expression de Foxp3 ou TGF-f une cytokine
immunorégulatrice caractéristique.

L’exacerbation de la réponse humorale chez les souris déficientes en PPAR-a est
particuliérement manifeste pour la production d’IgG,,, associée a la réponse Thl. Cette
régulation préférentielle s’opére via une régulation de I’expression de T-bet, le facteur
principal de la différenciation Thl (Jones et al., 2002). Mais elle n’est pas exclusive. En
effet, PPAR-a régule également I’expression de GATA-3, facteur de transcription impliqué
dans la différenciation Th2. (Woerly et al., 2003). Un effet régulateur sélectif de PPAR-a a
récemment ¢ét¢ mis en ¢évidence dans un modele encéphalomyélite autoimmune
expérimentale Th1-dépendant, ou les souris males déficientes en PPAR-a développent une
pathologie plus prononcée, suite a une production accrue d’IFN-y et de TNF-a. (Dunn et

al., 2007).

PPAR-a et barriére cutanée

Par le role régulateur du métabolisme lipidique, de la prolifération et de la
différenciation des kératinocytes (Wahli, 2002), PPAR, en particulier PPAR-B est
susceptible de réguler la perméabilité cutanée. Ainsi, des animaux dont I’épiderme ou la
couche suprabasale de kératinocytes sont déficients en PPAR-B, qui controle
I’accumulation cutanée de cholestérol, présentent une perméabilité transcutanée augmentée
avec un déficit de formation de granules lamellaires — organites instrumentaux pour la
formation de la barriére cutanée —, ainsi qu’un défaut de répartition des cornéodesmosomes
— qui assurent I’adhérence intercellulaire — et des lipides superficiels (lipides neutres).

Cette altération de la barriere cutanée est réversible par application épicutanée de

cholestérol (Calleja et al., 2006).
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Une telle altération n’est pas présente chez les animaux déficients en PPAR-a. Dans
notre modele, aucune altération majeure de la composition lipidique de la peau (acides gras
libres, cholestérol et céramides) n’a été mise en évidence chez les animaux de type sauvage
ou chez les animaux déficients en PPAR-a, qu’ils aient ou non été sensibilisés par
I’ovalbumine. Comme notre modele n’est pas le plus adéquat pour 1’é¢tude de la
contribution des altérations de la barriére cutanée a la dermatite atopique, nous ne pouvons
toutefois exclure que les agonistes de PPAR-a exercent chez I’homme un effet bénéfique

sur la barriére cutanée en plus de leur effet anti-inflammatoire.
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Perspectives
CD16/1gG; : une nouvelle cible thérapeutique

L’utilisation d’anticorps anti-IgE, non anaphylactogéniques, comme 1’omalizumab,
dans le traitement de I’asthme s’est révélée globalement décevante, notamment en raison
de son rapport colt/bénéfice. La thérapie par anti-IgE est actuellement réservée aux
asthmes séveres (Avila, 2007 ; Barnes, 1999). Ces résultats sont peut-étre a rapprocher de
la présente étude sur le role de CD16 et d’IgG; dans la dermatite atopique et d’études
antérieures mettant clairement en évidence la contribution de ce couple Ig-FcyR aux
réactions d’anaphylaxie (Dombrowicz et al., 1997). En effet, malgré I’affinité beaucoup
plus faible de I’lgG; pour son (ses) récepteur(s) que I’IgE pour FceRI, cet isotype est
produit en quantités beaucoup plus importantes. Nous pensons donc que la contribution des
IgG aux pathologies allergiques est trop souvent négligée.

L’inhibition des interactions IgG)- FcyR(III) activateur, en plus des interactions
IgE-FceRI/CD23 représenterait sans doute une voie possible d’amélioration des thérapies
actuelles. Les colts trés ¢levés de développement d’anticorps humanisés et, en cas de
succes, du traitement orienteraient plutdt nos recherches vers la synthése et I’identification
de molécules de faible poids moléculaire susceptibles d’inhiber ces interactions, par
exemple via la conception d’une structure basée sur celle de la molécule de détergent co-

cristallisée avec I’IgE et la forme soluble FceRIa (Garman et al., 2000).

Les souris déficientes en PPAR-a: un modéle d’étude sensible de la dermatite
atopique induite par un allergéne

Le protocole de dermatite atopique utilisé (Spergel et al., 1998) résulte, chez les
souris de type sauvage, d’une réponse cutanée mixte Th2 (aigu€) et Thl (chronique). En
raison de I’absence d’adjuvant et probablement du passage transcutané relativement limité
d’une protéine, cette réponse reste modeste par rapport a d’autres modeles d’inflammation
chronique comme I’asthme expérimental, plus fortement polaris¢ Th2. L’absence de
PPAR-a conduit a une exacerbation généralisée de la pathologie et de la réponse immune
associée, en particulier de la réponse Thl, souvent difficile a mettre en évidence au niveau
humoral, méme s’il faut noter que I’ajout d’une étape d’abrasion de la couche cornée
(« tape-stripping ») peut, selon certains expérimentateurs, amplifier cette réponse Thl (R.

Geha, communication personnelle).
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En raison de ces réponses exacerbées, les souris déficientes en PPAR-a constituent
donc un modéle de choix pour mettre en évidence la contribution éventuellement mineure

d’atures génes.

PPAR-a, cible thérapeutique dans la dermatite atopique.

Si I’utilisation éventuelle d’agonistes de PPAR-y dans le traitement du psoriasis
résulte de la découverte fortuite que des patients diabétiques -et psoriasiques- traités par la
rosiglitazone voyaient les symptomes de leur pathologie cutanée s’atténuer (Kuenzli and
Saurat, 2003), nous n’avons jamais pu mettre en évidence, dans notre modéle
expérimental, d’effet bénéfique d’un traitement topique par la rosiglitazone ou la
troglitazone (C. Brenuchon, D. Dombrowicz, résultats non publiés).

A I’opposé, I’exacerbation de la pathologie chez les animaux déficients en PPAR-a,
la diminution de 1’expression cutanée de PPAR-a (mais pas de PPAR-) chez les patients
atopiques et 1’efficacité du traitement topique par un agoniste de PPAR-a sur la pathologie
cutanée et pulmonaire, sans affecter la réponse immune systémique, représentent des
arguments solides pour la réalisation d’essais cliniques de traitement de la dermatite

atopique par administration topique d’agonistes de PPAR-a..
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Abstract

The high affinity IgE receptor, FceRI and the low affinity IgG receptor, FcyRIII/CD16 play an
essential role in allergic diseases. In human skin, they are present on antigen presenting and
effector cells recruited into the inflamed dermis. FcRy is a subunit shared, among other FcR,
by FceRI and CDI16 and is essential to their assembly and signal transduction. Using an
experimental model which faithfully mimics human atopic dermatitis and specific FcR-
deficient mice, we have here delineated the respective contribution FceRI and FcyRIII/CD16
to the pathology. We demonstrate that symptoms of atopic dermatitis are completely absent in
FcRy-deficient animals but only partially inhibited in either FceRI- or FcyRIII/CD16-deficient
animals. Absence or attenuation of the pathology is correlated to increased skin expression of
regulatory IL-10 and Foxp3. While FceRI controls both Th1 and Th2 skin response, mast cell
recruitment into draining lymh nodes and IgE production, CD16 regulates only Th2 skin
response, as well as T cell proliferation and IgG, production. This isotype-specific regulation
by the cognate FcR is associated to a differential regulation of IL-4 and IL-21 expression in
the draining lymph nodes. FceRI and CDI16 thus contribute to atopic dermatitis but
differentially regulate immune responses associated to the disease. Targeting both IgE/FceRI
and IgG/CD16 interactions might represent an efficient therapeutic strategy for allergic

diseases.



Introduction

AD is a common chronic inflammatory skin disease that often begins in infancy and
frequently occurs in subjects with a personal or family history of atopic disease (1). Skin
lesions in AD display increased epidermal thickness and infiltration with inflammatory cells:
activated memory CD4" T cells, macrophages, mast cells and eosinophils. Acute lesions are
rather associated to a Th2 response, while a Thl profile, with an accumulation of IFN-y
producing cells, is predominant in chronic phase. Most AD patients show elevated serum IgE
levels, with specific IgE directed against environmental allergens or microbial proteins as well
as allergen-specific IgG (particularly IgG, and 1gGy) (2, 3).

Ig Fc portion interact with o subunits of the various FcR, exerting pleiotropic effects
within the immune system (4, 5). IgE binds to 2 FceR: the multimeric high affinity FceRI (4)
and the low affinity, lectin type FceRII/CD23 (6). FceRI is expressed on the surface of mast
cells and basophils and triggers IgE-mediated degranulation and cytokine release (4). In
humans, it is also expressed on professional APCs such as dendritic cells DC — including
epidermal Langerhans cells and Inflammatory Dendritic Epidermal Cells (IDEC) -,
monocytes/macrophages, eosinophils and platelets (4), where it plays a role in antigenic
presentation and/or ADCC reactions (4). Three FcRy-associated, ITAM-containing, activating
receptors are found among FcyR family: the high affinity FcyRI/CD64, the low affinity
FcyRIII/CD16 (in humans, the non signalling, glycolipid-anchored CD16b is expressed by
neutrophils) and, in mice, the low affinity FcYRIV. FcyR family also comprises 1 monomeric,
ITIM-bearing, inhibitory receptor: the low affinity FcyRII/CD32b (in humans, CD32a is also
an activating receptor) (5) . In mice, CD16, CD32 and FcyRIV also act as low affinity IgE
receptors (4, 7). Most FcyRs have a widespread cell distribution. Activating FcyR trigger

phagocytosis, cytokine release, antigen presentation and ADCC reactions (5).



Polymorphisms in FceRI and CD16 were found to be correlated with atopy. Hasegawa
et al. demonstrated the presence of a polymorphism in human FcéRla gene promoter
(chromosome 1g21) related to atopic dermatitis in Japanese population (8). The o subunit of
FceRI plays an important role in IgE-mediated allergic reactions as an amplifier for cell
surface expression and signal transduction of FceRI (4). Polymorphisms in FcR/f gene located
on human chromosome 11q12-13 have been associated to atopy. Indeed, differents groups
found single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the FcR/3 promoter in atopic patients (9).
Those SNPs were causally linked with atopy via regulation of FceRI expression (9). Likewise,
Zeyrek D et al. showed that a V158V genotype in CD16a gene polymorphism may represent a
genetic risk factor for the development of atopic diseases (10).

