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PRINCIPALES ABREVIATIONS

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

CD : cellule dendritique

CD* : groupe de différenciation

CD-40L : ligand de CD40

CL : cellule de Langerhans

CLA : cutaneous lymphocyte-associated antigen
CLIP : Class II associated invariant chain peptide
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CPA : cellule présentatrice de ’antigene

CTACK : cutaneous T-cell attracting chemokine
CTLA-4 : cytotoxic T lymphocyte antigen 4

DAC : dermatite allergique de contact

DIC : dermatite irritante de contact

DNEFB : 2,4-dinitrofluorobenzéne

FcR : récepteur du fragment constant des immunoglobulines
FITC : isothiocyanate fluoresceine

GITR : glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor
GM-CSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Hsp : heat shoc protein

HSRC : hypersensibilité retardée de contact

ICAM : intercellular adhesion molecule-1

IFN : interféron

IL : interleukine

ITAC : interferon-inducible T cell o chemoattractant
KC : kératinocyte

LPS : lipopolysaccharide (de la paroi bactérienne)
LT : lymphocyte T

MCP : monocyte chemoattractant protein

MDC : macrophage-derived chemokine

Mig : monokine induced by IFN-y



MIP : macrophage inflammatory protein

PAMP : pathogen-associated molecular pattern

RANTES : regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted
SLC : secondary lymphoid tissue chemokine

TAP : transporter associated with antigen processing

TARC : thymus and activation-regulated chemokine

TCR : T cell receptor

TGF : transforming growth factor

Th : T helper

TLR : Toll-like receptor

TNF : tumor necrosis factor



INTRODUCTION

La peau est une barriére anatomique vivante entre le corps et 1’environnement
extérieur. Elle doit ainsi faire face a de nombreuses agressions physiques mais aussi
chimiques, elle est la premicre ligne de défense biologique. La peau présente un systéme de
défense immunitaire spécialis€ dénommé « skin immun system » par Bos en 1986. Ce
systéeme immunitaire cutané regroupe des acteurs cellulaires résidents (kératinocytes, cellules
de Langerhans, fibroblastes, mastocytes, macrophages, cellules endothéliales) ou recrutés
(leucocytes), et une grande variét¢é de médiateurs inflammatoires solubles (cytokines,
chimiokines). Ce systéme permet le maintien de ’homéostasie cutanée et il est également
responsable de l’activation et de la régulation des réactions inflammatoires normales et
pathologiques.

L’inflammation est le résultat de ’activation d’un ensemble complexe d’interactions
entre des cellules et de facteurs sécrétés. Elle se développe dans tous les types tissulaires suite
a un traumatisme physique (blessure, rayons UV), infectieux (virus, bactéries) ou chimique
(toxiques). Cette réaction a pour but d’éliminer 1’agent inflammatoire et de favoriser la
cicatrisation du tissu atteint. Cependant lorsque la réponse inflammatoire est exacerbée a
cause d’une altération excessive du tissu ou d’une cicatrisation anormale, les lésions
tissulaires peuvent persister aboutissant a certaines maladies chroniques comme I’eczéma
allergique de contact. Cette pathologie de la peau est un excellent modele d’étude de réponse
inflammatoire spécifique de I’antigéne, notamment grace au modele expérimental d’eczéma
allergique de contact aux hapténes chez la souris, appelé 1’hypersensibilité retardée de contact
(HSRC). Les mécanismes établis dans ce modele peuvent s’appliquer a des réponses
inflammatoires dans d’autres épithélia que la peau.

Les réponses inflammatoires peuvent étre la conséquence de deux voies d’activation
immunitaire : ’activation de I’immunité innée (I’irritation pour la peau) ou de I’'immunité
spécifique (I’eczéma allergique par exemple). La différence réside dans la nature des acteurs
cellulaires intervenants et la cinétique de déclenchement. Aprés 1’application de I’agent
inflammatoire, 1’activation de I’immunité innée induit la sécrétion, par les cellules cutanées
résidentes, de médiateurs inflammatoires responsables du recrutement d’un infiltrat
inflammatoire polymorphe, alors que I’activation de I’immunité adaptative aboutit au

recrutement de lymphocyte T (LT) spécifiques plusieurs heures apres 1’application de
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I’antigene. C’est la nature et la dose de 1’agent inflammatoire qui va étre déterminant ; s’il est
doué de propriétés antigéniques tels que les pathogeénes et les hapténes, il déclenchera une
réponse spécifique de I’antigéne a dose optimale, alors qu’une blessure ou des irritants vont
induire une réponse inflammatoire non spécifique. La réponse immunitaire innée participe
toujours a I’activation de la réponse spécifique, c’est ainsi que « lirritation est le lit de
I’allergie ».

Dans le modéle d’HSRC, les événements précoces de 1’irritation qui se déroulent lors
de I’activation de immunité innée sont plus difficiles a étudier que les mécanismes de
I’immunité spécifique. Ils restent ainsi encore mal connus et la nature précise de la relation
entre I’immunité innée et le développement de la réponse adaptative reste a étre définie. Dans
la présente étude, nous nous sommes attachés a examiner le lien entre Iirritation et 1’allergie
grace au modele d’étude d’hypersensibilité de contact primaire (PACS, primary allergic
contact sensitivity) récemment développé au laboratoire (Saint-Mezard et al., 2003b). Dans ce
modele, nous avons étudié¢ I’importance de ’expression de cytokines, de la migration des
cellules dendritiques (CD) et de I’activation des LT spécifiques dans le développement de
I’HSRC aux haptenes. Dans une deuxiéme partie, nous nous sommes intéressés au role, dans
le développement des eczémas de contact, d’un récepteur de I’immunité innée récemment
impliqué dans I’amélioration de maladies inflammatoires allergiques, qu’est le Toll-like
receptor-2 (TLR-2) (Fukushima et al., 2006; Patel et al., 2005; Velasco et al., 2005). Aprées
une description des populations cellulaires et des cytokines impliquées dans 1’immunité
cutanée induite par les chimiques (irritants et allergenes), les résultats seront présentés puis

discutés.
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I-LE SYSTEME IMMUNITAIRE CUTANE

1. Les cellules cutanées

La peau est constituée de nombreux types cellulaires différents, pourvus de fonctions
spécifiques et variées selon de leur localisation. La peau est constituée de trois couches : (i)
I’épiderme, couche superficielle comportant principalement des kératinocytes, (ii) le derme,
couche inférieure correspondant a un tissu conjonctif de soutien, et (iii) ’hypoderme qui est
un tissu graisseux. L’épiderme est séparé du derme par la jonction dermo-épidermique et du
milieu extérieur par la couche cornée (cf. Figure 1). Cette dernic¢re représente une véritable
barricre de protection par sa composition en cellules riches en protéines, appelées
cornéocytes, et dont I’espace intercellulaire est riche en lipides.

Lors d’une blessure, d’une infection ou de contact avec des chimiques, la couche
cornée est traversée et/ou altérée. Une réponse inflammatoire est alors mise en place par les
cellules résidentes de 1’épiderme et du derme. Cette réaction induit le recrutement de cellules

immunitaires circulantes.

1.1. Les cellules résidentes cutanées

1.1.1. Les cellules cutanées épidermiques

Les kératinocytes

Dans I’épiderme, les kératinocytes (KC) représentent le type cellulaire majeur (95%) assurant
ainsi I’intégrité structurale. Ils jouent un role central dans I’immunologie de ce tissu ou ils
sont la principale source de cytokines (Williams and Kupper, 1996). Les KC sont importants
dans I’initiation et le développement des réactions inflammatoires et immunologiques
(McKenzie and Sauder, 1990). Ils sécretent de fagon constitutive certaines cytokines (IL-1a,
TNF-a, IL-6, G-CSF, TGF-f). Apres stimulation, les KC sont capables de sécréter des
cytokines inflammatoires (IL-1, TNF-a), des chimiokines (IL-8, IP-10), des facteurs de
croissance (IL-6, GM-CSF, TGF-a) et des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-)
(Williams and Kupper, 1996) (cf. Figure 2). Cette sécrétion peut étre induite par des stimuli
externes non spécifiques tels les rayons UV et les substances chimiques, ou par des
composants bactériens et viraux, ligands des TLR exprimés par les KC notamment (cf.
chapitre 1-2.4.1). Enfin, les KC produisent des protéines anti-microbiennes (cathélicidines et

défensines). Les KC sont des cellules importantes dans la réponse immunitaire innée, et ils
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Figure 1. Schématisation des cellules résidentes et recrutées dans la peau lors d’une
inflammation.

La peau est constituée de cellules résidentes qui participent a 'homéostasie du tissu mais aussi a sa
défense lors de la présence de pathogénes ou de chimiques. Cette réaction inflammatoire permet le
recrutement de cellules spécialisées du systéme immunitaire.

JDE : Jonction dermo-épidermique
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Cytokines Nomenclature Sources Récepteurs
Cytokines primaires
KC, CL, Mg, F, Eo, Ba, Mast,
IL-1a Mo/Mac, En IL-1RI, IL-1RII
KC, CL, Me, Ne, Mast,
IL-1B Mo/Mac, En IL-1RI, IL-1RII
KC*, CL, Me, F, Ne, Eo, Mast,
TNF-a Mo/Mac. En TNF-RI, TNF-RII
Chimiokines de type CXC
CXCLS8 KC, CL, Me, F, Ne, Eo, Ba,
IL-8 Mo/Mac, En CXCRS8
irli)r[?g ou MIP-2 (homologue CXCL2/3 KC. CL, Me, F, Mo/Mac, En CXCR2
IP-10 CXCL10 KC, Ne, Mo/Mac, En CXCL10
Chimiokines de type CC
MCP-1 CCL2 KC, Me, F, Mo/Mac, En CCR2
MCP-4 CCL13 KC CCR2, CCR3
MIP-1a/p CCL3/4 CL, Ne, Eo, Ba, Mast, Mo/Mac | CCR1, CCR5
RANTES L KC, Me, F, Eo, Ba, Mo/Mac gggé’ CLg,
MIP-3a CCL20 KC, F, En CCR6
MIP-3f3 CCL19 Enly CCR7
SLC CCL21 Enly CCR7
Cytokines régulant I’immunité humorale
KC, CL, Me, CD, Ne, Eo,
IL-12 Mo/Mac IL-12R
IL-18 KC, CL, CD IL-18R
Cytokines activant les lymphocytes
KC, CL, Me, F, Eo, Mast,
IL-6 Mo/Mac IL-6R
IL-7 KC, Me IL-7R
IL-15 KC, CL IL-15R
Facteurs de croissance
G-CSF KC, Me, Mo/Mac, En G-CSFR
M-CSF KC, Me, Mo/Mac, En M-CSFR
GM-CSF KC, Me, Eo, Mast, Mo/Mac, En | GM-CSFR
TGF-a KC, Me, Eo, Mo/Mac TGF-aR
PDGF KC, Mo/Mac, En PDGF-R
VEGF KC, Ne, Mo/Mac VEGEF-R

Cytokines immunosuppressives antagonistes

IL-1ra KC, Mo/Mac IL-1RI, IL-1RII
TGF-p KC, CL, Mg, Ne, Eo, Mo/Mac TGF-pR

KC, CL, Mg, Ne, LT, LB, Eo,
IL-10 Mast, Mo/Mac IL-10R
Interféron
IFN-y KC, CL, Mast, Mo/Mac IFN-yR

Figure 2. Les principales cytokines impliquées dans ’inflammation cutanée

D’aprés Williams & Kupper, 1996 et Bos, 2004.

KC: kératinocyte, CL: cellule de Langerhans, CD : cellule dendritique, Me : mélanocyte, F : fibroblaste, Ne :
neutrophile, Eo: éosinophile, Ba: basophile, Mast: mastocyte, Mo/Mac : monocyte/macrophage, En: cellule

endothéliale vasculaire, Enly : cellule endothéliale lymphatique
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semblent aussi participer directement a 1’activation de I’immunité spécifique via la sécrétion
de nombreuses cytokines.