IgE has also been shown to increase expression of both FceRI and CD23 (4, 6), in the former

case by preventing proteolytic degradation and receptor internalization. Indeed, FceRI surface
expression is increased in Langerhans cells (LC), inflammatory dendritic epidermal cells
(IDEC), monocytes and circulating dendritic cells (DC) from patients with atopic dermatitis
(4). In DC, this increased expression has been associated to increased FcRy expression, the
limiting factor for receptor surface expression (11). In humans, FceRI engagement has anti-
apoptotic effects on monocytes (12). An increased expression of CD64 and CD16 was also
demonstrated in acutely and chronically inflamed skin, compared with healthy and non-
lesional atopic dermatitis skin (13). The respective contribution of IgE and IgG receptors to
the physiopathology of atopic dermatitis however remains unclear. Thus, using a mouse
model faithfully mimicking the human disease and FcR-deficient animals, we have thus

examined the role of FcyR-associated FceRI and CD16 in atopic dermatitis.



Material and Methods

Animals

Balb/c, C57BL/6 and OT-II (14) mice, FcRY" mice (Balb/c background) (15) and
CD16” mice (C57BL/6 background) (16) were from Charles River, Taconic Farms and The
Jackson Laboratory respectively. DO11.10 mice (17) were a gift from Dr C. Verwaerde
(Institut Pasteur de Lille). FceRI”™ mice (BALB/c background) (18) were bred at the Institut
Pasteur de Lille. Animals were kept under SPF conditions. Eight to 12-wk-old female mice
were used for all the experiments, performed following approval by the Ethics committee for

animal experimentation from Nord-Pas-de-Calais Region.

Induction of atopic dermatitis

AD was induced by epicutaneous OVA sensitization (19). Two paper discs, gift from
Epitests (Tuusula, Finland), soaked with 25 ul OVA solution (2 mg/ml in PBS) or PBS, were
applied on abdominal skin 24h after shaving. Patches were secured with a bioocclusive
dressing (Visulin, Hartmann, Chétenoi, France), protected with an elastic bandage (Optiplaste,
Smith & Nephew, Vibraye, France). Patches were left on for three 1-week periods with a 2-wk
interval between applications. Animals were sacrified by cervical dislocation. Skin and
inguinal lymph nodes were collected in fixative for histology and/or directly frozen in liquid

nitrogen for RNA analyses.

Analysis of lung function and inflammation.

At the time of last patch removal (day 49) mice were challenged for 20 min by aerosol
nebulization with OVA (1% in PBS) using an ultrasonic nebulizer (Ultramed, Medicalia,
Firenze, Italy) and serum was collected (19). On the next day, AHR to increasing
concentrations of methacholine was measured by whole body plethysmography (Emka

5



Technologies, Paris, France). Results were expressed as percentage of increase in Penh over
baseline value. Lung samples were used for bronchoalveolar lavage (BAL). BAL were

analyzed on cytospin preparations following RAL 555 staining.

Histology and immunohistochemistry

Tissue biopsies were fixed in ImmunoHistoFix (Intertiles, Brussels, Belgium) and
embedded in ImmunoHistoWax (Intertiles) (20). Serial sections (5 um) were stained with
May-Grunwald-Giemsa for measurement of epidermal thickness as well as eosinophil and mast
cell counts. Epidermal thickness was determined at a 250-fold magnification with an ocular
micrometer; average of 10 measures was calculated for each sample. Cells were enumerated
using an eyepiece equipped with a calibrated grid, by examining 20 random fields at 1000-fold
magnification; results were expressed as cells number per mm®. For immunohistochemical
analysis, 5 um sections were dewaxed in acetone for 5 min and immunostained with anti-MHC

IT and anti-CD4 mAbs (Pharmingen), as previously described (20).

Measurement of Ig concentrations

Total IgE concentrations were measured in mouse serum by ELISA, using anti-IgE Abs
(Pharmingen) (20). Total IgG, and IgG,, were measured with the immunoassay kit SBA
Clonotyping System-HRP (Southern Biotech). Anti-OVA IgE were measured using anti-IgE
(Pharmingen) as capture Ab and biotinylated OVA and HRP-conjugated streptavidin
(Amersham) for detection. Anti-OVA IgG; and IgG,, were measured using OV A-coated plates
and HRP-conjugated anti-mouse IgG; and 1gG,, (Southern Biotech). Twofold serial dilutions
were prepared for each serum (starting dilution 1:25 for IgE, 1:5000 for IgG; and 1:250 for
IgGa, titrations). Ab titers were calculated as the dilution corresponding to twice the mean

absorbance value obtained for non-sensitized mouse sera.



Quantitative RT-PCR

Tissue RNA extraction was performed as described (21). Reverse transcription was
performed with 1 ug RNA using Superscript reverse transcriptase (Invitrogen). cDNAs were
amplified by PCR in triplicate assays for 40 cycles in SYBR®Green PCR Master Mix
(Molecular Probes) on ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems). Oligonucleotide primers
specific for mouse cytokines, chemokines and their receptors and nuclear transcription factors
are listed in Table I). Primers were used for amplification in triplicate assays. PCR
amplification of GAPDH was performed to control for sample loading and to allow
normalization between samples. Since expression levels were identical in PBS-treated WT or
FcR-deficient animals, results for OVA-sensitized animals were expressed as the mean fold

induction compared with the mean expression level in PBS-treated mice.

Determination of T cell proliferation in draining lymph nodes

Naive T cells purified from TCRgya transgenic mice (DOI11.10 or OTII) were
adoptively transferred into sex- and background-matched recipient mice. CD4" cells were
purified from spleens using Dynal Mouse CD4 Negative Isolation Kit (Invitrogen) (purity >
95%). CD4" cells were labeled with carboxy fluorescein diacetate succinimide ester (CFSE)
(Sigma-Alrdich) (22). Two days before the first sensitization, each recipient mouse received 2
x 10° labeled cells via the lateral tail vein. At day 0 and day 3, mice were epicutaneously
sensitized with 100 pul of OVA (2 mg/ml in PBS) or PBS. Two days after the second
sensitization mice were sacrificed and inguinal lymph nodes were harvested and homogenized

and processed for flow cytometry.

Flow cytometry analysis
Cells were washed twice in ice-cold PBS, and after incubation with anti-mouse
CD16/32 2.4G2, were incubated in 100 pl of PBS containing the appropriate mAb (2.5 pg/ml
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for 1 x 10° cells) for 30 min on ice. At least 2 x 10° cells were analyzed on a FACSCalibur flow
cytometer. Unless otherwise mentioned, antibodies were from BD Biosciences. For analysis of
CFSE-labelled DO11.10 T cells, lymph node cells were stained with anti-CD4-PE and
biotinylated KJ1-26 antibody (Caltag) followed by incubation with streptavidin-
allophycocyanin. For analysis of CFSE-labelled OT-II T cells, lymph node cells were stained
with anti-CD4-PE/Cy7, anti-Va2 TCR-PE and biotinylated anti-VB5 TCR followed by
incubation with streptavidin-allophycocyanin. Propidium iodide was added for dead cells
exclusion,  immediately = before =~ FACS analysis., ~ CD4 CFSE'KJ1-26"  and
CD4'CFSE'Va2'VB5" cells were gated and analyzed in mice on a BALB/c and C57BL/6

background respectively.

Statistical analysis
Statistical significance was determined using Mann-Withney U test. Results were expressed

as mean = SEM ; p < 0.05 was considered significant.



Results
Both FceRIl and CD16 contribute to skin inflammatory responses in a model of AD.

Using a well established model of AD based on Ag sensitization by repeated
epicutaneous OVA applications, we assessed the effect of FcRy, FceRI and CD16 deficiency
on skin histology and inflammatory responses. In the absence of OVA sensitization, no
inflammation was detected regardless of the mouse genotype (Fig.14). Compared with OVA-
sensitized FcRY™", skin inflammatory response was absolished in OV A-sensitized FcRY'™ mice,
with an absence of hyperkeratosis, spongiosis and dermal cellular infiltrates. Upon antigen
sensitization, FcRy” mice exhibited no significant increase in either epidermal thickness (Fig.
1B), or recruitment of inflammatory cells: mast cells (Fig. 1C), eosinophils (Fig. 1D), Antigen
Presenting Cells (Fig. 1E) and CD4" T cells (Fig. 1F), demonstrating that at least one FcRy-
associated receptor is essential for induction of atopic dermatitis. On the other hand, OVA-
sensitized FceRI™ and CD16” mice showed significant but partial decrease of skin
inflammatory response compared to their WT counterparts (Fig.14). Compared to FceRI™*
mice, OVA-sensitized FceRI” mice showed a 45% average decrease in epidermal thickening
(FiglB) as well as 78, 61, 66 and 62 % average decrease in mast cell, eosinophil, APC and
CD4" T cell recruitment respectively (Figl C-F). Interestingly, OVA-sensitized CD16”" mice
show no increase in epidermal thickness or in eosinophil and APC infiltration compared to
their PBS-treated counterparts (FiglB, D and FE). This represents a 63 and 44% average

+H+ -
" mice. These results

decrease of mast cell and CD4" T cell recruitment compared to CD16
thus demonstrate that both FceRI and CD16 contribute to AD skin lesions but differentially

control dermal recruitment of inflammatory cells.

FceRI and CDI16 differentially regulate expression of Th2-, Thl- and Thl7-related molecules

in OVA-sensitized mouse skin.



We next examined, by real-time PCR, mRNAs expression for lesion-, inflammation- or
immune response-associated molecules in the skin from unsensitized or OV A-sensitized FcRy
", FceRI"" and CD16” mice as well as their WT counterparts. For each gene examined, skin
expression was comparable in PBS-treated gene-deficient animals and in their WT counterparts
(not shown). In WT animals, OV A-sensitization increased mRNA expression of several genes
associated to Th2, Th1 Th17 as well as to inflammatory response with the exception of IL-18,
and TSLP, which have been associated to AD in other experimental models, and of IL-33, a
Th2 cell chemoattractant and Th2 associated-cytokine inducer, as well as of immuno-
regulatory TGF-P (23, 24) (Fig 24-C). By contrast, OVA sensitization of FcRY"™ mice did not
significantly show increased expression of most of these genes (Fig 24). Importantly, this
inhibited response coincided with a 2 fold-increase in the expression of immunoregulatory IL-
10 and Foxp3 (Fig 24), while in FcRY”" mice, expression of these later genes was not affected
by OV A-sensitization. This thus further indicates that at least one FcRy-associated receptor is a
key regulator of skin immune and inflammatory response in this model of AD.

In skin from OVA-sensitized FceRI” mice, [L-13, IL-6 and IL-17 expression was
comparable to that found in corresponding PBS-treated animals, while a partial decrease of
expression of several genes was observed compared to OV A-sensitized WT animals (Fig. 2B):
Th2-associated molecules (IL-4, IL-5, IL-31); CCR3, which contribute to eosinophil
chemotaxis; CCL22 (Macrophage-Derived Chemokine, MDC), a chemoattractant for Th2
lymphocytes into the inflammatory skin; Thl-associated molecules (IFN-y and IP-10); CCL20,
an APC-attracting chemokine; pro- inflammatory IL-1B. As FcRy” mice, FceRI"™ mice showed
a 1.8 fold increase of IL-10 and Foxp3 mRNA expression following OVA sensitization.
Surprisingly, in CD16” mice, OVA-sensitization did not lead to a significant increase of Th2-
related molecules and of CCL20 expression. IL-17, IL-1f and IL-6 mRNA expression was also

decreased compared to OVA-sensitized CD16™" animals. By contrast, Thl response was
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comparable to that of corresponding OVA-sensitized CD16™" animals. Inhibition of Th2,
Th17 and skin inflammatory response in OVA-sensitized CD16” mice coincided with a
moderate increase of IL-10 and Foxp3 mRNA expression (1.6 and 1.5-fold increase
respectively).