Les KC expriment & leur surface plusieurs antigeénes: le CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité) de classe IT (CMH-II) (cf. encadré n°1), la molécule d’adhésion ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1, CD54) et des molécules de co-stimulation dont BB1 et
B7-H1. Cependant bien que les KC présentent ces caractéristiques, leur capacité a ce
comporter comme cellules présentatrices de I’antigéne (CPA) reste controversée. Par contre,
I’expression d’ICAM-1 induite par I’interféron-y (IFN-y) et le tumor necrosis factor-a (TNF-
a) suggere que les KC soient plutot impliqués dans le trafic des LT dans 1’épiderme de peaux
inflammatoires (Dustin et al., 1988). De plus, la molécule de co-stimulation B7-H1 exprimée
par les KC semble impliquée dans I’induction de la tolérance (Wang et al., 2003), en induisant

la sécrétion de I’interleukine (IL)-10 anti-inflammatoire par les LT (Cao et al., 2003).

Encadré n°1 : Les molécules du CMH

Le CMH est un systéme multigénique, multiallélique, polymorphique et d’expression
co-dominante (Revillard, 2001), qui joue un rdle majeur dans les réponses immunitaires (cf.
chapitre III-4.1.1). En effet, les LT sont incapables de reconnaitre un antigéne sans
présentation du peptide sur les molécules du CMH. Les loci sont regroupés en deux classe :
classe-I (CMH-I) et classe-II (CMH-II). Chez I’homme, les génes des protéines du CMH-I
inclut entre autres les HLA-A, -B et -C et ceux du CMH-II sont organisés en 3 loci : HLA-
DR, DP et DQ. Chez la souris, CMH-I correspond au locus H-2 et seuls deux loci CMH-II
sont exprimés, I-A et [-E. Les molécules CMH-I interagissent avec les molécules CD8 des
LT. L’expression du CMH-II est restreinte a certaines cellules de 1’organisme spécialisées
dans la présentation de I’antigéne : les CPA, qui sont ainsi les seules capables de présenter
I’antigéne aux LT CD4'. Son expression est stimulée par I’IFN-y en conditions
inflammatoires et est induite sur les cellules endothéliales et épithéliales.

De nombreuses études in vitro et in vivo ont mise en évidence 1’expression d’HLA-DR
par les KC dans des dermatoses présentant une infiltration de LT (Lampert, 1984). La
molécule HLA-DR est habituellement présente sur les cellules immunocompétentes.
L’expression des autres isotypes DP et DQ a été peu étudiée. Une étude montre cependant que
I’expression de HLA-DQ a été observée chez la majorité des patients présentant une dermatite
irritante ou allergique, alors que 1’expression d’HLA-DP était présente uniquement chez les

patient atteints de dermatite allergique (Gawkrodger et al., 1987).
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Les cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans (CL) font partie de la famille des cellules
hématopoiétiques dérivées de la moelle osseuse. Ce sont des cellules dendritiques (CD)
immunoactives résidant dans 1’épiderme de la peau et des muqueuses. Dans 1’épiderme, elles
représentent 2 a 4% de la population cellulaire. Elles forment un véritable réseau de dendrites
qui leur permettent d’étre en contact entre elles et d’entourer les KC (cf. Figure 3). Elles
jouent ainsi un rbéle de sentinelles et vont étre capables de détecter tous les antigénes qui
franchiront la couche cornée. Elles expriment fortement le CMH-II et ont la fonction de CPA.
Les CL sont caractérisées par (i) I’expression d’une lectine de type C, la Langérin (CD207),
(i1) une forte expression de surface des molécules CD1a, CDl1c et CD11c chez I’homme, (iii)
I’expression de DEC-205 et CD11c chez la souris, et (iv) la présence de granules de Birbeck.
Seuls les CL présentent des granules de Birbeck formés a partir d’invagination de la
membrane cytoplasmique, ils pourraient étre impliqués dans le transport intracellulaire et
I’apprétement des antigénes internalisés (Stossel et al., 1990). Par ailleurs, le nombre de CL
dans I’épiderme diminuerait avec 1’dge chez ’homme, de méme que chez la souris qui est le
modele le plus utilisé pour étudier la migration des CL (Bhushan et al., 2002; Cumberbatch et
al., 2002).

En réponse a un antigeéne local (dont les chimiques) et/ou un traumatisme de la peau,
les CL activées quittent la peau et migrent jusqu’aux ganglions drainants via la lymphe
afférente. Pendant cette migration, les CL au départ immatures avec la propriété de capter et
reconnaitre 1’antigéne (cf. chapitre 11I-4.1.1.1) se différencient en CD matures capables de
présenter 1’antigéne efficacement aux LT (cf. chapitre 111-4.1.4). La migration des CL est un
processus complexe orchestré par des cytokines et des chimiokines qui permettent les

changements nécessaires des CD (cf. chapitre 111-4.1.2).

Les mélanocytes

Les mélanocytes sont des cellules épithéliales localisées vers la jonction dermo-
¢épidermique. Ils synthétisent la mélanine, un pigment brun foncé responsable de Ia
pigmentation de la peau et qui intervient dans la protection vis-a-vis des rayons UV. Ces
cellules comportent des prolongements dendritiques qui leur permettent de communiquer avec
plusieurs KC, I’ensemble constitue une unité épidermique de mélanisation. Leur role dans la
réponse inflammatoire est trés peu étudié¢ bien qu’ils aient été décrits comme capables de

sécréter diverses cytokines inflammatoires (cf. Figure 2) (Corsini and Galli, 2000).
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Figure 3. Inmunomarquage par CD1a des cellules de Langerhans
sur un feuillet épidermique de peau humaine.

Les cellules de Langherans sont réguliérement réparties sur toute la surface de I'épiderme cutané. Elles
sont en contact entre elles par ’intermédiaire de leurs dendrites. Les extrémités trés fines de leur
dendrites sont développées de telle fagon qu’elles entourent la majorité des KC. Agrandissement x200.
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1.1.2. Les cellules cutanées dermiques

Les fibroblastes

Les fibroblastes sont des cellules stromales dérivées du mésenchyme du derme. Ils ne
sont habituellement pas considérés comme des cellules actives dans le systtme immunitaire.
Cependant, plusieurs observations suggerent que le dialogue entre les fibroblastes et les KC
via les cytokines joue un rdle crucial dans I’immunité cutanée. Comme les KC, les
fibroblastes sont capables de sécréter des cytokines secondaires telle que I’IL-6 en réponse a
la libération de cytokines primaires (IL-lo) (cf. Figure 2), mais en plus grande quantité
(Boxman et al., 1993; Waelti et al., 1992). Les fibroblastes sont la principale source de TNF-a
suite a une stimulation telle qu’une irradiation aux rayons UV (de Kossodo et al., 1995). Ces
données suggerent que les fibroblastes jouent un role d’amplification important en réponse

aux cytokines produites par les KC.

Les mastocytes

Les mastocytes sont des cellules granuleuses dérivées de précurseurs myéloides
immatures exprimant le récepteur c-kit (CD117). Les mastocytes sont présents dans les tissus
muqueux et cutanés ou ils sont localisés dans le derme, préférentiellement autour des
vaisseaux sanguins et lymphatiques via des interactions avec la matrice extracellulaire. Ils
sont aussi en relation avec les fibres nerveuses dans la peau. Ils expriment les récepteurs Fc de
haute affinit¢ pour les IgE et sont responsables des réponses allergiques immédiates
dépendantes des IgE, dont la production est initiée par 1’exposition d’allergénes, comme dans
I’urticaire. Ils sont activés par d’autres stimuli comme des composés du complément, des
chimiokines, des ligands de TLR et des neuropeptides.

Les mastocytes possedent des granules intracytoplasmiques contenant des médiateurs
préformés : le TNF-a, des protéases neutres (tryptase, chymase et petipdase carboxyl),
I’histamine, la sérotonine, la bradykinine et des protéoglycanes (héparine, chondroitine
sulphate) qui sont libérés suite a 1’activation des mastocytes. On distingue deux sous-
populations de mastocytes : les mastocytes des muqueuses (mucosal mast cell, MMC) qui
sécrétent uniquement 1’enzyme tryptase, et les mastocytes des tissus conjonctifs (conjonctive
tissue mast cell, CTMC) qui sécrétent de la tryptase, la chymase et la peptidase carboxyl. Les
mastocytes sont aussi capables de synthétiser de nombreuses cytokines (cf. Figure 2) et des
médiateurs lipidiques comme des prostaglandines, des leucotriénes et le PAF (platelet

activating factor) qui participent a I’initiation et le maintien de I’inflammation en favorisant le
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recrutement de leucocytes au site de I’inflammation (Gordon and Galli, 1990; Saint-Mezard et
al., 2002; Williams and Kupper, 1996). La dégranulation des mastocytes diminue leur liaison
avec la matrice extracellulaire. Par ailleurs, plusieurs études soulignent 1’importance des
mastocytes dans les phases de sensibilisation (cf. chapitre I1I-4.1.2) et d’¢élicitation (cf.
chapitre I11-4.2.1). Les mastocytes expriment les molécules CMH-II, CD40, CD80 et CD86 et
peuvent donc se comporter comme des CPA. Les mastocytes pourraient ainsi activer les LT
aprés migration jusqu’aux ganglions (Wang et al., 1998).

Ainsi les mastocytes, stratégiquement positionnés et fonctionnellement capables d’agir
au niveau de la microvascularitation, sont impliqués dans de nombreuses réponses

inflammatoires, aussi bien dans 1’activation de ’'immunité innée que spécifique.
b

Les macrophages

Les macrophages résidant dans le derme dérivent de monocytes du sang. Une fois
fixés dans les tissus, les macrophages revétent des aspects cytologiques et des fonctions
distinctes de celles des monocytes. Les macrophages résidents sont susceptibles de persister
trés longtemps au sein d’un méme tissu. Les monocytes/macrophages, issus de précurseurs
my¢loides, représentent une famille hétérogéne par leur morphologie et leur localisation,
assurant des fonctions de phagocytose et de présentation de I’antigéne. Ils synthétisent un trés
grand nombre d’enzymes dont la peroxydase et I’hydrolase, expriment plusieurs classes de
TLR (cf. chapitre 1-2.4.2) et sont capables de sécréter divers cytokines inflammatoires (cf.
Figure 2). Les macrophages expriment des marqueurs spécifiques (CD68, CD11b, CD14)
ainsi que des molécules exprimées par les CD dermiques (HLA-DR, facteur XIlla) qui leur
permettent de présenter 1’antigéne lors d’interaction avec des LT.

Les macrophages dermiques sont des acteurs essentiels des réactions inflammatoires
ou ils peuvent former des syncitia par fusions de leurs membranes, aboutissant a des cellules
géantes multinucléées (Revillard, 2001). Dans les maladies inflammatoires cutanées comme
le psoriasis, les macrophages sont présents en grand nombre dans la peau (van den Oord and
de Wolf-Peeters, 1994). Par ailleurs, ils interviennent aussi dans les phénomenes de réparation

et de cicatrisation (cf. chapitre I11-3.9).

Les cellules dendritiques dermiques
Les CD dermiques, appelées aussi dendrocytes dermiques, appartiennent a la lignée
des cellules dendritiques qui constituent une population hétérogéne. Chez 1’homme,

différentes sous-populations de CD dermiques ont été isolées grace a des études de migration
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in vitro a partir d’explants cutanés (Nestle et al., 1993). Toutes les CD du derme expriment le
facteur XIIla (Cerio et al., 1989). Trois sous-populations peuvent étre distinguées sur la base
de I’expression de CD1a et de CD14 : CD1a’CD14, CD1a'CD14 et CD1a'CD14". Les CDla’
CD14 constituent la population classique des CD du derme, les cellules CDla'CDI14
représentent certainement une population de CL en train de quitter 1’épiderme, alors que la

population CD1a’'CD14" semblerait représenter un pool précurseurs des CD du derme.

Chez la souris, deux sous-populations de cellules dermiques CD45" (marqueur de
cellules hématopoiétiques) CMH-II" ont été discriminées : des cellules dendritiques CD11b’
avec des propriétés de CPA et des monocytes/macrophages CD11b" (Duraiswamy et al.,
1994). Bien que les études sur les CD de la peau aient principalement porté sur les CL, les
deux populations de CD cutanée semblent avoir les mémes fonctions de capturer 1’antigene,

de migrer jusqu’aux ganglions drainants et d’activer des LT (cf. chapitre 111-4).