Taken together these data show that FceRI and CDI16 differentially regulate skin
expression of DA-associated cytokines with FceRI controlling both Thl and Th2 responses

while CD16 only regulates Th2 response.

FceRI and CD16 differentially regulate the humoral response in a mouse model of AD.

Serum levels of IgE and IgG, both associated to a Th2 response, were decreased in
OVA-sensitized FcRY"™ mice compared to OV A-sensitized FcRy”" animals, with a 64 and 55%
average decrease for total IgE and OV A-specific IgE respectively, and a 58.5% decrease for
OVA-specific 1gG; (Fig 34-C). 1gG,, and 1gG,;, antibodies, associated to a Thl response, were
undetectable in OV A-sensitized WT or FcR-deficient mice (data not shown). Interestingly,
compared to their FcRy”" controls, only IgE response was affected in OVA-treated FceRI™”
mice: 67 and 54% average decrease for total IgE and OV A-specific IgE respectively (Fig 34-
C). By contrast to the latter mice, in OV A-sensitized CD16” mice, only OVA-specific IgG;
response was affected (63% decrease). Those results demonstrate that, in this model, FceRI
and CD16 specifically regulate the production of their own ligand.

In order to determine, at the molecular level, the factors which account for this
differential regulation, we analyzed, by real-time PCR, cytokine expression in draining
inguinal lymph nodes. In particular, we examined the expression or IL-21 and its receptor.
Indeed, these later are essential for IgG1 production (25). In OVA-sensitized FcRy”™ mice,
expression of IL-4, IFN-y, IL-21 and IL-21 R were fully inhibited compared to FcRyH " animals

(Fig 3D). IL-13 expression was comparable to that found in WT animals (data not shown). In
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OVA-sensitized FceRI”™ mice, IL-4 expression was reduced and IFN-y completely inhibited
compared to FceRI™" animals, while IL-21/IL-21R axis remained intact (Fig 3E). By contrast,
when compared to CD16”" animals, IL-4 and IFN-y expression was comparable in OVA-

sensitized CD16” mice but expression of IL-21 and IL-21R was fully inhibited (Fig 3F).

Important contribution of CD16 to antigenic presentation in a mouse model of AD.

We then investigated whether defective antigen presentation during early stages of
epicutanous sensitization was responsible for the reduced inflammatory skin response observed
in OVA-sensitized FcRY", FceRI" and CD16” mice. We thus examined antigen-induced T
cell proliferation in vivo by transfer of CFSE-labeled CD4" T cells from DO11.10 mice to
recipient animals that were epicutaneously sensitized for one week. In the absence of OVA
sensitization, both percentage and total number of proliferating T cells were very low for each
mouse strain (Fig 4A left panel and C). Compared to FCR\(HJr animals, OV A-sensitized FcRy”
mice showed a 64 % decrease in the percentage of proliferating T cells (Fig 44 right panel).
They exhibited no significant increase in the total number of proliferating cells, compared to
corresponding PBS-treated animals (Fig 4C), indicating that FcRy is essential for antigen
presentation and thus T cell proliferation in this model. T cell proliferation following OVA-
sensitization was comparable in FceRI"* and FceRI” mice (Fig 44 right panel and C), in
agreement with the absence of FceRI expression on WT mouse DC. By contrast, compared to
CD16"" animals, OVA-sensitized CD16” mice showed 33 and 72 % decrease in proliferating
T cells by percentage and total cell number respectively (Fig 4B right panel and C). These
results reflect that, in this model of AD, CDI16 plays a major role by controlling antigen

presentation.

CD16 deficiency leads to complete decrease of lung inflammation in a mouse model of AD.
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Since this mouse model is characterized, like AD in humans, by antigen-induced lung
inflammation, we examined airway hyperreactivity (AHR) and recruitment of inflammatory
cells in the broncho-alveolar lavage (BAL) following epicutancous sensitization and a single
nebulization. While OVA-sensitized and challenged FcRy"”" mice, upon nebulization with
increasing doses of methacholine, displayed increased AHR compared to PBS-sensitized
animals, OVA- and PBS-sensitized FcRY"™ mice responded similarly (Fig 64) demonstrating
the essential role of FcRy in airway inflammation following epicutaneous sensitization. Along
these lines, BAL inflammatory infiltrate, in OVA-sensitized and challenged FcRy”™ mice was
virtually absent compared to FcRy"" mice (Fig 6B). Lung inflammatory response was equally
abolished in OVA-sensitized and challenged CD16” mice compared to CD16™" animals (Fig
6C) indicating that CDI16 is one key FcRy-associated receptor for induction of lung

inflammation in this model of AD.

FcéeRI regulates mast cell migration to the draining lymph nodes in a mouse model of AD..
Since FceRI exerted a significant effect on skin inflammation without regulating APC
function, we reasoned that mast cells would be the likeliest cell type directly affected by FceRI
deficiency. We thus examined mast cell recruitment into draining lymph nodes following
sensitization. In contrast to OVA-sensitized CD16™" and CD16” mice which displayed a
similar increase in inguinal lymph nodes compared to corresponding PBS-sensitized animals,
FcRy" and FceRI™ mice showed no significant antigen-induced increase mast cell recruitment
into lymph nodes (Fig 5). This further demonstrates that FceRI and CDI16 differentially
regulate distinct, but partially overlapping, sets of parameters from the AD-associated immune

response.
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Discussion

In this paper, we evidence the differential contribution of FcRy-associated FceRI and
FcyRIII/CD16 in a murine model of atopic dermatitis. Absence of FcRy-associated activating
receptors led to a virtual absence of pathology with abolished skin and lung inflammation and
drastic decrease of humoral response that were associated to an inhibition of Th2, Thl, Th17
and inflammatory cytokine expression. By contrast, we observed a 2-fold increase of
regulatory IL-10 and Foxp3 was observed. This later finding is likely linked to activation of the
remaining inhibitory FcyRII/CD32b expressed by APC, which induces IL-10 production and
Foxp3" regulatory T cells (26). FcyRII/CD32b-independent mast cell activation might also lead
to IL-10 production and/or induction of Foxp3 expression (27-29). Such an increased IL-10
and Foxp3 expression was also found in FceRI- and, to a slightly lesser extent, in CD16-
deficient animals. Defective antigen presentation during early sensitization phase and thus
abrogated antigen-induced T cell proliferation accounts, at least in part, for the inhibition of
pathology as previously observed in models of delayed hypersensitivity (30) and asthma (31) .
The lack of FcRy expression on effector cells such as mast cells might further inhibit
development of inflammation as shown in a mast cell-dependent asthma model (32).

Lack of FceRI led to a partial decrease of epidermal thickening and cellular recruitment
into dermis upon induction of AD. FceRI contribution to the pathology might be slightly
underestimated since we have shown that CD16 expression on FceRI-deficient mast cells, and
probably basophils, is upregulated and leads to more severe IgG-mediated anaphylaxis (33). In
our AD model, the absence of FceRI also led to impaired skin expression of Thl, Th2, Th17
and inflammatory cytokines but to an increased expression of Foxp3 and IL-10. As observed in
asthma models (34, 35), FceRI involvment in this AD model results from its high expression
levels on mast cells, which are very abundant in skin. However, basophil contribution to the

pathology can not be completely ruled out, as this cell type contributes to IgE-induced chronic
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allergic dermatitis (36, 37). Histamine release by mast cells promotes Langerhans cells
migration to draining lymph nodes through binding to H2 receptors (38). Thus, lack of FceRI
might indirectly explain the decreased skin APC number compared to sensitized WT animals.
Following sensitization, mast cells also migrate to draining lymph nodes, where they induce T
lymphocytes recruitment via MIP-1B production. In our model of AD, mast cell number in
draining lymph nodes appears to be controlled by FceRI. As mast cells undergo FceRI-, IgE-
and antigen-dependent chemotaxis (39), an effect not reported for IgG isotypes, it is likely that
the lack of FceRI expression accounts for this defective migration and thus for indirect effects
on other cell types besides Langerhans cells, particularly T and B cells and eosinophils. Indeed,
mast cells also release Th2 and pro-inflammatory cytokines such as IL-4, IL-5, IL-13 and IL-6
upon FceRI activation (40). These cytokines are known to regulate IgE production and
eosinophilia, two hallmarks of AD. IL-6 has been shown to regulate IL-17 production (41),
recently associated to AD (42). Thus decreased IL-6 production by mast cells might indirectly
account for the decreased IL-17 expression. Surprisingly, in FceRI-deficient mice, antigen-
specific IgG; response was unaffected while antigen-specific IgE response was decreased (Fig
3). We had previously reported a tendency to lower antigen-specific IgE concentrations but
normal IgG levels following active anaphylaxis-inducing immunization (33). This regulation of
IgE synthesis by FceRI thus seems to complete a regulatory loop. Indeed, the ability for IgE to
upregulate expression of both its receptors has been previously documented (4, 6). IL-21 seems
to be the only factor known to differentially regulate IgE and IgG; synthesis (25). Expression
of both IL-21 and its receptor were unaffected in draining lymph nodes from FceRI-deficient
animals, while expression of IL-4, the key cytokine for the regulation of IgE synthesis in this
model, was reduced. Thus, the differential effect of FceRI and CD16 on IgE and IgG;

production might be attributed to a distinct regulation of IL-4 and IL-21 (see below).
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CD16 deficiency led to a complete inhibition of epidermal thickening, dermal and lung
recruitment of inflammatory cells following sensitization. Surprisingly, in our model of AD
eliciting both a Thl and a Th2 response (1), skin Thl-associated cytokine response was
unaffected in CDI16-deficient mice while Th2 response was completely abolished. These
results on CD16 selective contribution to the Th2 response -and to AD- are in agreement with
those obtained in a (strongly Th2-polarized) asthma model, in which CD64 does not play a role
(43). Both IL-17 and IL-6 expression was inhibited while IL-10 and Foxp3 expression was
enhanced in CD16-deficient mice as it was the case for FceRI-deficient animals. By contrast,
CDI16-deficient mice showed a major decrease in antigen-induced T cell proliferation
indicating that CD16 plays an essential role in antigenic presentation and initiation of immune
response in this model of AD. Indeed, CD16 is highly expressed on DC and is known to
preferentially bind IgG, (immune complexes) (44), the major Th2-associated isotype in mouse,
whose levels are very high following OV A-sensitization in this AD protocol (Fig 3). Besides
its expression on APC, CD16 is also expressed on mast cells (28) and basophils (45). It is thus
possible that CD16 deficiency directly contributed to the decreased mast cell number and to a
dampened mast cell activation in skin following antigen sensitization. However, mast cell
number in draining lymph nodes from CD16-deficient animals was not affected compared to
WT animals, suggesting that, in contrast with FceRI, CD16 is not involved in chemotactic
activity. Finally, as observed for FceRI and IgE, CD16 deficiency led to a decreased specific
IgG, response, while IgE production remained similar. Consistent with this result, expression
of both IL-21 and its receptor was abrogated in draining lymph nodes from CD16-deficient
animals, while IL-4 expression was comparable to that found in WT animals. This contrasts
with an asthma model where production of both isotypes was decreased (43). This discrepancy
might be due to our less Th2-prone experimental setting, to the different pathology (AD vs

asthma) and/or to a different genetic background (C57BL6 vs Balb/c).
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Among FcRy-associated receptors, FceRI and CD16 were a priori the likeliest to be
involved in the regulation of AD, hence our study. Indeed, the only other 2 FcRy-associated
receptors are FcyRI/CD64 and FcyRIV, which are mainly expressed on macrophages and
preferentially bind IgG,, and IgGy, (44), 2 Thl-associated isotypes. In our model, OVA-
specific IgGy, and IgGa, were not detected. FeyRIV has also been reported to bind IgE®, found
in C57BL6 but not in Balb/c mice, with an even lower affinity than CD16 (7). Due to this cell
distribution and isotype specificity, it is thus unlikely, but can not be completely ruled out, that
either of these receptors plays a major role in AD physiopathology.

In conclusion, the present study delineates for the first time a differential but partially
overlapping role of FceRI and CD16 in AD physiopathology, where the contribution of IgG
immune complexes was documented but poorly understood (46). Even if considerable
differences exist between mouse and humans regarding identity, structure, cell distribution
and/or isotype specificity of FcyR and FceRI, we might nevertheless speculate that the partial
inhibition obtained by targeting only IgE/FceRI interactions, using anti-IgE, in asthma (47) or
atopic skin reactions (48), might be due to a significant contribution of CD16 or other FcyR to
the pathology. Thus, a therapy preventing both IgE/FceRI and IgG/FcyR interactions might

represent a further improvement over the current ones.
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Legends

FIGURE 1. Decreased skin inflammation in FcRy'/ ", FceRI”" and CD16” mice in a model of
AD. 4, MGG staining of skin sections from OV A-sensitized mice or PBS-treated mice FcRYy",
FceRI” and CD16” mice and their corresponding WT counterparts (original magnification X
100). Epidermal thickness (B), mast cell (C), eosinophil (D), APC (E), and CD4'T cells (F)
density in dermis at the site of sensitization. Data presented are from 1 out of 3 independent
experiments (n= 4-9 animals per group) and are expressed as mean =+ SEM. * Statistically
different from PBS-treated mice (p<0.05). $ Statistically different from OVA-sensitized WT

mice (p<0.05).

FIGURE 2. Differential decrease skin cytokines, chemokines and receptors expression in
FcRy” (4), FceRI” (B) and CD16” mice (C) compared to their WT counterparts in a model of
AD. Results were expressed as the mean fold induction compared with the mean expression
level in PBS-treated corresponding WT mice. Data presented are from 1 out of 3 independent
experiments (n= 4-9 animals per group) and are expressed as mean * SEM.. * Statistically
different from PBS-treated mice (p<0.05). $ Statistically different from OVA-sensitized WT

mice (p<0.05).

FIGURE 3. Differentially decreased humoral response and lymph node cytokine expression in
FcRy'/ ’, FceRI” and CD16” mice in a model of AD. A, Total IgE serum concentrations. B,
OVA-specific IgE serum concentration. C, OVA-specific IgG; serum concentration. D-F
Expression of IL-4, IFN-y, IL-21 and IL-21R in inguinal lymph nodes from FcRy” (D), FceRI
" (E) and CD16" mice (F) compared to their WT counterparts. Data presented are from 1 out

of 3 independent experiments (n= 4-9 animals per group) and are expressed as mean *+ SEM.
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Statistically different from PBS-treated mice (p<0.05). $ Statistically different from WT mice

(p<0.05).

FIGURE 4. Decreased antigen-induced T cell proliferation in FcRyY™ and CD16™ but not
FceRI” mice in a model of AD. A-B. Flow cytometry analysis of CFSE" KJI-26"CD4" (4) or
CFSE" VoR2'VB5'CD4" (B) T cells from inguinal lymph nodes from FcRy'/' (4), FceRI" (4)
CD16™ (B) mice and their WT counterparts. Dividing cell populations are squared. C, Total
number of dividing CFSE" CD4" T cells in inguinal lymph nodes. (n= 3-6 animals per group)
and are expressed as mean + SEM.. * Statistically different from PBS-treated mice (p<0.05). $

Statistically different from WT mice (p<0.05).

FIGURE 5. Decreased mast cell number in inguinal lymph nodes of FcRy” and FceRI™ but
not in CD16™ mice in a model of AD. Mast cell density in draining lymph nodes. Data
presented are from 1 out of 3 independent experiments (n= 3-7 animals per group) and are
expressed as mean + SEM. #* Statistically different from PBS-treated mice (p<0.05). $

Statistically different from OV A-sensitized WT mice (p<0.05).

FIGURE 6. Decreased lung inflammation and airway hyperresponsiveness in FcRy'/' and
CD16™ mice in a model of AD. 4. Whole body plethysmography in FcRy” mice and their
WT counterparts. B-C Cellularity in BAL from FcRy” (B) and CD16™ (C) mice and their WT
counterparts. (n= 3-6 animals per group). * Statistically different from PBS-treated mice

(p<0.05). $ Statistically different from OV A-sensitized WT mice (p<0.05).
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Table I. Primers used for real-time PCR.

GAPDH

IL-1B

IL-4

IL-5

IL-6

IL-10

IL-13

IL-17

IL-18

IL-21

IL-21Receptor

IL-31

IL-33

IFN-y

TSLP

CCL20

CCL22/MDC

CXCL10/IP-10

CCR3

TGF-B

Foxp3

Primer

For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For

Rev

Size

20
20
20
20
20
20
22
22
20
22
21
20
20
20
22
19
21
22
20
20
20
20
20
20
19
21
20
21
19
21
20
20
20
21
19
20
20
24
21
20
21
18

Sequence
5'CGT CCC GTA GAC AAAATG GT 3
5' GAATTT GCC GTG AGT GGA GT 3'
5 AGG TGC TCATGT CCT CATCC 3’
5" CAG GCA GGC AGT ATCACTCA 3
5 GCATGGAGT TTT CCCATGTT &
5 AGA TGG ATG TGC CAAACGTC ¥
5'CTC ACC GAG CTC TGT TGACAAG 3'
5'GAA CTC TTG CAG GTAATC CAG G 3'
5'CCACGG CCTTCC CTACTTCA 3
5'CCACGATTT CCC AGA GAACATG 3'
5 TTC ATG GCC TTG TAG ACA CCT 3’
5 TGA ATT CCC TGG GTG AGAAG ¥
5 GGA ATC CAG GGC TACACAGA 3’
5 AGG AGC TGA GCAACATCACAJ
5'AAG TCT TTAACT CCC TTG GCG C 3
5 AGG GTCTTCATT GCG GTG G 3’
5' GGA ATC AGA CAACTTTGG CCG 3
5 CCTCGAACACAGGCTGTCTTITT3
5'AGG AGG GGA GGA AAG AAACA 3
5 GGG AAT CTTCTC GGATCCTC ¥
5'ACA GCG GGAACT TCAAGA AA 3
5 CAG GCT CAGACATTCCATCA Y
5'CAG CTGTTT CAACCCACTGA %
5 CAG TTC TGC CAT GCAGTT TG 3’
5'ATC AGG CGACGG TGT GGATJ
5" GAC GTC ACC CCT TTGAAGCTC ¥
5 ACC CTG TCG TAT GCT GGG AA 3’
5 GTT GGT GCA GGAATC AGT CCA ¥
5 TATCCCTGGCTGCCCTTCAYZ
5 TGT GCC ATT TCC TGA GTACCG ¥
5'CTT GCT TTG GCA TGG GTACT 3
5'CTT CAT CGG CCATCT GTCTT 3'
5'TGG TGC CAA TGT GGA AGACA 3'
5'GGC AGG ATT TTG AGG TCC AGA 3'
5'ACC CAAGTGCTGCCGTCAT3J'
5'CAT TCT CAC TGG CCC GTC AT 3'
5 TGACCC CAGCTC TTTGATTC &
5 CTG GAC TCA TAAAGG ACT TAG CAA ¥
5" TAC TCT GGA GAC GGTTTG CCA ¥
5 CAT GAA GAAAGT CTC GCC CG 3’
5' CCC AGG AAA GAC AGC AACCTT 3'
5'TTC TCA CAA GGC CAC TTG 3'
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Peroxisome proliferator-activated receptor « regulates skin
inflammation and humoral response in atopic dermatitis
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Background: The peroxisome proliferator-activated receptors
(PPARS) o, /8, and vy are ligand-activated transcription factors
belonging to the nuclear receptor superfamily. In addition to
their regulatory role on lipid and glucose metabolism, they exert
anti-inflammatory properties. In skin both PPAR-a and PPAR-
B/ regulate keratinocyte proliferation/differentiation and
contribute to wound healing. The 3 PPAR isoforms are
expressed by several cell types recruited into the dermis during
inflammation.

Objective: We have investigated the role of PPAR-« in the
regulation of atopic dermatitis (AD), a common skin
inflammatory disease.

Methods: We chose a mouse model of inflammatory dermatosis
with immunologic features of AD and used epicutaneous
sensitization with ovalbumin in the absence of adjuvant, which
mimics the human pathology.

Results: On antigen sensitization, PPAR-a~deficient mice
display increased epidermal thickening, dermal recruitment of
inflammatory cells, lung inflammation, airway
hyperresponsiveness, and IgE and IgG2a production compared
with their wild-type counterparts. Increased inflammation was
correlated to an enhancement of Ty2 and, to a greater extent,
Ty1 responses and to increased skin expression of nuclear factor
kB. Interestingly, PPAR-a expression was decreased in
eczematous skin from patients with AD compared with skin
from nonatopic donors, suggesting that defective PPAR-«
expression might contribute to the pathology. Topical
application of WY14643, a specific PPAR-« agonist,
significantly decreased antigen-induced skin inflammation in
the AD model.
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Conclusion: PPAR-« acts as a negative regulator of skin
inflammation in AD. (J Allergy Clin Immunol 2008;121:
962-8.)