Les cellules endothéliales vasculaires

L’endothélium vasculaire forme une monocouche de cellules endothéliales, il
constitue la barriére anatomique entre le sang et les tissus. Les cellules endothéliales assurent
la circulation et les échanges de molécules entre le sang et le fluide interstitiel dont les gaz, les
ions, les protéines et permettent aussi le passage de cellules par le phénoméne de diapédese.
En effet, elles ont un réle dans I’immunité, principalement par leur controle de I’extravasation
des leucocytes (cf. chapitre III-3.7). Elles expriment ainsi de nombreuses molécules
d’adhésion qui font partie de la famille des sélectines (P-sélectine, E-sélectine) ou des
immunoglobulines (ICAM, VCAM) se liant a des intégrines exprimée suite a une stimulation
par des cytokines et des molécules bactériennes. De plus, les cellules endothéliales possédent
des structures intracellulaires particuliéres issues de 1’appareil de Golgi. Elles stockent des
molécules d’adhésion comme la P-sélectine, qui permettent, suite & une stimulation telle
I’histamine, de mobiliser rapidement la P-sélectine a la surface (McEver et al., 1989). Par
ailleurs, I’expression différentielle de molécules d’adhésion par les cellules endothéliales et
les leucocytes est importante pour la sélectivité du recrutement des leucocytes. Par exemple,
la molécule CLA (cutaneous lymphocyte antigen) est exprimée par les lymphocytes recrutés
au niveau de la peau (Duijvestijn et al., 1988).

Les cellules endothéliales régulent la pression et le flux sanguins en sécrétant des
vasodilateurs (oxide nitrique, prostacycline...) et des vasoconstricteurs (thromboxane,

endothéline, endopéroxide...). Elles sécrétent aussi de nombreuses cytokines et chimiokines
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permettant ainsi le recrutement de plus de cellules immunitaires compétentes au site
d’inflammation (cf. Figure 2). De plus, les cellules endothéliales seraient dotées de propriétés
de présentation de I’antigéne grace a 1’expression de molécules de co-stimulation et de CMH-
II, mais les résultats a ce sujet restent controversés (Pober et al., 1986; Seino et al., 1995; St
Louis et al., 1993).

Les cellules endothéliales vasculaires peuvent étre aussi bien stimulées par des
signaux provenant du sang et des leucocytes que par les tissus avoisinants. Les cellules
endothéliales peuvent alors répondre par (i) la vasodilatation et 1’augmentation de leur
perméabilité, (ii) la production de cytokines et d’autres médiateurs cellulaires, (iii) 1’activation
endothéliale, (iv) la conversion de leucocytes adhérents en cellules mobiles migrant au site de

I’inflammation, mais aussi (v) I’angiogénése dans le phénomeéne de cicatrisation.

1.2. Les cellules recrutées au niveau de la peau lors de I’inflammation

Les polynucléaires

Les polynucléaires regroupent des cellules granuleuses que sont les neutrophiles, les
¢osinophiles et les basophiles. Ils ont la capacité de migrer dans les tissus en réponse a un
signal chimiotactique (cf. chapitre I1I-3.7) et de sécréter un grand nombre de cytokines
inflammatoires (cf. Figure 2) (Bos, 2004).

Les neutrophiles sont des cellules phagocytaires a courte durée de vie (4 a 10 heures),
représentant 60 a 70 % des leucocytes du sang. De plus, ils sécrétent de bactéricides stockés
dans leurs granules, essentiels dans la défense contre les microorganismes. Ils interviennent
aussi dans les 1ésions tissulaires des réactions immunopathologiques mettant en jeu le systéme
du complément et les anticorps.

Les éosinophiles sont des cellules phagocytaires cytotoxiques représentant 3% des
leucocytes. Ils participent a la réaction inflammatoire par recrutement précoce lors de la
libération de médiateurs solubles de I’inflammation, qui sont des ligands spécifiques des
récepteurs des €osinophiles. Leurs granules contiennent des protéines exercant des activités
cytotoxiques. Ces cellules sont impliquées dans certaines infections parasitaires, les réactions
allergiques dues aux IgE et sous ’action de certains toxiques.

Les basophiles représentent moins de 1% des leucocytes du sang. Tout comme les
mastocytes, ils ont des récepteurs de haute affinité qui, lorsqu’ils sont activés, entrainent leur

dégranulation et la libération de médiateurs préformés telles 1’histamine et 1’héparine. Les
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basophiles interviennent surtout dans les réactions allergiques, au niveau du sang, mettant en
jeu les anticorps de classe IgE (Revillard, 2001).

Les polynucléaires peuvent étre recrutés au cours de 1’activation de I’immunité innée
et spécifique, alors que les LT sont uniquement présents dans la peau dans une réponse

inflammatoire spécifique.

Les lymphocytes T

Les LT sont issus de précurseurs hématopoiétiques de la moelle osseuse différenciés
dans le thymus (cf. Figure 3). Ils sont principalement présents dans les organes lymphoides :
les ganglions lymphatiques et la rate. On distingue deux sous-populations se différenciant par
I’expression des marqueurs CD4 ou CDS8. Tous deux posseédent des récepteurs spécifiques
d’antigene, le TCR (T cell receptor). La reconnaissance de I’antigéne nécessite sa présentation
par des molécules du CMH-I pour les LT CD8" et CMH-II pour les LT CD4". En réponse
primaire, les LT naifs sont ainsi capables de proliférer, de se différencier et de générer une
population de LT effecteurs. Les LT CD4" sont des LT auxiliaires alors que les LT CD8" sont
des LT cytotoxiques capables d’éliminer les cellules infectées par la sécrétion de perforines et
de granzymes, et I’induction d’apoptose via la voie Fas-FasL. Une fois la réponse primaire
résolue, seule une sous-population des LT effecteurs vont survivre et former ainsi des LT
mémoires.

Dans I’eczéma de contact, les LT CD8" et CD4" sont les acteurs principaux de
I’immunité adaptative (cf. chapitre 11-3.2). Les LT recrutés dans la peau sont le plus souvent
situés juste sous la jonction dermo-épidermique dont 1/3 expriment le récepteur de
localisation tissulaire CLA (Bos et al., 1993). Dans une peau normale, quelques LT CD8"
intra-épidermiques peuvent étre présents (Bos et al., 1987) et correspondraient a des cellules
mémoires, signe d’une récente activation (Foster et al., 1990). Lorsqu’ils sont dans la peau les

LT sont en état d’activation et expriment la molécule HLA-DR ou CD25 (Davis et al., 1988).

2. Les molécules de ’inflammation cutanée

L’ensemble des cellules de la peau décrites précédemment, sont capables de sécréter
de nombreuses cytokines. Avec son arsenal de cytokines, la peau fonctionne comme une
barriére immunitaire entre I’environnement extérieur et les tissus internes. Les cytokines sont
des petites molécules polypeptidiques qui interagissent avec des récepteurs spécifiques, et

sont produites de fagon locale et transitoire en réponse a une stimulation exogene.
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2.1. Les cytokines pro-inflammatoires

Les cellules cutanées résidentes synthétisent et sécrétent des médiateurs
inflammatoires qui sont libérés suite a divers stimuli, comme des chimiques, I’infection par
des bactéries ou des virus. Parmi ces médiateurs, des cytokines dites primaires, préstockées
dans les cellules vont induire la sécrétion d’une deuxiéme vague de cytokines néo-
synthétisées cette fois, appelées cytokines secondaires. Ce systéme d’induction de cytokines

en cascade permet une réponse inflammatoire rapide et amplifice.

2.1.1 Les cytokines primaires

L’interleukine-1

Trois formes d’IL-1 ont été décrites, I'IL-1a, I'IL-1p et I'IL-1ra (IL-1 receptor
antogonist) se liant aux mémes récepteurs. L’IL-1ra est un antagoniste de I’IL-1, elle se fixe
au récepteur sans induire de signal de transduction. Il existe deux types de récepteurs, de type
I (IL-1RI) et de type II (IL-1RII), mais seul le récepteur IL-1RI transmet un signal
intracytoplasmique (Dinarello, 1998) conduisant a 1’activation de la voie de signalisation du
facteur de transcription NF-kB (nuclear factor-kB) (cf. Figure 4).

L’IL-1a et I'IL-1P sont sécrétées par de nombreux types cellulaires (cf. Figure 2), la
source majeure d’IL-1a est le KC, alors que I'IL-1f est essentiellement produite par les CL.
Les KC stockent I’IL-1a sous forme bioactive (Corradi et al., 1995) et produisent la pro-IL-
1B (31 kDa) sous forme inactive. Mais I’enzyme nécessaire au clivage de la pro-IL-1f, la
convertase ICE (IL-1f converting enzyme), n’est pas synthétisée par les KC (Mizutani et al.,
1991), uniquement par les CL, les mastocytes, les monocytes/macrophages et neutrophiles
(Kupper, 1990). Les CL produisent ainsi a la fois la pro-IL-1f et la convertase nécessaire a la
sécrétion d’IL-1f bioactive.

Les activités pro-inflammatoires de I'I[L-loc sont nombreuses, notamment (i)
I’induction de sa propre expression, d’autres interleukines, de facteurs de croissance et de
chimiokines, (ii) l’augmentation de I’expression de molécules d’adhésion favorisant
I’infiltration cellulaire, (iii) la prolifération des KC et (iv) I’augmentation de 1’activité des
macrophages (cf. chapitre II1-3.4.1). En revanche la principale fonction connue de I’'IL-1f est
de faciliter la migration de CL a travers I’épiderme et la jonction dermo-épithéliale (cf.

chapitre I11-3.5.2).
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Figure 4. Schéma des voies de signalisation du facteur de transcriptionNF-xB des
récepteurs de Pinterleukine-1 (IL-1) et du tumor necrosis factor-o (TNF-a).

La liaison de I'IL-1 sur son récepteur IL-1RI et le complexe IL-1RAcP entraine des changements
cytoplasmiques de I'IL-1R conduisant au recrutement de la protéine adaptatrice MyD88 et d’une sérine-
thréonine kinase IRAK (IL-1 receptor-associated kinase) suivie de 1’association de TRAF-6 (TNF
receptor-associated factor-6). TRAF-6 active la kinase IKK (I-xB kinase) qui, par phosphorylation,
entraine la dégradation d’IxB (inhibitor-kB) libérant ainsi la facteur de transcription NF-kB (nuclear
factor-kB) qui va étre capable d’activer la transcription de nombreux geénes dans la noyau.

Il en est de méme pour la voie de transduction du TNF-a, I’activation des protéines adaptatrices FADD
(Fas-activated death domain), TRADD (TNF-receptor associated death domain) et RIP (receptor
interacting protein) permet, via TRAF-2, la libération de NF-xB.
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Le tumor necrosis factor-a

Le tumor necrosis factor-a (TNF-a) existe sous deux formes, une forme soluble et une
forme membranaire. La forme soluble est clivée a partir de la forme membranaire par une
protéase transmembranaire appelée TACE (TNF-a converting enzyme). Il existe deux types
de récepteurs exprimés par les cellules cutanées, de type I (TNF-RI, p55) de forte affinité
pour la forme soluble, et de type II (TNF-RII, p75) se liant préférentiellement a la forme
membranaire. Le TNF-a soluble est impliquée dans les réactions inflammatoires systémiques,
alors que la forme membranaire est impliquée dans les réactions inflammatoires locales. Les
deux récepteurs activent la voie de signalisation du facteur de transcription NF-kB (cf. Figure
4).

Le TNF-a est stocké dans les mastocytes du derme (Gordon and Galli, 1990) et lors
d’un stimulus il est aussi produit par les KC, les CL et d’autres types cellulaires (Kock et al.,
1990; Larrick et al., 1989) (cf. Figure 2). La synthése du TNF-a est contrélée au niveau de sa
transcription et de la stabilit¢ de son ARNm. En fonction de la nature du chimique,
I’augmentation de ’expression du TNF-a par les KC peut étre induite, soit par la voie de
transduction dépendante de la protéine kinase C (PKC), soit par la stabilisation de ’ARNm
du TNF-a (Lisby et al., 1995). Comme I’'IL-1a, le TNF-a induit 1’expression de cytokines

secondaires exercant ainsi des fonctions variées dans la génération de I’inflammation

notamment dans ’infiltration des leucocytes.