Key words: Peroxisome proliferator-activated receptor o, atopic
dermatitis, allergy, inflammation, human, mouse

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are lig-
and-activated transcription factors belonging to the nuclear
receptor superfamily. The PPAR family consists of 3 members,
PPAR-a, PPAR-B/8 and PPAR-y,l’2 which are activated by
various fatty acid metabolites produced during inflammatory re-
sponses. Furthermore, PPARs also inhibit the activity of other
transcription factors, which play a key role in proinflammatory
signaling pathways, such as nuclear factor kB (NF-kB),” through
ligand-dependent transrepression.* PPARs function as sensors
and regulators of inflammatory reactions through their ability to
be activated by locally generated eicosanoids and act in a gene-
and signal-specific manner.’ Indeed, PPARs are expressed by
several cell types within the immune system, such as T lympho-
cytes,®” B lymphocytes,® monocytes-macrophages,’ dendritic
cells,'® mast cells,'! and eosinophils.12 Invivo, PPAR-a—deficient
mice display prolonged leukotriene (LT) Bs—induced ear swell-
ing,'? absence of regulation of spontaneous production of proin-
flammatory cytokines on aging,'* exacerbated response of aortic
explants to proinflammatory stimuli, increased allergic asthma
and IgE production,'? and exacerbated experimental autoimmune
encephalomyelitis.® The 3 PPAR isoforms have been identified in
rodent and human epidermis and dermis during fetal develop-
ment. Their expression decreases rapidly after birth to become
undetectable in the interfollicular epidermis in adults, although
it persists in the hair follicles.'” Several recent studies have dem-
onstrated an important role for PPAR-a in the molecular mecha-
nisms involved in skin repair'>'® and in epidermal differentiation
contributing to permeability barrier formation.'” The combina-
tion of the properties of PPAR-a in immune responses and epider-
mal differentiation led us to investigate whether PPAR-a might
exert a beneficial role in atopic dermatitis (AD), a skin inflamma-
tory disease characterized, like psoriasis, by disturbed epidermal
homeostasis. AD is a common, chronic, pruritic inflammatory
skin disease that often begins in infancy and frequently occurs
in subjects with a personal or family history of atopic disease. Ex-
amination of skin lesions in AD reveals increased epidermal
thickness (acanthosis) and an inflammatory cell infiltrate in the
dermis, consisting of activated memory CD4™" T cells, macro-
phages, mast cells, and eosinophils. In acute AD lesions there is
a preferential recruitment of Ty2 cells, whereas in the chronic
lesions a Tyl profile is predominant, with an accumulation of
IFN-y—producing Tyl cells. Most patients with AD have
increased levels of serum IgE, with specific IgE directed against
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Abbreviations used
AD: Atopic dermatitis
AHR: Airway hyperresponsiveness
BAL: Bronchoalveolar lavage
NF-«kB: Nuclear factor kB
OVA: Ovalbumin
Penh: Enhanced pause
PPAR: Peroxisome proliferator-activated receptor
TEWL: Transepidermal water loss
TSLP: Thymic stromal lymphopoietin
WT: Wild-type

environmental allergens or microbial proteins (Staphylococcus
aureus)."® Moreover, a high proportion of individuals with AD
have allergic asthma, rhinitis, or both later in life.

METHODS

Patients

Skin biopsy specimens were taken after obtaining informed consent in
involved areas from 8 patients (5 male and 3 female patients; average age,
25.2 years) with severe AD, according to the criteria defined by Hanifin and
Rajka,]9 and from 6 male nonatopic healthy individuals (average age,
30.7 years) characterized by the absence of personal or familial history of atopic
disease and normal IgE serum levels. Patients received neither any topical treat-
ment with immunosuppressive effects for at least 15 days before the collection
of skin samples nor systemic treatment for at least 1 month before biopsy. Only
male control subjects were selected to avoid “inaesthetic” scare in female indi-
viduals. Specimens were immediately frozen in dry ice to isolate total RNA.

Induction of inflammatory dermatosis with
immunologic features of AD and ovalbumin-

induced airway hyperresponsiveness

AD was induced by epicutaneous sensitization with ovalbumin (OVA), as
previously described.?’ Two paper-disc inserts of a Finn Chamber (Promedica,
La Chaussée Saint-Victor, France) soaked with 25 L of 0.2% OVA solution in
PBS or with vehicle were applied on abdominal skin 24 hours after shaving.
Patches were secured to the skin with a bio-occlusive dressing (Visulin; Hart-
mann, Chatenoi, France), itself protected with an elastic bandage (Optiplaste;
Smith & Nephew, Vibraye, France). Patches were left on for three 1-week pe-
riods (with patch renewal at midweek), with a 2-week interval between appli-
cations. For BALB/cJ mice, abdomens were topically treated immediately
before patch application with 25 pL of the 50 wmol/L PPAR-a agonist
WY 14.643 (stock 1072 in dimethyl sulfoxide; Alexis Biochemicals, Coger,
France) in acetone/olive oil (4:1 vol/vol), whereas the corresponding untreated
mice were receiving an equivalent volume of dimethyl sulfoxide. For PPAR-
o' and 129S1/SVImJ mice, at the time of the last patch removal (day 49),
animals were challenged for 20 minutes by means of aerosol nebulization with
OVA (1% in PBS) by using an ultrasonic nebulizer (Systam, Villeneuve sur
Lot, France), and serum was collected. On the next day, airway hyperrespon-
siveness (AHR) to increasing concentrations of methacholine was measured
by means of whole-body plethysmography (Emka Technologies, Paris,
France); results were expressed as enhanced pause (Penh) values.?! Animals
were killed by means of cervical dislocation. Lungs were used for bronchoal-
veolar lavage (BAL). BAL specimens were analyzed on cytospin preparations
after RAL 555 staining. Skin samples were collected for histologic analyses
and real-time PCR after RNA extraction.

Analysis of inflammatory dermatosis with
immunologic features of AD and OVA-induced AHR

For more information, see the Methods section in the Online Repository at
www.jacionline.org.
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Statistical analysis

Statistical significance was determined with the Statview software by
using the Student test, except for plethysmographic data, for which ANOVA
for repeated measures was used, and Q-PCR analysis, for which the
Mann-Whitney test was applied. Results were expressed as means + SEMs.
A P value of less than .05 was considered significant.

RESULTS
PPAR-a—deficient mice exhibit exacerbated skin
inflammatory response in a model of AD

We first assessed the effect of PPAR-a deficiency on skin
inflammatory responses by comparing cutaneous responses
obtained in wild-type (WT) 129S1/SVImJ and PPAR-a '~
mice in a previously described model of inflammatory dermatosis
with immunologic features of AD based on antigen sensitization
by means of repeated epicutaneous OVA applications. Neither
strain exhibited an inflammatory phenotype in the absence of
OVA sensitization. Compared with OVA-sensitized WT mice,
OVA-sensitized PPAR-a '~ mice displayed an exacerbated
skin inflammatory response, which was characterized by more
pronounced hyperkeratosis, spongiosis, and dermal cellular infil-
trates (Fig 1, A), and a 1.8-fold (45%) increase in epidermal thick-
ening (Fig 1, B). Likewise, PPAR-a deficiency increased the
number of mast cells and CD4™ T cells into the dermis. By con-
trast, eosinophil infiltration in OVA-sensitized PPAR-o /™ mice
was not statistically different from the recruitment observed
in their WT counterparts (Fig 1, C). These results demonstrate
that the absence of PPAR-a exacerbates skin lesions observed
in AD.

Exacerbated inflammation in OVA-sensitized
PPAR-a-deficient mice is not due to a
barrier defect

Because, in addition to immune dysregulation, alterations in
the epidermal barrier might contribute to AD development, we
analyzed structural parameters of the epidermis. On Nile red
staining, the neutral lipid layer appeared similarly discontinuous
in both PBS- and OVA-sensitized WT and PPAR-a /™ mice (see
Fig E1, A, in the Online Repository at www.jacionline.org). Like-
wise, transepidermal water loss (TEWL) was comparable in the 4
experimental groups and significantly higher than in skin from
corresponding naive WT and PPAR-o. '~ animals (see Fig E1,
B). Finally, except for free fatty acids and ceramide 2, which
were increased by 22% and 16% in PBS-treated PPAR-o '~
mice, skin lipid composition was also similar for both genotypes
after the complete sensitization process (see Fig E1, C). Taken to-
gether, these data suggest that the exacerbated responses of
PPAR-a '~ animals on OVA sensitization, compared with those
in WT animals, are due to a lack of immunoregulation rather than
to major structural differences between the 2 genotypes.

PPAR-a deficiency increases expression of both
Th2- and Ty1-related molecules in OVA-sensitized
mouse skin

We next examined, by means of real-time PCR, the expression
of mRNASs for Ty2- and Ty1-associated molecules in the skin of
unsensitized and OVA-sensitized WT and PPAR-a /™ mice. OVA
sensitization increased mRNA expression of both Ty2- and Ty1-


http://www.jacionline.org
http://www.jacionline.org

964 STAUMONT-SALLE ET AL

A PPAR<** PBS

PPAR-a" PBS

B C

60 3 . 800 1] ppar-o* pBS *
) % E [ prar-o™ ova *
2 £ [ rpar-o* pBS $
@ = 1 gt
% w0 4 Hl rear-o OVA %
2 * = $ n
=z £ 400 4 ES
L] =
g 20 2
g E 200{ %
! H
‘E =
< g

0 0 B

CD4™ T Mast cell Eosinophil

D E

14 1 ppar-a*"0vA 34
- Bl PPAR-0OVA $ $
«
E 12 $
E $
=
=
g 10 $
g 2
- $
Zs $ 3
& $ $ $
o™ $ $
- 6 $ $
g
= $ 1 1
=

4
@
: $ ¥
E=
2 2
=
z ol

PO DD BN A D PO D A’ N
B S T S P n F S TN & &
\\\\oo(,ogcgoc(,\\ds,d\.g\ t\“*éﬁ*

Th2 Thl Inflam.

FIG 1. Increased skin inflammation in PPAR-a '~ mice in a model of AD.

A, Hematoxylin and eosin staining of skin sections from OVA-sensitized
mice or PBS-treated PPAR-o.~’~ or WT mice (original magnification x100).
B, Epidermal thickness. C, Eosinophil, mast cell, and T-lymphocyte num-
bers in dermis at the site of sensitization and treatment (n = 6-10 animals
per group). Data are expressed as means + SEMs. *Statistically different
from PBS-treated mice (P < .05). $, Statistically different from WT mice
(P < .05). D, Skin cytokine, chemokine, and receptor expression. E, Skin
NF-kB 1 and 2 expression. Primers used are listed in Table E1 in the Online
Repository at www.jacionline.org. Results for OVA-sensitized animals are
expressed as a fold increase compared with the identically responding
PBS-treated animals (n = 3-6 animals per group). $, Statistically different
from OVA-sensitized WT mice (P < .05).
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associated molecules in both genotypes (Fig 1, D). In skin from
OVA-sensitized PPAR-a~’~ mice compared with skin from
OVA-sensitized WT animals, we detected a more pronounced in-
crease in several Ty2-associated molecules (IL-4, 2.3-fold; IL-10,
2-fold; IL-31, 4.1-fold; IL-33, 4-fold; CCLS, 3-fold; CCL11,
2.4-fold; CCL24, 2.3-fold; and CCR3, 2-fold) that contribute to
eosinophil chemotaxis and CCL22 (or macrophage-derived che-
mokine), a chemoattractant for T2 lymphocytes into the inflam-
matory skin (3.1-fold). IL-5 mRNA expression was increased
after OVA epicutaneous sensitization to the same extent in
PPAR-a '~ and WT animals. By contrast, after OVA sensitiza-
tion, expression of 2 other molecules associated with skin inflam-
mation, IL-18 and thymic stromal lymphopoietin (TSLP), which
activates bone marrow—derived dendritic cells to produce Ty2-at-
tracting chemokines, as well as expression of immunoregulatory
TGF-f3, remained unchanged in both WT and PPAR-o. '~ mice
(data not shown). Expression of Ty1 cytokines and chemokines
was also markedly increased in the skin of OVA-sensitized
PPAR-a~/~ mice compared with that seen in OVA-treated WT
mice: IFN-vy (2.3-fold); IL-12 (4.1-fold), a cytokine that contrib-
utes to the switch of an early T2 response to a late Ty 1 response;
CXC chemokine ligand (CXCL) 10 and its receptor CXCR3
(4.4- and 12.7-fold, respectively); and CCRS5 (5.7-fold).

Skin expression of NF-kB and inflammatory
cytokines is increased in OVA-sensitized
PPAR-a—deficient mice

In addition to immunoregulatory cytokines, we also found that
expression of the proinflammatory cytokines IL-13 and IL-6 was
also increased (2.6- and 4.5-fold, respectively) in the skin of
OVA-sensitized PPAR-a. '~ mice compared with that seen in the
skin of OVA-treated WT mice. NF-kB is both essential to the de-
velopment of inflammatory responses and a key target of PPAR-a
regulation22; we thus analyzed skin expression of NF-kB 1 and 2.
We found that NF-kB 1 and 2 expression in unsensitized animals
was not different in WT and PPAR-o ™/~ mice. By contrast, OVA-
sensitized PPAR-a '~ animals exhibited a significantly increased
expression of both NF-«kB 1 and 2 in lesional skin compared with
their WT counterparts, suggesting that PPAR-a could negatively
regulate the skin inflammatory responses by inhibiting the NF-«B
proinflammatory pathway (Fig 1, E).

PPAR-« deficiency leads to increased lung
inflammation in a model of AD

In atopic individuals the same allergen can induce both skin
and airway allergic inflammation. This model of inflammatory
dermatosis with immunologic features of AD closely mimics this
pathologic situation. Indeed, after epicutaneous sensitization, a
single antigen nebulization leads to airway inflammation and
hyperreactivity (AHR). Although PPAR-o '~ mice did not ex-
hibit an inflammatory phenotype in the skin in the absence of epi-
cutaneous sensitization with OVA, they had a significantly higher
AHR to methacholine, with a 2-fold higher response (for 6 mg/
mL methacholine) compared with that of their WT counterparts.
Furthermore, OVA-sensitized PPAR-a /™ mice displayed higher
Penh values in response to methacholine compared with WT
mice, with a 1.8-fold higher Penh value for 3 and 6 mg/mL meth-
acholine (Fig 2, A). After airway challenge, overall inflammatory
infiltrate in the BAL specimens of PBS-sensitized PPAR-a /™
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animals was 3.3-fold higher compared with that of WT animals
(data not shown). This infiltrate was predominantly composed
of neutrophils and macrophages. OVA-sensitized PPAR-a/~
mice displayed a total cell recruitment increased by 54% com-
pared with that seen in OVA-sensitized WT mice (data not
shown). Neutrophils, macrophages, lymphocytes, and eosino-
phils were 2.2-, 3.6-, 7.4-, and 8.3-fold more abundant, respec-
tively (Fig 2, B).

PPAR-« deficiency increases both Ty2 and Ty1
humoral and cellular responses in a mouse
model of AD

Serum levels of IgE and IgG1, both associated to a T2 re-
sponse, were increased in OVA-sensitized PPAR-a~’~ mice com-
pared with those in OVA-sensitized WT animals, with a 1.5- and
2.3-fold increase for total IgE and OVA-specific IgE levels,
respectively, and a 1.9- and 2.1-fold increase for total and OVA-
specific IgG1 levels, respectively. IgG2a antibodies, associated
to a Tyl response, were also increased in OVA-sensitized
PPAR-a /™ mice compared with levels seen in their WT counter-
parts, with a 4.4- and a 7.2-fold higher response for total and OVA-
specific IgG2a, respectively (Fig 2, C, and see Fig E2, A, in the
Online Repository at www.jacionline.org). Even if both Ty2
and Tyl humoral responses were exacerbated, increase of the
Tyl response was more pronounced in PPAR-a. '~ mice on anti-
gen sensitization. Indeed, the increase of total and OVA-specific
1gG2a levels in PPAR-o. '~ animals was about 3-fold higher
than the increase of total and OVA-specific T2 antibodies. Fur-
thermore, only PPAR-o. '~ animals displayed an increased hu-
moral Tyl response after allergen sensitization (Figs 2, C, and
E2, A). Finally, the level of T2 antibodies was significantly higher
in control PPAR-o. ™/~ mice than in control WT animals (Figs 2, C,

and E2, A). Likewise, a similarly exacerbated cellular response
(Ty2 and, to an even greater extent, Tyl cytokine production)
was observed on in vitro OVA restimulation of inguinal lymph
node cells (Fig 2, D) from PPAR-o /" animals compared with
corresponding cells from WT mice. Splenocyte restimulation
only led to an exacerbated Tyl (but not Ty2) response (Fig
E2, B).

PPAR-a expression is significantly decreased
in the lesional skin of patients with AD

We aimed at correlating the data observed in PPAR-a—deficient
mice with the status of individuals with AD. PPAR-a and PPAR-
/6 mRNA expression was studied in the lesional skin of patients
with atopic eczema and compared with that seen in the skin of
nonatopic healthy age-matched individuals. Interestingly, we
observed a markedly decreased expression of PPAR-a in ecze-
matous skin of patients with AD (approximately 50% lower than
in control individuals, Fig 3), whereas PPAR-3/8 mRNA expres-
sion was not significantly different in skin samples from atopic
and nonatopic individuals (Fig 3).

PPAR-a agonist WY 14643 reduces skin
inflammatory response in a model of AD

We investigated whether PPAR-a could represent a thera-
peutic target in AD by using a treatment with a PPAR-o agonist:
WY14643. For this purpose, WY 14643 was topically applied
during the sensitization phases. BALB/c background was cho-
sen because OVA sensitization induces a more pronounced
pathology than on the 129 SV background. In vehicle-treated
OVA-sensitized mice histopathologic analysis revealed typical
lesions of eczema characterized by hyperkeratosis with


http://www.jacionline.org

966 STAUMONT-SALLE ET AL

13 Control
. AD

1.0 {

PPAR expression in skin
(Fold increase)

0.0

PPARq PPARB/S

FIG 3. Decreased expression of PPAR-a in lesional skin from patients with
AD. RNA was extracted from skin biopsy specimens of nontreated patients
with AD (n = 8) and nonatopic healthy individuals (n = 6). Real-time PCR
analysis of PPAR-a and PPAR-B/3 expression was conducted by using the
primers shown in Table E1. $, Statistically different from control individuals
(P < .05).

desquamation and spongiosis, which were absent in unsensitized
mice (Fig 4, A). Compared with unsensitized mice, epidermal
thickness at the inflammatory site was increased 1.5-fold in vehi-
cle-treated sensitized mice. Topical treatment with WY 14643 did
not affect the skin’s histologic aspect in unsensitized mice. In
WY14643-treated OVA-sensitized mice histologic lesions of ec-
zema were significantly less pronounced (49% inhibition) than
in vehicle-treated OVA-sensitized mice (Fig 4, B). Histologic
analysis also revealed that this effect was accompanied by reduced
dermal CD4™" T cells and mast cell and eosinophil infiltration in
WY 14643-treated mice (95%, 68%, and 32% reduction, respec-
tively; Fig 4, C). In this experimental model WY 14643 treatment
did not affect the neutral lipid layer (Fig E1, A) and TEWL (Fig
El, B), but in OVA-sensitized animals it did modify skin lipid
composition, with decreases in free fatty acids and ceramide 2,
3, and 6 content (by 27%, 34%, 34%, and 41%, respectively;
Fig E1, C). Furthermore, topical WY 14643 treatment also re-
duced lung inflammation, in particular eosinophil and neutrophil
recruitment, induced on OVA sensitization (Fig E3). These data
show that topical treatment with WY 14643 exerts a significant
inhibitory effect on skin and airway inflammatory symptoms
induced by OVA sensitization.

WY 14643 reduces skin expression of
proinflammatory, Ty1, and Ty2 cytokines and
chemokines and lung cellular inflammation

WY 14643 treatment also suppressed local Ty2 and Ty1 cyto-
kine expression, as well as that from inflammation-associated cy-
tokines (Fig 4, D) and transcription factors (Fig 4, E). Inhibition
was most effective for IL-18 (93%), IL-31 (87%), and IL-4
(80%) and weaker for IFN-y (57%), CCL11 (47%), and NF-kB
1 and 2 (38% and 36%, respectively). No inhibition was observed
for IL-5 expression.

Topical WY14643 treatment does not affect
humoral and cellular responses

By contrast, WY 14643 affected neither the humoral response
(OVA-specific IgE or IgG1 production) induced on epicutaneous
sensitization (Fig E2, E) nor the cellular response from inguinal
lymph node cells or splenocytes in vitro (except for a slight
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FIG 4. Improvement of skin lesions in a model of AD after topical treatment
with the PPAR-a agonist WY14643. A, Hematoxylin and eosin staining of
skin sections from OVA-sensitized or PBS-treated mice treated with
dimethyl sulfoxide (DMSO) or WY14643 (original magnification x200). B,
Epidermal thickness. C, CD4 T-cell, eosinophil, and mast cell numbers in
dermis at the site of sensitization and treatment. D. Skin cytokine, chemo-
kine, and receptor expression. Primers used are listed in Table E1. E, Skin
NF-«B 1 and 2 expression (n = 6-10 animals per group). *Statistically differ-
ent from PBS-treated mice (P < .05). $, Statistically different from DMSO-
treated mice (P < .05).

decrease in IL-5 production after OVA restimulation of spleno-
cytes; Fig E2, C and D). Thus the systemic effects of topical
WY14643 appear to be limited.