2.1.2 Les cytokines secondaires et les chimiokines

L’interleukine-6

L’IL-6 est une cytokine pléiotrope, relarguée par presque toutes les cellules en réponse
a un stimulus (cf. Figure 2). Sa présence est ainsi un bon marqueur de I’inflammation. L’IL-6
est un important médiateur de I’inflammation et active la production des protéines de la phase
aigué. Elle agit sur la prolifération et la différenciation des LB et des LT cytotoxiques dans la
réponse immunitaire spécifique (Akira et al., 1993). Le disfonctionnement de la production
d’IL-6 pourrait contribuer aux maladies cutanées, en effet une augmentation de sa production
et de ’expression son récepteur (IL-6R) a été détectée dans les peaux psoriatiques (Grossman
et al., 1989). L’IL-6R active la voie de signalisation de transduction JAK/STAT (cf. Figure
5).
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Figure 5. Schéma des voies de signalisation JAK/STAT et Smad

La liaison du ligand (GM-CSF, IL-6, IL-10, IFN) sur son récepteur entraine la phosphorylation croisée
des deux kinases associées JAK (Janus kinase). L’activation des JAK conduit au recrutement et la
phosphorylation des protéines STAT (signal transducers and activators of transcription) qui, sous forme
d’homodiméres, vont étre transloqués dans le noyau et induire la transcription de leur genes cibles.

Le récepteur du TGF-p (transforming growth factor-) posséde un activité sérine/thréonine kinase qui
permet la transduction du signal par I’activation de facteurs de transcription Smad, leur translocation dans
le noyau induit la transcription de geénes comme le collagéne ou d’autres protéines de la matrice
extracellulaire.
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Les facteurs de croissance

Les facteurs de croissance hématopoiétiques sont produits par de nombreux types
cellulaires et régulent la différenciation et la prolifération des cellules souches
hématopoiétiques. Le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) est
particulicrement impliqué dans les réactions inflammatoires. C’est un facteur de croissance des
neutrophiles, des éosinophiles et des macrophages, produit notamment par les KC en
présence de I’IL-1 ou suite a ’application d’hapténe ou d’irritant par exemple. Les récepteurs
du GM-CSF ont été mis en évidence sur les macrophages, les CL et les CD. Le GM-CSF joue
un role important dans I’immunité cutanée (i) en maintenant la viabilité des CL lors de culture
in vitro, (ii) en participant a la maturation et la migration des CL, et (iii) dans la croissance des
autres cellules résidentes ou recrutées dans la peau (Kaplan et al., 1992; Witmer-Pack et al.,

1987).

Les chimiokines

Les chimiokines sont des petites protéines sécrétées (6-14 kDa) qui régulent le trafic
de différents leucocytes (LT, polynucléaires), des CD et des monocytes en contrélant leur
adhésion aux cellules endothéliales, ainsi que leur migration transendothéliale et leur
recrutement dans le tissu par chimiotactisme. Selon la position des résidus cystéines tres
conservés en position N-terminale, les chimiokines sont classées en quatre sous-familles. Les
deux principales familles sont les chimiokines CC et CXC qui regroupent plus de quarante
chimiokines. Les chimiokines CXC sont préférentiellement chimiotactiques pour les
neutrophiles comme CXCL8 (IL-8). Les chimiokines CC recrutent d’autres leucocytes
comme CCL2 (basophiles, LT), CCL3 (LT), CCL4 et CCLS5 (éosinophile, LT, CD) (cf.
Figure 2). Deux autres familles ont ét¢ décrites C et CX3C, dont les seuls représentants
connus sont XCL1 et XCL2 qui recrutent les LT, et CX3CL1 (la neurotactine).

Une fois sécrétées, les chimiokines se lient a la matrice extracellulaire et aux
protéoglycanes des membranes cellulaires, formant ainsi un gradient prés du site de
production. La combinaison des chimiokines produites dans un tissu en réponse a un agent
pathogene contrdle la mise en place et I’orientation de la réponse immunitaire, en influant sur
la quantité de cellules recrutées dans un tissu, mais aussi sur la nature de ces cellules recrutées
en fonction des récepteurs qu’elles expriment (Moser et al., 2004). Bien que leur principal
role soit la régulation du trafic dans les tissus, elles disposent aussi de propriétés importantes

dans I’activation et la différenciation des leucocytes (Luther and Cyster, 2001). L’effet des
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chimiokines sur les cellules cibles se fait via des récepteurs protéiques a 7 domaines
transmembranaires couplés a des protéines G (cf. Figure 6). Il existe quatre types de
récepteurs correspondant aux quatre familles de chimiokines. La spécificité ligand/récepteur
est complexe, car une chimiokine peut se lier & plusieurs récepteurs, et un récepteur peut

reconnaitre plusieurs chimiokines (Rossi and Zlotnik, 2000).

chimiokine RCPG
Milieu

extracellulaire ’/\ /\ /\

intracellulaire

Ca+
Protéine Kinase C

/N
_© em

Chimiotactisme

Activation
Apoptose d’intég rine B

Figure 6. Schéma de la voie de signalisation des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG)

La liaison du ligand de type chimiokines sur son récepteur entraine I’activation de protéines G
hétérotrimériques couplées au récepteur et a la membrane plasmique. Le RCPG peut activer plusieurs
systémes effecteurs de transduction (Pyk2, STAT) conduisant a des effets biologiques différents
(chimiotactisme, activation d’intégrine 3, apoptose, transcription de geénes...). La multiplicité des voies de
signalisation peut résulter du couplage du récepteur a un ou plusieurs sous-types de protéines G
différentes, la dissociation de ses sous-unités, ayant chacune des possibilit¢ d’agir sur des effecteurs
différents (Ca+, protéine kinase C).

La conformation active du RCPG dépend du ligand. Plusieurs points d’ancrage du ligand conduisent a des
niveaux d’activation différents du récepteur et un RCPG donné peut avoir plusieurs ligands induisant des
voies de transduction dépendant du ligand.

Pyk : proline rich protein tyrosine kinase; STAT : signal transducers and activators of transcription,
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2.2. Les autres médiateurs pro-inflammatoires

L’acide arachidonique et ses métabolites

L’acide arachidonique est issu de phospholipides des membranes cellulaires sous
’action de la phospholipase A,. Il est libéré rapidement en réponse a des chimiques in vitro et
in vivo (Marks et al., 1998). Les métabolites de I'acide arachidonique appelés les
¢icosanoides, comme les prostaglandines, les leucotriénes et les thromboxanes, jouent un role
important dans la réaction inflammatoire. Les effets biologiques de l'acide arachidonique sont
dus essentiellement a sa conversion en de nombreux composants actifs par différentes voies
enzymatiques (cf. Figure 7). La libération de ces médiateurs lipidiques varie en fonction du
type cellulaire stimulé et nécessite souvent des interactions entre différents types cellulaires.
Un type cellulaire peut fournir le substrat qui sera métabolisé par un autre type cellulaire.
Enfin, les éicosanoides vont activer des récepteurs couplés a des protéines G qui peuvent étre

membranaires, cytosoliques ou nucléaires dans des types cellulaires différents.

Les réactifs oxygenés

Les réactifs oxygénés (OH, '0,, Oy, H,0,) appelés aussi radicaux libres oxygénés ou
ROS (Reactive Oxygen Species) sont formés notamment par la chaine de réactions des
radicaux libres au niveau des mitochondries. La génération des ROS est induite par
I’activation de plusieurs enzymes comme 1’oxidase NADH, la cyclooxygénase, la
lipooxygénase et la synthétase oxidative. La production excessive de ROS entraine la
péroxidation des lipides des membranes cellulaires, 1’altération de protéines et de I’ADN
entrainant la mort des cellules (Camhi et al., 1995), et active la formation de médiateurs
inflammatoires issus de 1’acide arachidonique. L’irradiation aux rayons UV, I'IL-la ou le
TNF-o conduisent a la génération de forte concentration de ROS. A I’homéostasie, la peau
possede une protection efficace grace a des antioxydants endogenes (glutathion, tocophérol ou

vitamine E, acide ascorbique ou vitamine C...) et des enzymes spécifiques.

Le systeme du complément

Le systeme du complément est constitué¢ de plus d’une trentaine de protéines solubles
et membranaires capables d’interagir entre elles et avec les membranes de certaines cellules.
L’activation en cascade de ses différents composés est a 1’origine d’activités biologiques
essentielles : réaction inflammatoire, phagocytose de bactéries, neutralisation de virus...

L’activation du systéeme du complément est rapide, localisée et peut s’effectuer par trois voies
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Figure 7. Les principales voies de formation des éicosanoides
a partir de ’acide arachodonique. D’aprés Marks ez al., 1998

Plusieurs voies métaboliques comme celles des cyclooxygenases (COX1, COX2) et des lipooxygénases
sont responsables de la formation de la majorité des éicosanoides. A partir de 'acide arachidonique les
cyclooxygenases vont permettre la production de prostaglandines et de thromboxanes, tandis que les
lipoxygénases vont synthétiser les leucotrienes, les lipoxines et les acides éicosatétraénoiques (HETE,
HPETE), et que les époxigénases conduisent a la production d’époxy-€icosanoides.
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différentes : la voie classique, la voie alterne ou la voie des lectines. La voie classique génére
notamment les anaphylatoxines C3a et C5a qui participent au recrutement des leucocytes au

cours de I’inflammation (cf. chapitre I11-3.4.2) (Revillard, 2001).

2.3. Les cytokines anti-inflammatoires

L’interleukine-10

A Dorigine, I’IL-10 a été décrite comme une cytokine produite par les LT de type Th2
(T helper) (cf. chapitre 111-4.1.4.2) et inhibant le relarguage de cytokines par les cellules Thl
(Moore et al., 1993), mais il est actuellement clair que I’IL-10 est aussi produite par d’autres
cellules incluant les KC, les mastocytes et les monocytes (cf. Figure 2). Lors de I’application
cutanée de chimiques, I’'IL-10 inhibe I’expression de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires et de chimiokines (cf. chapitre I11-3.5.1). Son récepteur IL-10R active la voie

de signalisation JAK/STAT (cf. Figure 5).

Le transforming growth factor-f3

Le transforming growth factor-f§ (TGF-f) est sécrété par plusieurs types cellulaires
activés, principalement par les plaquettes et les KC (cf. Figure 2). Il est impliqué dans la
croissance cellulaire et la différenciation de nombreuses cellules. Le TGF-f est un signal
crucial impliqué dans la suppression des réactions inflammatoires en inhibant: (i) la
différenciation des macrophages, (ii) l’activit¢ des LT et des monocytes, et (iii) la
présentation antigénique des CL (Bos, 2004; Hemmi et al., 2001). Par ailleurs, il participe
aussi aux réponses inflammatoires en induisant 1’adhésion et le chimiotactisme des
leucocytes. Ces fonctions de suppression et d’activation de I’inflammation semblent dépendre
du stade de différenciation de la cellule exprimant le récepteur au TGF-p (TGF-pR) (Wahl et

al., 1989), induisant 1’activation des facteurs de transcription Smad (cf. Figure 5)

2.4. Les récepteurs Toll-like

Les Toll ont a I'origine ét¢ identifiés en tant que régulateur du développement
embryonnaire dans la polarisation dorso-ventrale chez la drosophile Drosophilia
Melanogaster (Hashimoto et al., 1988). Les Toll sont également impliqués dans I’immunité

anti-fongique de cet insecte (Lemaitre et al., 1996), ouvrant ainsi un nouvel axe de recherche
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et conduisant a 1’identification de protéines homologues chez les mammiféres, appelés Toll-

like receptor (TLR).

2.4.1. La famille des TLR

On connait actuellement 13 membres (TLR-1 a -13) dans la famille des TLR dont 10
sont formellement identifiés chez I’homme. Les TLR reconnaissent des motifs moléculaires
conservés associés a des pathogeénes appelés PAMPS (pathogen-associated molecular
pattern). Ce sont des glycoprotéines transmembranaires dont le domaine intracytoplasmique
est similaire a celui des récepteurs aux IL-1 et IL-18 (Murphy et al., 2000). Les homologies
de séquences et 1’organisation génomique des genes, ont permis d’identifier cinq sous-classes
de TLR qui reconnaissent des ligands de structures similaires : TLR-1, -2, -6 (et -10)
reconnaissent des lipoprotéines, TLR-4 le LPS entre autre, TLR-5 (et -11) des protéines

bactériennes, TLR3 de I’ARN et TLR-7, -8 et -9 des séquences ARN ou ADN (cf. Figure 8).
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Figure 8. La phylogénie et les sous-classes des TLR
D’apres Kaisho & Akira, 2004; Akira & Takeda, 2004.