DISCUSSION

In this article we demonstrate for the first time the anti-
inflammatory role of PPAR-« in a murine model of inflammatory
dermatosis with immunologic features of AD. In this model
development of the pathology was dependent on the immune
response induced on epicutaneous OVA sensitization but
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independent of barrier alterations induced by repeated patch
changes/removal. Absence of PPAR-a led to exacerbated skin
inflammation, with increased epidermal thickness; dermal re-
cruitment of CD4™ T cells, mast cells, and eosinophils; and in-
flammatory cytokine production, as well as increased AHR in
response to methacholine provocation and cellular infiltration
in lung tissue on antigen airway challenge. These exacerbated
functional and cellular responses were associated with both
skin, cellular, and humoral Ty1 and Ty2 responses in OVA-sen-
sitized PPAR-a~/~ animals, as found in human AD, where
chronic lesions are characterized by a switch from a Ty2 toward
a Tyl cytokine profile.'® Comparative study of Tyl and T2 im-
munoglobulin isotypes suggested that naive PPAR-a '~ mice
were biased toward a Ty2 polarization but developed a particu-
larly strong Tyl response on allergen sensitization. PPAR-a
might modulate Ty1/T2 balance through its ability to nega-
tively regulate T-bet transcription factor, which is essential for
Txl polarization23 and its Ty2 counterpart, GATA-3."? However,
we did not find a significant difference in skin eosinophil recruit-
ment and IL-5 mRNA expression between OVA-sensitized
PPAR-o. '~ animals and their WT counterparts. By contrast, ex-
acerbation of lung inflammation observed in OVA-sensitized
PPAR-a /™ mice is associated to an effect of PPAR-a on bron-
chial recruitment of eosinophils, as previously described in a
classical asthma model.'>** These differences between skin
and lung compartments might be due to the fact that eosinophils
can be recruited at an early stage of skin pathology, and differ-
ences might disappear in the chronic stage at the time of death,
whereas BAL eosinophilia was observed only 24 hours after a
single airway challenge. Likewise, in our model OVA sensitiza-
tion did not induce skin expression of TSLP (data not shown),
which is in contrast to another model of genetically induced
AD triggered by a rapid and strong enhancement of expression
of TSLP in retinoid X receptor—ablated keratinocytes.?> In vitro
studies have shown that human TSLP activates dendritic cells,
which induce T2 differentiation, as well as CD4 ™" T-cell prolif-
eration.”® Again, in an AD model TSLP might have exerted its
role at an earlier phase of the disease. Next, we investigated
the mechanisms by which PPAR-a can exert its anti-inflamma-
tory properties in this model of inflammatory dermatosis with
immunologic features of AD. We found that the exacerbated
skin inflammatory response observed in PPAR-a—deficient ani-
mals was not dependent on a lack of Foxp3 expression by
CD4"CD25" regulatory T cells (data not shown) or on the pro-
duction of immunoregulatory cytokines, such as TGF-f (data
not shown), but might be linked to an inhibition of the proinflam-
matory NF-kB pathway by PPAR-a. Indeed, we detected
increased mRNA expression for NF-kB 1 and 2 transcription
factors in the skin of OVA-sensitized PPAR-o—deficient animals
compared with that seen in their WT counterparts. It has been
demonstrated that PPAR-a agonists can exert their anti-inflam-
matory effects by antagonizing the NF-kB pathway, leading to
an attenuated transcription of genes encoding inflammatory
cytokines.”” PPAR-a ligands act at several levels along the sig-
naling cascade upstream of NF-kB, such as on IkB, or through
transrepression 3.2 We next investigated whether a lack of
PPAR-a expression could contribute to the skin inflammatory
status in patients with AD and found a 50% decrease in
PPAR-a expression in eczematous skin of patients with AD
compared with that seen in control individuals, whereas
mRNA expression of the /8 isoform was not significantly
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different from that seen in nonatopic patients. To our knowledge,
only one recent publication provided indirect information con-
cerning the expression level of PPAR-a in human AD skin.
Indeed, Plager et al*® used microarrays to identify cutaneous
gene transcription changes associated with early AD inflamma-
tion and found a differential expression for genes associated with
PPAR-a-regulated transcription. Nevertheless, PPAR-a expres-
sion has never been studied in AD skin lesions, regardless of
the disease stage. Finally, we confirmed the potent beneficial
effect of PPAR-a by demonstrating that topical application
with the PPAR-a agonist WY 14643 during sensitization phases
significantly decreased the skin inflammatory response, with
reduced eczematous lesions and dermal eosinophil and mast
cell recruitment. Effects of PPAR-« activators on immune re-
sponse in mice have been described by Cunard et al,*® who
showed that oral administration of WY 14643 alters the humoral
(total IgG and IgG1) and cytokine responses to a defined antigen
and also causes profound decrease in splenocyte numbers in both
immunized and nonimmunized animals. Nevertheless, the bene-
ficial role of PPAR-a in skin disease might not be only due to its
anti-inflammatory properties but also to its role in skin barrier
function. In our model involving multiple patch applications
and removal, PPAR-a affected neither histologic distribution
of neutral lipids nor TEWL. However, it induced minor altera-
tions in skin lipid composition. Nevertheless, recent studies
have demonstrated the important role of PPAR-a in skin

ir'>>" and in epidermal differentiation contributing to barrier
formation.'” Michalik and colleagues'>*! observed that skin in-
jury stimulates PPAR-a re-expression in keratinocytes during
wound healing. Furthermore, PPAR-a '~ mice have a transient
delay in initial wound healing. Komiives et al'” showed that
clofibrate, a PPAR-a ligand added to fetal rat skin explants,
stimulates epidermal differentiation by activating stratum
corneum development and leads to an acceleration of barrier
formation. As in our work, Komiives et al noticed that the
skin and in particular the epidermis of PPAR-a~ '~ animals ap-
peared normal. They only mentioned a thinner stratum granulo-
sum, with granular cells having fewer keratohyalin granules and
focal parakeratosis in the stratum corneum. Conversely, Yang et
al®? reported that the skin phenotype of transgenic mice con-
stitutively overexpressing PPAR-a in the epidermis was charac-
terized by epidermal thinning and sparse fur, contributing to
lethality within 2 days after birth. PPAR-a might transcription-
ally regulate epidermal development by interacting with various
other transcription factors, such as lymphoid enhancer-binding
factor-1 and T-cell factor-3, which have been investigated for
their role in the epidermal stem cell niche®® and with several
proteins implicated in the coordination of the keratinocyte
cell cycle, such as p21 (Wafl/Cipl), which is increased in
cultured keratinocytes from 1-day-old mice overexpressing
PPAR-o.”?

In conclusion, the present study provides in vivo evidence for
the role of PPAR-« in controlling skin and systemic inflammatory
responses in patients with AD. These results are pointing in the
direction of PPAR-a being an interesting therapeutic target in
skin diseases like AD characterized by inflammatory infiltrates
and barrier dysfunction. In our study epicutaneously OVA-sensi-
tized PPAR-a '~ mice represent a new murine model that faith-
fully mimics human AD by reproducing a natural pathway of skin
and lung sensitization against an allergen and by exhibiting both
Ty! and Ty2 immune response.
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Clinical implications: PPAR-a agonists could have potential

therapeutic use in AD.
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METHODS

Animals

BALB/cJ and 129S1/SVImJ mice were purchased from Charles River
Laboratories (L’Arbresle, France). PPAR-a—deficient mice were obtained
from Dr F. J. Gonzalez (National Institutes of Health, Bethesda, Md)."' Eight-
to 12-week-old female mice were used for all experiments. Animals were bred
within the specific pathogen-free facility from the Institut Pasteur de Lille. Ex-
periments were performed after approval by the Ethics Committee for Animal
Experimentation from the Nord-Pas-de-Calais Region.

TEWL

TEWL was measured with a Tewameter TM300 (Courage and Khazaka,
Koln, Germany) on the abdominal skin of naive animals and at the treated
abdominal sites at the time of and 24 hours after the last patch removal,
according to the manufacturer’s instructions.

Skin lipid analysis

Ceramides, cholesterol, and fatty acids from skin were analyzed by means of
high-performance thin layer chromatography. Skin samples were crushed twice
in 1.5 mL of methanol/5 mmol/L ethyleneglycol-bis-((3-aminoethylether)-
N,N,N’,N’-tetraacetic acid (2: 1 vol/vol) by using a Fast Prep (MP Biochemicals,
Tllkirch, France). Aliquots were removed and evaporated, and the dry pellets
were dissolved in 0.5 mL of NaOH (0.1 mol/L) overnight. Proteins were mea-
sured with the Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).
Lipid extraction was performed with a dounce after addition of 1 mL of chloro-
form and further completed in chloroform/methanol/water (2.5:2.5:2.1, vol/vol/
vol), according to the method of Bligh and Dyer.® The lipid (chloroform) phase
was evaporated to dryness, dissolved in 20 L of chloroform/methanol (1:1, vol/
vol), and applied on a TLC Silica Gel 60 plate (Merck, Fontenay-sous-Bois,
France). Chromatograms were developed twice in chloroform/methanol/
acetic acid (190:9:1, vol/vol/vol) to 17 cm and then in hexane/diethyl-ether/
formic acid (55:45:1, vol/vol/vol) to the top of the plate. After drying, the
chromatogram was spayed with 10% (wt/vol) cupric sulphate hydrate in 8%
(wt/vol) phosphoric acid and charred by heating at 110°C for 24 hours. A digi-
tized image was captured, and quantification (ImageJ 1.38x) of lipid fract-
ions was based on known quantities of the following standards analyzed on
the same plate: cholesterol and nonadecanoic acid (Sigma, Saint-Quentin
Fallavier, France), ceramide 2 (nonhydroxy ceramide), ceramide 3 (phytosphin-
ganine), and ceramide 5 (hydroxy ceramide; Matreya-LLC, Marne la Vallée,
France).

Histology and immunohistochemistry

Tissue biopsy specimens were fixed in 4% buffered formalin and embedded
in paraffin for general histology, fixed in a formaldehyde-free zinc fixative
(ImmunoHistoFix, Intertiles, Brussels, Belgium), and embedded in Immuno-
HistoWax (Intertiles) for immunohistochemistry, as previously described.™
Serial paraffin-embedded sections of 5-pm thickness were stained with hema-
toxylin and eosin and acidic toluidine blue for measurement of epidermal
thickness and eosinophil and mast cells counts. Epidermal thickness was de-
termined at 250-fold magnification with an ocular micrometer; an average of
10 measures was calculated for each sample. Eosinophils and mast cells were
enumerated by using an eyepiece equipped with a calibrated grid by examin-
ing 20 random fields at 1000-fold magnification; results were expressed as
cells per square millimeter. For immunohistochemical analysis, 5-pm sections
were dewaxed in acetone for 5 minutes and immunostained with anti-CD4
mAb (BD Biosciences PharMingen, Le Pont de Claix, France), as previously
described.®?

Nile red staining

Frozen sections (10 wm) were stained for neutral lipids with Nile red.
Briefly, staining solution was freshly prepared from stock solution of Nile red
(500 pg/mL; Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) in acetone 1:100
dilution in 75% glycerol, followed by brisk vortexing. After degasing by
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means of vacuum to remove bubbles, a drop of solution was added onto the
sections and immediately covered with a coverslip. Sections were examined
after 5 minutes by means of fluorescence microscopy (450— to 500-nm band
pass excitation filter). Neutral lipids stained yellow—gold.

Measurement of immunoglobulin concentrations

Total IgE concentrations were measured in mouse serum by means of
ELISA with 2 monoclonal anti-IgE antibodies (BD PharMingen), as previ-
ously described.®* Total IgG1 and IgG2a levels were measured in serum with
the immunoassay kit SBA Clonotyping System-HRP (Southern Biotech, Bir-
mingham, Ala). Serum anti-OVA IgE levels were measured by means of
ELISA with anti-IgE (BD PharMingen) as the capture antibody and biotiny-
lated OVA and horseradish peroxidase—conjugated streptavidin (Amersham
Biosciences, Orsay, France) for detection. Serum anti-OVA IgG1 and IgG2a
levels were measured by means of ELISA with OVA-coated plates and horse-
radish peroxidase—conjugated anti-mouse IgGl and IgG2a (Southern Bio-
tech). Two-fold serial dilutions were prepared for each serum (starting
dilution 1:25 for IgE, 1:5000 for IgG1, and 1:250 for IgG2a titrations). Anti-
body titers were calculated as the dilution corresponding to twice the mean ab-
sorbance value obtained for nonsensitized mouse sera.

Quantitative RT-PCR

RNA extraction from skin biopsy specimens was performed as previously
described by Chirgwin et al.®> Reverse transcription was performed with 1 g
of RNA by using Superscript reverse transcriptase (Invitrogen, Cergy Pon-
toise, France), according to the manufacturer’s instructions. cDNAs were am-
plified by means of PCR in triplicate assays for 40 cycles in SYBR Green PCR
Master Mix (Molecular Probes, Europe BV, Leiden, The Netherlands) on an
ABI PRISM 7000 sequence detection system (Applied Biosystems, Courta-
boeuf, France). Oligonucleotide primers specific for mouse cytokines, chemo-
kines, and their receptors and nuclear transcription factors are listed in Table
EL. Primers were used for amplification in triplicate assays. PCR amplification
of the housekeeping gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase was
performed to control for sample loading and to allow normalization between
samples. Because mRNA levels in the tissues from PBS-sensitized PPAR-o '~
animals were identical to those measured in PBS-sensitized WT mice, results
for OVA-sensitized animals were expressed as the mean fold induction com-
pared with the mean expression level in PBS-treated mice.

In vitro cytokine production

Spleen and inguinal lymph node cells were isolated at day 50 and
restimulated in 96-well plates in triplicate with 10 wg/mL OVA or PBS.
Culture supernatants were harvested 4 days later. Tyl (IFN-v) and T2 (IL-4,
IL-5, and IL-10) cytokine production was quantified with a Cytometric Bead
Array kit and FCAP Array software (BD PharMingen), according to the man-
ufacturer’s instruction.
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FIG E1. Analysis of skin barrier function in WT and PPAR-o '~ mice and PPAR-a agonist-treated WT ani-
mals in a model of AD. A, Nile red staining of skin neutral lipids (200-fold magnification). B and C, TEWL.
D and E, Skin lipid content (n = 4 animals per group). $, Statistically different from dimethyl sulfoxide

(DMSO)-treated mice (P < .05).
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FIG E2. Humoral and cellular response in WT and PPAR-o ™/~ mice and
PPAR-a agonist-treated WT animals in a model of AD. A, OVA-specific
IgE, IgG1, and IgG2a concentrations in WT and PPAR-a/~ mice. B-D, Cyto-
kine production by splenocytes (Fig E2, Band C) and inguinal lymph nodes
(Fig E2, D) from PPAR-a '~ and WT mice (Fig E2, B) and WY14643- or di-
methyl sulfoxide (DMSO)-treated WT mice (Fig E2, C and D) after in vitro
OVA restimulation (n = 5-6 animals per group). E, OVA-specific IgE and
IgG1 concentrations in WY14643- or DMSO-treated mice. OVA-specific
IgG2a levels remained undetectable. *Statistically different from PBS-trea-
ted mice (P < .05). $, Statistically different from control WT mice (P < .05).
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FIG E3. Decreased lung inflammation in a model of AD after topical
treatment with the PPAR-a agonist WY 14643. The total number of macro-
phages, neutrophils, lymphocytes, and eosinophils in BAL fluid at the time
of death is shown (n = 3-6 animals per group). DMSO, Dimethyl sulfoxide.
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TABLE E1. Primers used for real-time PCR

Gene Primer Size Sequence
Mouse CCL5/RANTES Forward 21 5" CCT GCT GCT TTG CCT ACC TCT 3’
Reverse 20 5" ACT TGG CGG TTC CTT CGA GT 3’
Mouse CCL1 1/eotaxin 1 Forward 20 5" GCT TTC AGG GTG CAT CTG TT 3’
Reverse 20 5" CAC GGT CAC TTC CTT CAC CT 3’
Mouse CCL17/TARC Forward 20 5" GCT CGA GCC ACC AAT GTA GG 3’
Reverse 19 5" ACA CGA TGG CAT CCC TGG A 3’
Mouse CCL22/MDC Forward 20 5" TGG TGC CAA TGT GGA AGA CA 3’
Reverse 21 5" GGC AGG ATT TTG AGG TCC AGA 3’
Mouse CCL24/eotaxin 2 Forward 21 5" GAC CAT CCC CTC ATC TTG CTG 3’
Reverse 21 5" GGT GAT GAA GAT GAC CCC TGC 3’
Mouse CCL27/cTACK Forward 20 5" CAT GGA ACT GCA GGA GGC TG 3’
Reverse 20 5" TTG GCG TTC TAA CCA CCG AG 3’
Mouse CCR3 Forward 20 5" TGA CCC CAG CTC TTT GAT TC 3’
Reverse 24 5" CTG GAC TCA TAA AGG ACT TAG CAA 3’
Mouse CCR4 Forward 20 5" CGC CAT CCA GGC TAC AGA AA 3’
Reverse 19 5" ACC CCG GCA TGT TCT GAA G 3’
Mouse CCR5 Forward 22 5" GCA AAA AGC TGA AGA GCG TGA C 3’
Reverse 20 5" TGC AGC ATA GTG AGC CCA GA 3’
Mouse CXCL10/IP-10 Forward 19 5" ACC CAA GTG CTG CCG TCAT 3’
Reverse 20 5" CAT TCT CAC TGG CCC GTC AT 3’
Mouse CXCR3 Forward 20 5" TGA GCA GCA CGG ACA CCT TC 3’
Reverse 20 5" AAC CCA CTG GAC AGC AGC AT 3’
Mouse Foxp3 Forward 21 5" CCC AGG AAA GAC AGC AAC CTT 3’
Reverse 18 5" TTC TCA CAA GGC CAC TTG 3’
Mouse GAPDH Forward 20 5" TGC CCA GAA CAT CAT CCC TG 3’
Reverse 20 5" TCA GAT CCA CGA CGG ACA CA 3’
Mouse IFN-y Forward 20 5" ACC CTG TCG TAT GCT GGG AA 3’
Reverse 21 5" GTT GGT GCA GGA ATC AGT CCA 3’
Mouse IL-1B Forward 20 5" AGG TGC TCA TGT CCT CAT CC 3’
Reverse 20 5" CAG GCA GGC AGT ATC ACT CA 3’
Mouse IL-6 Forward 20 5" CCA CGG CCT TCC CTA CTT CA 3’
Reverse 22 5" CCA CGATTT CCC AGA GAA CAT G 3’
Mouse IL-4 Forward 20 5" GCATGG AGT TTT CCC ATG TT 3’
Reverse 20 5" AGA TGG ATG TGC CAA ACG TC 3’
Mouse IL-5 Forward 22 5" CTC ACC GAG CTC TGT TGA CAA G 3’
Reverse 22 5" GAA CTC TTG CAG GTA ATC CAG G 3’
Mouse IL-10 Forward 21 5" TTC ATG GCC TTG TAG ACA CCT 3’
Reverse 20 5" TGA ATT CCC TGG GTG AGA AG 3’
Mouse IL-12p35/IL-12a Forward 20 5" GAA GCA GGA TGC AGA GCT TC 3’
Reverse 20 5" CTA GAC AAG GGC ATG CTG GT 3’
Mouse IL-13 Forward 20 5" GGA ATC CAG GGC TAC ACA GA 3’
Reverse 20 5" AGG AGC TGA GCA ACATCA CA 3’
Mouse IL-17 Forward 22 5" AAG TCT TTA ACT CCC TTG GCG C 3’
Reverse 19 5" AGG GTC TTC ATT GCG GTG G 3’
Mouse IL-18 Forward 21 5" GGA ATC AGA CAA CTT TGG CCG 3’
Reverse 22 5" CCT CGA ACA CAG GCT GTC TTT T 3’
Mouse IL-31 Forward 21 5" GAC GAA TCA ATA CAG CTG CCG 3’
Reverse 20 5" GGT TAA TGC TTC CCG GTC CA 3’
Mouse IL-33 Forward 19 5" ATC AGG CGA CGG TGT GGAT 3’
Reverse 21 5" GAC GTC ACC CCT TTG AAG CTC 3’
Mouse NF-«kB 1 Forward 21 5" ATG TGT GTG AAG GCC CAT CAC 3’
Reverse 19 5" CAG GCC CCA CAT AGT TGC A 3’
Mouse NF-«kB 2 Forward 20 5" GTT GAT GAC GCC GAG GTA CT 3’
Reverse 20 5" ACA GGA CGA GAA CGG AGA CA 3’
Mouse TGF-3 Forward 21 5" TAC TCT GGA GAC GGT TTG CCA 3’
Reverse 20 5" CAT GAA GAA AGT CTC GCC CG 3’
Mouse TSLP Forward 19 5" TAT CCC TGG CTG CCC TTC A 3’
Reverse 21 5" TGT GCC ATT TCC TGA GTA CCG 3’
Mouse PPAR-a Forward 20 5" ATG CCA GTA CTG CCG TTT TC 3’
Reverse 20 5" CCG AAT CTT TCA GGT CGT GT 3’
Mouse PPAR-B/3 Forward 21 5" CTC TTC ATC GCG GCC ATC ATT 3’

(Continued)
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TABLE E1. (Continued)
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Gene Primer Size Sequence
Reverse 21 5" TCT GCC ATC TTC TGC AGC AGC 3’
Human PPAR-a Forward 20 5" GGT GGA CAC GGA AAG CCC AC 3’
Reverse 20 5" GGA CCA CAG GAT AAG TCA CC 3’
Human PPAR-B/3 Forward 20 5" GGG ACC ACA GCA TGC ACT TC 3’
Reverse 20 5" TGC AGT TGG TCC AGC AGT GA 3’

TARC, Thymus and activation-regulated chemokine; MDC, macrophage-derived chemokine; ¢TACK, cutaneous T cell-attracting chemokine; /P-10, IFN-y—inducible protein-10;

GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
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