Les TLR sont divisés en 5 sous-classes : TLR-3, TLR-4, et TLR-5, -11 représentent 3 sous-classes
indépendantes, TLR-1, -2, -6, -10 et TLR-7, -8, -9 constituent les 2 autres sous-classes. Chaque
membre de la famille des TLR reconnait des composés pathogeénes différents, en raison des variations
des acides aminés du domaine extracellulaire, cependant il existe des homologies de structures
moléculaires reconnues par les TLR d’'une méme sous-classe. Le TLR-11 reconnait chez la souris un
composé spécifique encore non identifié, issu d’une souche bactérienne uropathogene. Auncun ligand

de TLR-10 n’a été identifi¢ a ce jour.
* : non fonctionnel chez la souris; **: non fonctionnel chez I’lhomme
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Les TLR-12 et TLR-13 ont récemment été identifiés chez la souris, mais leurs ligands
n’ont par encore été découverts. Ces deux TLR ne sont pas exprimés chez ’homme (Tabeta et
al., 2004). Par ailleurs, I’activation des TLR-2 et -4 peut étre induite par des ligands
endogeénes comme les protéines de stress (Hsp) et des fragments de 1’acide hyaluronique
(Asea et al., 2002; Scheibner et al., 2006; Termeer et al., 2002). Ces derniers peuvent étre
induits par les hapténes (Albers et al., 1996; Farzaneh et al., 2005; Proksch et al., 2006),
suggerant un role potentiel des TLR-2 et -4 dans le développement des eczémas de contact.

La localisation cellulaire des TLR n’est pas exclusivement en surface de la membrane
plasmique. En effet, celle-ci est fonction du ligand reconnu. Ainsi les TLR-1, -2, -4, -5, -6 et -
11 qui reconnaissent des composants de la surface des pathogénes, se retrouvent exprimés a la
membrane plasmique, alors que les TLR-3, -7, -8 et -9 reconnaissant des acides nucléiques,
sont dans les compartiments intracellulaires (endosomes), avec leur domaine TIR étant
localisés dans le cytoplasme pour permettre la transduction du signal d’activation (cf. Figure

10).

Type cellulair e

Kératinocytes'" Eaeig:;aies Mastocytes den(gliil‘?cilelis@

Homme Homme” | Souris® | Homme™ | Souris® | Homme | Souris
TLR-1 + + - + ? + +
TLR-2 + + + + + + +
TLR-3 + - ? + + + +
TLR-4 - +/- + + + - +
TLR-5 + . ? + - + +
TLR-6 - - ? 4 s 1 1
TLR-7 ) _ _ N N ) N
TLR-8 ) N / ) / N ;
TLR-9 - - + + + - +
TLR-10 N _ / ) / N ;

Figure 9. L’expression des TLR par les principales cellules cutanées a
I’homéostasie.

(1) Kollish et al, 2005; (2) Takeuchi et al., 2003; Curry et al., 2005; Renn et al., 2006 (3) Mitsui et
al.,2003; (4) Kulka et al., 2004; (5) Matsushima et al., 2004; McCurdy et al., 2001; (6) Iwasaki &
Medzhitov, 2004 ; Kadowaki et al., 2001.

+/- : résultats controversés ; / : non fonctionnel chez la souris ; ? : non étudié
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2.4.2. L’expression des TLR dans les cellules cutanées

Les cellules cutanées résidentes expriment plusieurs TLR dont I’activation induit la
sécrétion de cytokines responsables du recrutement des cellules du systéme immunitaire, et
permettant une réponse rapide a une infection. Cependant 1’expression des TLR varie suivant
I’état de différenciation ou d’activation des cellules et peut étre différente selon 1’espéce
(différence homme/souris) (cf. Figure 9). Aussi il est difficile d’établir la distribution
cellulaire précise de chaque TLR, notamment par manque d’outils : avec un faible nombre
d’anticorps spécifiques contre les TLR. Les données portent ainsi principalement sur I’analyse
de ’expression des ARNm associée a des tests de fonctionnalité (cf. Figure 9).

Dans la peau humaine normale, les TLR-1, -2, -3 et -5 sont exprimés de fagon
constitutive et sont fonctionnels chez des KC humains en culture primaire en présence de
ligands spécifiques. Le TLR-4 est a la limite de la détection mais devient fortement exprimé
en présence de ligands de LPS (Baker et al., 2003; Kollisch et al., 2005; Song et al., 2002). De
la méme fagon, le TLR-9 n’est pas détecté dans la peau normale ni chez ’homme ni chez la
souris, mais son expression et son activation sont induites par une simple injection d’eau
saline chez la souris (Liu et al., 2003). En conditions inflammatoires comme dans le psoriasis,
I’expression des TLR-1 et -2 est augmentée, alors que celle de TLR-5 est diminuée dans les
KC (Baker et al., 2003). Les fibroblastes expriment les TLR-1, -2, et -4 qui sont fonctionnels
in vitro (Curry et al., 2003). En ce qui concerne les TLR-7 et TLR-8, leur expression et leur
activation dans la peau semblent étre induite par la stimulation d’un de leur ligand,
I’imiquimode, cependant ces résultats restent controversés (Kollisch et al., 2005; Kono et al.,
1994).

De nombreuses ¢études portent sur 1’expression de TLR par les CD et montrent que
leur expression est trés variable selon le type de CD étudiées. Les CL semblent exprimer
moins de TLR que les CD conventionnelles (cf. Figure 9) et sont également moins sensibles
aux ligands des TLR (Takeuchi et al., 2003). Les mastocytes expriment la plupart des TLR
(cf. Figure 9) et répondent aux ligands des TLR-1, -2, -3, -4 et -6 chez ’homme (Iwasaki and
Medzhitov, 2004) et TLR-2, -3, -4, -7 et -9 chez la souris (Matsushima et al., 2004;
Supajatura et al., 2002). Les neutrophiles expriment tous les TLR excepté TLR-3 mais ne
répondent pas aux ligands de TLR-9. Les €osinophiles expriment TLR-1, -4, -7, -9 et -10 mais
ne répondent qu’aux ligands de TLR-7 (Iwasaki and Medzhitov, 2004).
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2.4.3. Les voies de signalisation et I’activation de I’immunité via les TLR

Deux voies majeures sont a ce jour identifiées. La voie utilisant le facteur de
différenciation myéloide MyD88 (myeloid differentiation factor 88) est commune au
récepteur de I’'IL-1, ’IL-18 et aux TLR (excepté TLR-3). Cette voie appelée voie dépendante
du facteur MyD88, aboutie a I’activation du facteur de transcription NF-kB qui induit des
cytokines pro-inflammatoires (cf. Figure 10). Une voie indépendante du facteur MyDS88 a été
¢galement identifiée pour les TLR-3 et TLR-4. Cette voie utilise la protéine TRIF pour initier
la transduction du signal et conduit a I’activation a la fois des facteurs de transcription NF-kB
et d’IRF-3, débouchant ainsi sur la production d’IFN-f et I’induction des geénes dépendants
des IFN. La stimulation des TLR-7, -8 et -9 peut conduire a la production d’IFN, le
mécanisme est encore non connu mais dépendant de la protéine MyD88 (Akira and Takeda,
2004; Kaisho and Akira, 2004).

Les TLR peuvent induire plusieurs types de réponses immunitaires. Ils activent les
cellules immunitaires innées afin de déclencher une réponse inflammatoire face a un
pathogeéne bactérien ou anti-virale, tels les kératinocytes, les mastocytes, les macrophages et
les neutrophiles qui vont sécréter diverses cytokines et chimiokines. Les TLR participent
également a la réponse spécifique en activant les CD, notamment en favorisant leur
maturation. Ils ont récemment été décrit comme impliqués dans I’activation des LT effecteurs
et des LT régulateurs. Ainsi les TLR sont a I’interface entre I'immunité innée et I’immunité

spécifique.
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Figure 10. Les principaux ligands et les voies de signalisation des TLR.
D’aprés Kaisho & Akira, 2004; Akira & Takeda, 2004.

L’interaction entre les TLR et leurs ligands semble étre directe au moins en ce qui concerne les TLR-4 et TLR-9.

La voie de signalisation dépendante de MyDS88

Les TLR, a I’exception de TLR3, recrutent suite a leur stimulation, la protéine adaptatrice MyD88. Cette derni¢re va activer la protéine kinase
IRAK (IL-1R-associated kinase) qui va recruter et s’associer a la protéine TRAF-6 (tumor necrosis factor receptor-associated factor-6). Le
dimeére IRAK/TRAF-6 se dissocie du récepteur formant un complexe avec d’autres protéines. Ce complexe subit des réarrangements conduisant
a Pactivation des MAPK (mitogen-activated protein kinases) et du complexe IKK (IkB kinase) qui phosphoryle la protéine I-xB entrainant la
libération du facteur de transcription NF-kB. La translocation dans la noyau de NF-xB ainsi libéré, va induire I’expression de génes cibles. Pour
les TLR-2 et TLR-4, la protéine TIRAP (TIR-domain-containing protein) est indispensable pour le recrutement de la protéine MyD88. Le TLR-4
nécessite aussi 1’association des protéines CD14 et MD2 a sa partie extracellulaire pour stabiliser son expression a la membrane plasmique et
accroitre sa sensibilité au ligand.

La voie de signalisation indépendante de MyD88 et |’induction de I’'IFN-f

Les TLR-3 et TLR-4 recrutent la protéine TRIF (TIR-domain-containing adaptor inducing IFN-f) suite a leur stimulation. Cette protéine
adaptatrice interagit avec la protéine TRAF-6 qui conduit a I’activation du facteur NF-kB. La protéine TRIF interagit également avec des
protéines kinases qui phosphorylent IRF-3 (IFN regulatory factor-3) conduisant a 1’induction du géne de I’IFN-f (interferon-f3). Le recrutement
de TRIF au TLR-4 nécessite la protéine adaptatrice TRAM (TRIF-related adaptor molecule).

*: Le TLR-2 est sous forme hétérodimérique soit avec TLR-1 (TLR-2/TLR-1) ouT LR-6 (TLR-2/TLR-6) reconnaissant ainsi des ligands
distincts. Aucune forme homodimérique active de TLR-2 n’a été mise en évidence a ce jour.

db : double brin ; Hsp : heat shock protein ; LPP :lipoprotéine ;LPS : lipolysaccharide ; PGN : peptidoglycane ; poly(1:C) acide polyinosinic-
polycytidylic ; sb, simple brin.
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II- LES XENOBIOTIQUES ET LES PATHOLOGIES INDUITES

Le systéme immunitaire cutané peut étre activé par divers stimuli, telle une blessure,
une exposition aux UV ou a des chimiques. Les xénobiotiques sont des chimiques non
protéiques pouvant étre de deux types : irritants ou hapténes.

Les irritants sont capables d’activer le systtme immunitaire inné cutané conduisant a
une irritation cutanée qui peut évoluer en une maladie inflammatoire, la dermatite irritante de
contact (DIC). En tant que molécules chimiques, ils ne sont pas détectés par le systéme
immunitaire, mais par leurs propriétés physicochimiques toxiques il déclenche un signal de
danger responsable de 1’activation de la réponse innée. Les molécules impliquées dans le
signal de danger sont sous forme préstockée dans les cellules du tissu endommagé, pour
initier rapidement la réponse immunitaire, et sous forme néo-synthétisée afin de la mettre en
place. Selon la nature du chimique, la dose et la fréquence d’exposition, I’irritation cutanée
peut aboutir a des manifestations cliniques plus ou moins visibles.

Les haptenes sont, en plus d’étre pourvu d’un pouvoir irritant, capables d’induire une
réponse immunitaire adaptative via I’activation de LT spécifiques de 1’hapténe. Leur pouvoir
irritant induit un signal de danger nécessaire a la phase de sensibilisation. Les hapténes sont
responsables de I’eczéma allergique de contact appelé aussi dermatite allergique de contact
(DAC). On parle aussi de réactions d’hypersensibilité de type IV, ou d’hypersensibilité
retardée de contact (HSRC), dont le terme est souvent utilisé dans le cas de modéles animaux
in vivo. Comme pour les irritants, les hapténes ne sont pas reconnus directement par le
systétme immunitaire, mais par leur propriété de liaison aux protéines ils sont capables de
former des peptides hapténisés pouvant étre présentés au systéme immunitaire et ainsi

déclencher I’activation de LT spécifiques.

1. Les irritants

1.1. Les caractéristiques chimiques

Un irritant est un chimique capable d’altérer et/ou de pénétrer dans la peau par ses
propriétés physicochimiques et ainsi €tre toxique au contact des cellules cutanées. La
corrosivité et la capacité de pénétration dans la peau sont deux parametres importants du
pouvoir irritant des xénobiotiques, propriétés notamment utilisées dans la détermination de la

toxicité de nouveaux chimiques (Barratt, 1995) (cf. chapitre II-1.2.2). Le pouvoir irritant
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d’une substance est li€ (1) a sa capacité a rompre et/ou pénétrer la barriere cutanée (cf. encadré
n°2) et (ii) a sa toxicité conduisant a la perturbation des membranes des cellules cutanées.
L’effet des irritants sur les cellules se caractérise par une perturbation du
fonctionnement des cellules. L hétérogénéité des propri€té€s physicochimiques des molécules
irritantes explique des effets variables sur les cellules. Les solvants et les détergents pertubent
les membranes cellulaires et leur fluidité par leur actions sur les lipides, comme le sulfate de
sodium dodecyl (SDS) appelé aussi sulfate de sodium lauryl (SLS) souvent utilisé dans les
études. Les acides et les alcalins modifient le pH membranaire, ce qui a de nombreuses
conséquences sur le métabolisme cellulaire. De nombreux chimiques perturbent ainsi les
échanges cellulaires avec ’extérieur. Ces modifications induisent 1’activation et/ou la mort
des cellules par apoptose ou par nécrose suivant la nature et la dose de I’irritant. Ces cellules
vont ainsi libérer des médiateurs pro-inflammatoires (histamines, prostaglandines,
cytokines...) qui seront responsables de 1’activation du systéeme immunitaire inné cutané
induisant I’inflammation. Le pouvoir irritant dépend de la dose, de la durée et de la fréquence
d’exposition, mais aussi de facteurs environnementaux (pollution, stress, infection...) et
génétiques, il est donc difficile de prévoir chez un individu donné les effets d’un produit
donné. En fait tout chimique est un irritant cutané potentiel, un faible pouvoir irritant et une
exposition relativement limitée fait apparaitre certains chimiques peu irritants comme non

irritants.

1.2. Les modeles de prédiction de pouvoir irritant

Divers modeles in vivo et in vitro ont été développés afin de déterminer le pouvoir
irritant d’un chimique et ainsi d’étre classer par la législation européenne. Les premiers

modeles décrits sont des tests in vivo sur des animaux.

1.2.1. Les modéles in vivo

Le mod¢le de Draize est historiquement le test de prédiction d’un irritant le plus
utilisé. Il consiste a appliquer sur la face dorsale de 3 a 6 lapins albinos, le chimique d’intérét
de facon semi-occlusive (gaze) pendant 24 heures, puis un score est attribué en fonction des
observations cliniques sur le site d’application aprés 24, 48 et 72 heures (cf. Figure 11).
Cependant la reproductibilité et la prédiction par rapport aux résultats obtenus chez ’homme

restent faibles (Basketter et al., 1997), malgré (i) des modifications de procédure au niveau de
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Encadré n°2

La pénétration de la barriére cutanée

Pour qu’une substance soit irritante et/ou allergisante, elle doit tout d’abord pénétrer la
barriere cutanée protégée par la couche cornée riche en protéines et en lipides.

Pour les chimiques hautement irritants dit corrosifs, comme les acides et les alcalins
forts, le contact avec la surface de la peau est suffisant. En effet, ils sont capables de dissoudre
la couche cornée et d’entrainer la coagulation des protéines.

Les autres chimiques doivent traverser la couche cornée pour exercer leur propriétés
toxiques. En plus de facteurs intrinséques de la peau (hydratation, age, variabilité anatomique,
métabolisme enzymatique, pathologie...), plusieurs propriétés du chimique facilitent la
pénétration de I’épiderme via la couche cornée: sa forte hydrophobicité, 1’absence de
groupements chargés, son coefficient de partition, son faible encombrement stérique et son
faible poids moléculaire (<1000 Da) (Basketter, 1998; Berard et al., 2003). Il est ainsi
possible par des analyses de relation entre la structure et 1’activité (SAR) de déterminer le
potentiel toxique d’une substance. Ces parameétres ne donnent cependant qu’une mesure
indirecte de la quantité réelle qui atteint sa cible (épiderme ou derme selon I’action du

chimique), qui dépend aussi de la dose appliquée.

Grade Description de la réponse
0 Aucune réaction
+ Réaction positive faible (érythéeme souvent peu sévére ou

déshydratation au site d’application)

++ Réaction positive modérée (érythéme visible parfois étendu)

+++ Réaction positive forte (érytheme fort souvent étendu avec un cedéme)

Figure 11. Evaluation clinique de la réaction irritante.
D’apres Basketter ef al., 1997
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I’application du chimique, avec (ii) des produits de référence pendant plusieurs jours,
et (iii) au niveau du nombre (statistiquement plus important) et du choix des animaux
(cobayes, souris) (Andersen et al., 2006; Wahlberg, 1993). Ce mod¢le est encore utilisé pour
classifier les irritants de fagcon plus ou moins comparable a celle chez I’homme. La recherche
de méthodes alternatives a ’utilisation d’animaux a conduit au développement de nombreux

modeéles in vitro.

1.2.2. Les modéles in vitro et in silico

Les mod¢les in vitro consistent a évaluer différents changements physiologiques telles
la cytoxicité, ’altération tissulaire et cellulaire, et la réponse inflammatoire sur des mod¢éles
ex-vivo (biopsies de peau, peau issue de chirurgie esthétique) ou de cultures cellulaires (KC,
fibroblastes, peau reconstituée a partir de cellules sur un biofilm) (Basketter et al., 1999;
Netzlaff et al., 2005). Par exemple, le chimique d’intérét est incubé sur une peau reconstituée
a partir de culture de KC humains sur un filtre de polycarbonate, puis la viabilité des cellules,
la sécrétion et I’expression d’IL-1o et d’IL-8, et la morphologie du « tissu » sont évaluées
apreés 24 heures (de Brugerolle de et al., 1999). Cependant aucune méthode de prédiction in
vitro n’a ¢été validée par le Centre Européen de Validation des Méthodes Alternatives
(ECVAM), notamment a cause de la faible reproductibilité lors des transferts de technologies
entre laboratoires. L utilisation de tels modéles est donc limitée (Botham, 2004; Kandarova et
al., 2005).

Une méthode in silico appelée QSAR (relation structure-activité quantitative) permet
de prédire la toxicit¢é d’un chimique a partir de sa structure et de ses propriétés
physicochimiques. Cette analyse utilise des méthodes statistiques afin de corréler des données
biologiques des mode¢les in vivo avec des modeles structuraux. Dans le cas de I’irritation, le
modele lapin du test de Draize sert de base de données biologiques. Par exemple le systéme
d’expertise appelé DEREK (Deductive Estimation of Risk from Existing Knowledge) a
permis de réaliser une base de données toxicologiques a partir de 1’identification de sous-
structures associées a certains types d’activités toxiques (Barratt, 2000; Sanderson and
Earnshaw, 1991). Ces méthodes d’analyses statistiques deviennent de plus en plus robustes
mais nécessitent encore d’étre affinées: par le choix des données biologiques avec
I’utilisation des tests sur I’homme, et par la prise en compte du métabolisme cutané qui peut

modifier la structure d’un chimique et devenir moins ou au contraire plus irritant.
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1.2.3. Les tests chez I’homme

Chez ’homme 1’utilisation de patch est la méthode la plus courante et la plus proche
des conditions réelles d’exposition par rapport aux tests de scarification (Frosch and Kligman,
1976) ou d’applications répétées du chimique (Bowman et al., 2003). La méthode consiste a
appliquer pendant 4 heures une quantité standardisée du chimique a tester sur la peau d’un
volontaire sous un patch occlusif. Pour éviter toute réaction exacerbée, le test est surveillé 15
min, 30 min puis toutes les heures suivant I’application (Basketter et al., 1997). Puis un score
est attribué en fonction des observations cliniques sur le site d’application, de la méme facon
que pour le modele du lapin de Draize (cf. Figure 11). Les chimiques sont classés comme non
irritant, irritant ou corrosif, correspondant pour la 1égislation européenne a non classé, R38 ou
R34 respectivement (cf. Figure 12). Basketter ef al. montrent que sur 20 chimiques considérés
comme irritants par la législation européenne (basée sur le modele du test de Draize) seuls
huit sont effectivement irritants chez I’homme (Basketter et al., 1997) (cf. Figure 13). Cette
méthode de patch est fondée sur des principes éthiques avec une exposition progressive au

chimique en présence de contrdles irritants positifs.

Une approche complémentaire intéressante pour déterminer le pouvoir irritant d’un
nouveau chimique serait ’utilisation dans une premicre étape de 1’analyse QSAR, et en
absence de forte toxicité déterminer une dose a appliquer afin de le tester sur un modele

animal, avant de le tester chez ’homme.

Réponse clinique Classification de la CE
Corrosion* R34
Irritation
significative R338
Irritation ,
) Non classé
mineure
Aucun effet

Figure 12. Nomenclature des substances irritantes selon la communauté

européenne (CE). D’aprés Basketter et al., 1997
* : une corrosion entraine une destruction irréversible des tissus de la peau

44



Classification d’apres

Chimique Classification de la CE les tests humains
Chlorure de benzalkonium R34 R38
Acide octanoique R34 R38
SDS (20%) R38 R38
Hydroxide de sodium (0,5%) R38 R38
Décanol R38 R38
Percabonate de sodium R38 NC
Acide acétique (10%) R38 NC
Eugénol R38 NC
Acide hydrochlorique (10%) R38 NC
SDS (10%) NC R38
Acide lactique NC R38
Isopropanol NC NC
Polyéthylene glycol NC NC

Figure 13. Classification de chimiques irritants selon la constitution européenne

(CE) et les résultats de patch tests humains. D’aprés Basketter ez al., 1997.
NC : non classé, R38 : irritant, R34 : corrosif.
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2. Les hapténes

2.1. Les caractéristiques chimiques

Les hapteénes sont des chimiques hautement réactifs, qui en plus d’étre plus ou moins
irritants, sont capables de se lier de fagon covalente ou non covalente avec certains acides
aminés des protéines. Ces molécules sont des composés chimiques de faible poids
moléculaire (inférieur a 1000 Da), capables de pénétrer a travers une peau saine (cf. encadré
n°2). Leur faible poids moléculaire et leur liaison aux protéines sont indispensables pour
induire une réponse immunitaire. A 1’exception des métaux, comme le nickel, qui établissent
des liaisons faibles avec des acides aminés, la majorit¢ des hapténes (2,4-
dinitrofluorobenzeéne, DNFB ; 2,4-dinichlorofluorobenzéne, DNCB ; Héxyl cynnamaldéhyde,
HCA...) correspond a des molécules électrophiles qui interagissent de fagon covalente avec
des résidus nucléophiles de protéines cutanées. Cette réaction est sélective : un haptene se fixe
sur un acide aminé particulier (DNFB-lysine, nickel-histidine). Ces liaisons hapténe/acide
aminé sont suffisamment stables pour engendrer des modifications de la reconnaissance
antigénique des peptides du soi et induire ainsi une réponse contre les protéines hapténisées.
Les hapteénes peuvent se lier aux protéines exogenes (sérum), endogénes ou directement aux
peptides situés dans la poche des molécules du CMH-I et CMH-II a la surface des cellules.

Les hapteénes capables d’induire une DAC sont des molécules présentes dans
I’environnement quotidien et professionnel : métaux, détergent, solvant, cosmétiques, plantes,
textiles, goudron, médicaments... Les hapténes doivent parfois subir des transformations

chimiques dans la peau pour véritablement acquérir leur propriété de liaison aux protéines.

2.2. Le métabolisme cutané

Certains hapteénes ne sont pas capables d’interagir directement avec des protéines, ce
sont des prohapténes. Leur métabolisation par des enzymes cutanées, 1’oxydation ou
I’exposition aux rayons UV est nécessaire pour les transformer en métabolites réactifs
(eugénol, paraphénylénediamine, cinnamaldéhyde...) (Griem et al., 1998). La cellule dispose
de processus de détoxification permettant d’¢liminer les métabolites réactifs, mais leur
accumulation suite a une dose trop forte ou a un défaut dans leur élimination peut conduire a
une cytotoxicité et a leur fixation en grand nombre sur des protéines cellulaires.

Par exemple la cinnamaldéhyde correspond a un métabolite issu de la réaction

enzymatique de 1’alcool cinnamique (chimique non hapténe) par 1’alcool déshydrogénase
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(ADH) cellulaire (Basketter, 1992; Smith et al., 2000). Ce métabolite réactif est ensuite
détoxifié par I’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) ou ’ADH en acide cinnamique, un dérivé
plus hydrophile qui est plus facilement ¢éliminé, ou par sa conjugaison au glutathion
(directement ou via la glutathion-S-transférase) (cf. Figure 14). Ainsi la rupture de 1’équilibre
entre ’activation et la détoxification de la cinnamaldéhyde peut entrainer 1’accumulation de

ce métabolite réactif dans la cellule, capable alors d’interagir avec des protéines.

Liaison avec le glutathion

(DETOXIFICATION)
ADH
ADH
ACTIVATION ALDH
Alcool cinnamique P E— ——» Acide cinnamique
Prohapténe DETOXIFICATION DETOXIFICATION

Liaison covalente a
des protéines cutanées

Figure 14. Métabolisme cutané du cinnamaldéhyde et de alcool cinnamique.
D’apres Smith et al. 2000

2.3. Le pouvoir sensibilisant et ses facteurs

Les hapténes n’ont pas tous la méme capacité de sensibilisation. On distingue les
haptenes dits forts voir extrémes, capables d’induire une sensibilisation chez une majorité
d’individus, ce sont des hapténes expérimentaux absents dans la vie quotidienne comme le
DNFB et I’oxazolone. Les hapténes dits modérés voire faibles n’affectent qu'une partie tres
restreinte de la population exposée, c’est la cas du nickel et de la paraphénylénediamine (cf.
Figure 15). Le pouvoir sensibilisant correspond a la dose nécessaire d’hapténe pour induire
une sensibilisation : plus une dose élevée est nécessaire pour sensibiliser 1’individu, plus le
pouvoir sensibilisant de I’hapténe est faible (Gerberick et al., 2004). 11 dépend de la nature du
chimique qui influence la pénétration, la fixation de ’hapténe sur des protéines et la toxicité
responsable du déclenchement de I’inflammation cutanée. Cependant la dose a laquelle

I’individu est exposé est aussi un facteur important dans la sensibilisation : a tres faible dose,
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un haptene n’est pas allergisant mais au contraire peut induire une tolérance (Steinbrink et al.,
1996). La détermination du pouvoir sensibilisant ne refléte pas tout a fait la fréquence de
DAC rencontrée chez les individus. En effet, le nickel qui est un hapténe faible, est la cause la
plus fréquente de DAC en Europe, du faite de la fréquence d’exposition dans la vie
quotidienne. D’autres facteurs environnementaux sont également importants comme le stress
(Saint-Mezard et al., 2003a), I’infection et des prédispositions génétiques qui favorisent la
sensibilisation d’un individu a un hapténe (Proksch et al., 2006). Cependant la comparaison
de pouvoirs sensibilisants de différents hapténes a 1’avantage de classer les chimiques
potentiellement plus « réactifs » (cf. Figure 15), et ceci grace a des modeles de prédiction de

pouvoir sensibilisant.

2.4. Les modé¢les de prédiction de pouvoir sensibilisant

2.4.1. Les modéles in vivo

Pendant plusieurs décennies le cobaye a été 1’animal de choix pour les études de
prédiction du pouvoir sensibilisant cutané (Basketter et al., 1999). Le plus utilisé est le Guinea
Pig Maximisation Test (GPMT), qui consiste en 6 injections du chimique plus adjuvant par
voie intra-dermique le premier jour du test, sur une dizaine de cobayes. Le 7°™ jour un patch
occlusif est disposé pendant 48 heures sur les sites d’injections afin de sensibiliser les
cobayes. Puis 2 semaines plus tard (jour 21), la révélation de la réaction est réalisée pendant
24 heures par un patch occlusif, appliqué aussi en paralléle sur un groupe contrdle de cobayes
non sensibilisés. Ensuite la réaction inflammatoire est évaluée 24 et 48 heures plus tard
(Magnusson and Kligman, 1969). L’injection par voie intra-dermique du chimique avec un
adjuvant, ne reflete pas les conditions réelles de contact avec un chimique. Et malgré
’¢élaboration de protocoles plus adaptés, la reproductibilité et I’interprétation des résultats
sont contestées (Frankild et al., 1996; Kligman and Basketter, 1995). Plusieurs stratégies ont
¢été adoptées pour limiter ces défauts, mais le développement de nouvelles approches plus
efficaces en fait un modele de moins en moins utilisé.

La méthode du Local Lymph Node Assay (LLNA) est basée sur 1’étude de la
prolifération cellulaire de ganglions drainants le site d’application du chimique dans un
modele de souris (Basketter et al., 1996; Kimber et al., 2001). Cette approche définie un
chimique comme sensibilisant lorsque la prolifération est supérieure ou égale a 3 fois celle du

véhicule (utilis¢ pour diluer le chimique), pour la concentration testée (Basketter et al., 2000).
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Chimique Source Pouvoir sensibilisant
Oxazolone Chimie Extréme
p- Phénylénediamine Cosmétique (colorant capillaire) Extréme
2,4-Dinitrofluorobenzene Chimie Extréme
2,4-Dinitrochlorobenzéne Chimie Extréme
Glutaraldéhyde Conservateur, antiseptique Fort
Formaldéhyde Cosmeétique, textile, résine Fort
Aldéhyde cinnamique Parfum, arome Fort
Eugénol Cosmétique, antiseptique Moyen
Aldéhyde héxylcinnamique Cosmétique (parfum) Moyen
Hydroxycitronellale Cosmétique (parfum) Moyen
Linalool Cosmeétique (parfum) Moyen
Citral Parfum, ar6me Moyen
Vanilline Parfum, ar6me Faible
Propyl paraben Cosmétique Faible
Amoxicilline, cyanamide, Médicament Faible

cetrimide

Figure 15. Classification de chimiques sensibilisants selon leur potentiel de
sensibilisation chez ’homme. D’aprés Basketter et al., 2005
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Cette méthode manque cependant de sensibilité pour détecter les chimiques les plus
faiblement sensibilisants et donne également des faux positifs (Loveless et al., 1996). Elle
présente I’avantage de diminuer le nombre d’animaux utilisés qui, de plus, sont sacrifer avant
de développer cliniquement la pathologie. Ce modele a été validé par le Comité International
de Coordination de la Validation des Méthodes Alternatives (ICCVAM) et est utilisé pour
classer les hapténes en fonction de leur pouvoir sensibilisant (cf. Figure 15) (Gerberick et al.,
2004). Cette classification correle avec les résultats obtenus chez I’homme qui permettent de
confirmer I’absence d’activité sensibilisante d’une formule sous certaines conditions
d’utilisation et d’exposition. Cependant ces tests chez ’homme ne permettent en aucun cas de
déterminer le réel pouvoir sensibilisant du chimique (Kimber et al., 2001; Roggeband et al.,

1999).

2.4.2. Les modéles in vitro

Comme pour la détermination d’un pouvoir irritant, des modeles alternatifs se
développent mais I’activation de la réponse immunitaire spécifique est difficile a reproduire in
vitro puisqu’elle nécessite de nombreux acteurs cellulaires qui ne résident pas dans la peau.
Ils vont ainsi étre centrés sur une étape précise de la réponse immunitaire. De nombreux
modeles portent sur I’activation de la CD, impliquée dans la capture et la présentation de
I’hapténe en tant qu’antigeéne, ou sur I’activation des LT qui générent la réponse spécifique
(Kimber et al., 1999). Par exemple, des études montrent la sécrétion d’IL-1f par les CL en
présence d’allergenes et non en présence d’irritants (Enk et al., 1993a; Enk and Katz, 1992a).
Une méthode consiste a générer des CL a partir de sang humain et de suivre 1’expression
d’IL-1B en présence du chimique dans la culture cellulaire (Pichowski et al., 2001). Mais les
chimiques ne sont pas toujours solubles et les résultats restent encore peu sensibles, stirement
a cause de la réduction de ces modeles a un type cellulaire dans un réponse inflammatoire qui
compte de nombreux acteurs différents qui coopérent.

Une autre stratégie consiste a déterminer plusieurs marqueurs spécifiques de
I’activation de la sensibilisation. Ainsi les micropuces a ADN se développent dans ce
domaine et permettent par exemple de visualiser ’effet d’un hapténe sur 1’expression de
plusieurs milliers de génes de CD générées a partir de sang humain (Gildea et al., 2006;

Pennie and Kimber, 2002).
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2.4.3. Les modéles in silico

La méthode de relation structure-activité (SAR) permet de déterminer le pouvoir
sensibilisant d’un chimique a partir de I’'index relatif d’alkylation (RAI) basé sur
I’hydrophobicité, les propriétés électrophiles et la dose. L’approche QSAR plus empirique (cf.
chapitre 11-1.2.2) permet aussi a partir du modeéle in vivo de cobayes (GPMT) de déterminer
un risque de pouvoir sensibilisant (résumé dans(Basketter, 1998). Cependant cette étude reste
restreinte a certains types de chimiques et ne prend pas en compte leurs propriétés
physicochimiques. Par contre, les données du LLNA ont permis de relancer le QSAR avec

comme pour les irritants, le systéme d’expertise DEREK (cf. chapitre I1-1.2.2).

3. Les pathologies humaines de dermatites irritante et allergique de contact

3.1 La dermatite irritante de contact

Bien que la DIC soit moins étudiée que la DAC, elle représente 60% a 80% des
dermatites de contact professionnelles (Belsito, 2005). La DIC est le résultat d’une réponse
immunitaire cutanée non spécifique qui peut étre d’origine physique et plus fréquemment
chimique. Cette dermatite peut étre définie comme étant causée par un agent externe qui
génére une réaction inflammatoire cutanée directe. Selon la nature, la concentration et le
temps d’exposition de I’irritant, les caractéristiques cliniques peuvent étre différentes (Willis
et al., 1989), d’autant plus que d’un individu a I’autre les réactions varient aussi (Smith et al.,
2004).

La DIC est difficilement différenciable de la DAC d’un point de vue histologique et
clinique. Cependant la pycnose (rétraction du noyau correspondant a une lésion nucléaire
irréversible témoignant de la mort cellulaire) et la prédominance de vésicules superficielles
(soulevements épidermiques) contenant des cellules polynucléaires sont caractéristiques de la
DIC (cf. Figure 16). Chez le sujet atteint, la DIC est responsable d’une sensation de brilure
qui reste localisée. Ce sont les mains qui sont le plus souvent affectées car elles sont les plus
en contact avec les produits chimiques. Différents types de DIC sont décrites (Basketter et al.,
1999; Krasteva et al., 1999b):

- La DIC aigué, au contact d’irritants forts, présente au site de contact un érythéme

(rougeur) avec des vésicules et un cedéme (gonflement). Le cas le plus fréquent est

une exposition accidentelle au travail.
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épiderme nécrotique

Epiderme
JDE épiderme hyperplasique
vésicules superficielles
Derme infiltrat cellulaire

1. Coupe histologique caractéristique dune peau atteinte de DIC.
Coloration hématoxiline et éosine.

2. Photographies d’une dermatite allergique de contact au chrome(utilisé
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3. Coupe histologique caractéristique de peau atteinte de DAC
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Figure 16. Photographies cliniques et histologiques de la DIC et de la DAC
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La DIC aigué retardée est une DIC aigué mais qui n’apparait que 8 a 24 heures apres
I’exposition a certains chimiques (anthraline, epichlorhydrine, oxyde d’éthyléne...).
La réaction irritante correspond au développement d’érythémes et de gercures les
premiers mois d’exposition répétée de ’individu a un irritant et/ou lors de travaux
fréquents dans des conditions humides (coiffeurs, nourrisses, femmes de ménage...).
La réaction irritante génere des altérations de la peau invisibles chez la majorité des
individus, mais elle évolue souvent en DIC cumulative.

La DIC cumulative est la dermatite de contact la plus fréquente. Elle se développe
suite a des contacts répétés avec des irritants a intervalle de temps insuffisants pour la
guérison. L’inflammation est alors plus importante, 1’érythéme et les gergures sont
associés a une peau seche avec une hyperkératose et une lichenification (éruptions
papuleuses avec ¢épaississement de D’épiderme provoquant de violentes
démangeaisons).

La dermatite irritante traumatique se développe lentement aprés un traumatisme aigu
de la peau (brilure, lacération...). Elle reste peu fréquente mais peut entrainer des
gercures et une lichenification avec une guérison relativement longue.

La dermatite pustuleuse et acnéiforme se caractérise par la formation de pustules, de
papules et de comédons aprés contact avec des cosmétiques, des huiles, des métaux,
des graisses, du goudron...

La dermatite subjective correspond a une irritation de la peau non visible cliniquement
mais avec des sensations de démangeaisons, de piqlires ou de picotements souvent au

niveau du visage. La pathophysiologie n’est pas connue.

3.2. La dermatite allergique de contact

La DAC est une forme d’HSRC correspondant a une réponse immunitaire générée par

les LT, qui se déroule en deux étapes (cf. chapitre III-1). La premiere, généralement

silencieuse du point de vue clinique, correspond au premier contact avec l’hapteéne, qui

aboutit a la sensibilisation de 1’individu. Puis la seconde, suite a un autre contact avec ce

méme hapténe (sur le méme site ou a un site distinct) génére une inflammation due au

recrutement de LT spécifiques de 1’hapteéne avec le développement de signes cliniques.

Chez les individus sensibilisés, la DAC apparait et se développe 24 a 96 heures apres

le contact avec I’haptene. Elle est localisée au site de contact avec un érythéme et un cedéme
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qui évoluent en papules, vésicules suintantes et couvertes de croltes (cf. Figure 16).
Contrairement a la DIC qui est douloureuse comme une briilure, la DAC s’accompagne
d’intenses prurits (vives démangeaisons). De plus elle peut s’étendre et méme se propager a
des sites distants du site de contact, souvent de fagon symétrique.

On distingue la DAC aigué de chronique par la présence d’une spongiose qui résulte
d’un cedéme intercellulaire épidermique. La spongiose est souvent limitée aux couches
inférieures de 1’épiderme, mais dans le cas de réaction sévere elle peut affecter les couches
supérieures. Dans la phase aigué, I’accumulation intense de fluide entraine la formation de
vésicules qui peuvent rompre a la surface de 1’épiderme (cf. Figure 16). Les vaisseaux
papillaires sont dilatés avec un infiltrat périvasculaire lymphohistiocytique et la partie
supérieure du derme est oedémateuse. L’infiltrat s’étend jusque dans 1’épiderme et
s’accumule dans les vésicules spongiotiques. Dans la phase chronique de la DAC, la
spongiose diminue, 1’épiderme devient hyperplasique (résistant et imperméable) et une
parakératose (kératinisation anormale avec absence de la couche granuleuse et persistance de

noyaux pycnotiques) se développe (Krasteva et al., 1999b).
Une meilleure compréhension de la physiopathologie des dermatites de contact ces

derniéres années, a permis de mieux identifier le type de dermatites et les facteurs mis en

cause, et ainsi de mieux les traiter.
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III- LA PHYSIOPATHOLOGIE DES DERMATITES IRRITANTE ET
ALLERGIQUE DE CONTACT

1. Schéma général

La physiopathologie de la DAC est caractérisée par deux phases : la sensibilisation et
I’¢licitation (cf. Figure 17). La phase d’élicitation est a présent bien connue (cf. chapitre III-
4), contrairement aux événements précoces qui se déroulent les heures suivant I’application
d’un hapténe pendant la sensibilisation. De part son pouvoir irritant, un hapténe est capable
d’activer ’'immunité innée cutanée. Ainsi nous allons nous intéresser dans un premier temps a
la physiopathologie de I’irritation cutanée induite par les xénobiotiques, avant de décrire le
développement de la réponse spécifique.

Une partie des connaissances de la physiopathologie de la DIC et de la DAC est basée
sur des études chez I’homme, principalement a partir de biopsies de peau (au site du patch
test) ou de prélévements sang de patients qui permettent de visualiser les cellules présentes et
de déterminer 1’expression de cytokines (Sebastiani et al., 2002). Mais la quantité de matériel
biologique est faible et 1’étude des mécanismes en amont reste trés limitée. Ainsi la majorité

des connaissances vient de modeéles in vivo chez la souris et in vitro.
2. Les modéles d’étude

2.1. Les modéles d’étude in vitro

Les mod¢les d’étude in vitro de la DIC et de la DAC portent principalement sur la
sécrétion de cytokines pro- et anti-inflammatoires. Par exemple pour I’étude de la DIC, des
lignées cellulaires de KC, murines ou humaines, sont mis en culture en présence du chimique
d’intérét, et I’effet des chimiques est ensuite détecté par la mesure de la sécrétion de cytokines
par RT-PCR ou dosage ELISA (Effendy et al., 2000; Wilmer et al., 1994). Plus récemment la
mise au point de modéles de peaux reconstituées est aussi utilisée dans ce type d’étude (Blaha
et al., 2000; Fletcher et al., 2001). Certaines équipes utilisent des modeles ex-vivo plus
proches de la réalité, en réalisant des cultures de KC ou de fibroblastes a partir de
prélevements de peau humaine (Newby et al., 2000) ou en cultivant 1’explant de peau entier
en présence du chimique, afin d’étudier la migration des CD et des CL qui vont ainsi se
retrouver dans le milieu de culture (Jacobs et al., 2006). Pour la DAC en particulier, les

modeles in vitro sont utilisés pour étudier un type cellulaire défini comme les LT, les CD ou
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Figure 17. La physiopathologie de la dermatite allergique de contact.

L’application épicutanée de I’hapténe induit une activation du systéme immunitaire inné cutané (étape 1), associée a la migration et la maturation
des cellules de Langerhans (CL) et des cellules dendritiques (CD) du derme qui présentent I’hapténe en tant qu’antigene (Ag) aux lymphocytes T
(LT) dans le ganglion drainant (étape 2). Ces CD activent des populations LT spécifiques CD8" effectrices et CD4" régulatrices (étape 3) qui
vont ensuite recirculer en périphérie (étape 4). Lors d’un deuxiéme contact avec le méme hapténe, les LT CD8" spécifiques sont recrutés dans la
peau et activés (étape 5). De part leur cytotoxicité et leur production d’IFN-y, les LT CDS8" effecteurs sont responsables de la mise en place de
I’inflammation et de la Iésion d’eczéma (étape 6) qui va étre résolue lors de ’arrivée secondaire de LT CD4" régulateurs sécrétant des QSWEQ%
anti-inflammatoires (étape 7).
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les CL souvent générées a partir de monocytes différenciés in vitro. L’analyse porte sur la
sécrétion de cytokines, et I’activation lymphocytaire induite par les CD présents en culture.
Cependant, ces modeles in vitro restent limités par rapport a la complexité des

interactions des différents types cellulaires mise en jeu dans la peau et les ganglions.

2.2. Les modéles d’étude in vivo

La souris est le modéele le plus utilis¢ dans 1’étude de la DIC et de la DAC. Pour
I’étude de la DAC le protocole classique est ’HSRC, décrit a 1’origine par Gad et al. (Gad et
al., 1986). L’animal est sensibilisé par une ou plusieurs doses d’hapténe, souvent sur la face
ventrale préalablement rasée. Puis 5 a 7 jours plus tard, 1’¢licitation de la réponse, appelée
aussi « challenge », s’effectue a une dose non irritante du méme haptene sur une oreille de
souris sensibilisée ; et sur 1’autre oreille controle, seul le véhicule dans lequel le chimique a
été dilué est appliqué. Des souris contrdles non sensibilisées regoivent une seule application
de I’hapteéne sur Ioreille, ce qui permet d’évaluer le pouvoir irritant de 1’hapténe. Différentes
voies de sensibilisation sont possibles afin d’étudier en particulier le role des CD et des LT.
L’inflammation (cedéme) de 1’oreille est mesurée par le MEST (Mouse Ear Swelling Test) (cf.
Figure 18). L’analyse de I’étude porte ainsi principalement sur 1’oreille qui est utilisée comme
site d’application du chimique et permet de suivre I’inflammation (i) en mesurant 1’épaisseur
de I’oreille mais aussi (ii) pour en extraire facilement I’ARNm afin d’étudier I’expression de
cytokines (Enk and Katz, 1992a; Kondo et al., 1994), (iii) visualiser les cellules résidentes et
recrutées par immunohistochimie ou cytométrie en flux. La réponse immunitaire
correspondante est facilement accessible grace a 1’étude des cellules présentes dans les
ganglions drainants et la rate (Le Borgne et al., 2006). Cependant ce modéle permet de suivre
uniquement la réponse spécifique.

Un autre mod¢le a été récemment développé au sein du laboratoire, le PACS (Primary
Allergic Contact Sensitivity). Ce test permet de suivre, sur le méme site, I’irritation cutanée et
I’HSRC. Dans ce modéle, les souris regoivent une seule application de I’hapténe sur 1’oreille.
Les heures suivant 1’application, les souris développent une réaction inflammation non
spécifique, dépendante de la dose utilisée. L’inflammation diminue dans les jours suivants,
puis 5 a 6 jours plus tard, I’inflammation spécifique se développe sur le méme site, ceci grace
a la persistance de 1’hapténe pendant plusieurs jour au site d’application cutané (Saint-Mezard

et al., 2003b).
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3. L’activation de 'immunité innée par les xénobiotiques (DIC)

Les hapteénes et les irritants sont capables d’induire tous deux une irritation cutanée.

Pour plus de clarté, nous définissons ainsi comme xénobiotiques : les hapténes et les irritants.

3.1. Généralités

L’activation de I’'immunité innée résulte de DI’effet cytotoxique direct d’un agent
chimique ou physique sur la peau. Les xénobiotiques générent une irritation chez la majorité
des individus lorsqu’ils sont appliqués en concentration suffisante pendant une durée
adéquate. Comme décrit précédemment, il existe différentes formes de DIC, les mécanismes
sont similaires mais pour simplifier la compréhension du déroulement des différentes étapes
de la réponse inflammatoire innée, nous allons nous intéressés a la DIC aigué€ qui correspond
a I’établissement d’une inflammation non spécifique dans une peau saine.

Avec la diversité des modéles décrits dans la littérature, il est difficile d’établir un
profil d’expression de cytokines caractéristique de la DIC ou de la DAC et généralisable a
tous les xénobiotiques. Tout d’abord en fonction du xénobiotique utilis¢é la réponse
inflammatoire peut étre différente (Willis et al., 1989; Wilmer et al., 1994). Ensuite, en
fonction du modele utilis¢, selon si I’étude est réalisée in vivo sur la peau dans son ensemble
(Holliday et al., 1997) ou uniquement sur les KC (Enk and Katz, 1992a), ou in vitro sur des
KC en culture (Kock et al., 1990), les profils des cytokines peuvent varier. De plus, la
sensibilité de la technique choisie peut jouer sur la détection de cytokines qui ont leurs effets a
des taux relativement faibles. La technique de RT-PCR semble plus sensible que la technique
d’ELISA, bien que la quantit¢ d’ARNm ne refléte pas toujours la présence de protéines
bioactives. Enfin la réponse inflammatoire est dépendante du fond génétique des souris
(Nakae et al., 2001), il existe donc des différences intra-espeéces mais également inter-especes.
Les événements décrits au cours de I’irritation cutanée ne reflétent qu'une vision généralisée
de I’irritation cutanée et ne sont pas toujours formellement démontrés.

Les réponses moléculaires et cellulaires qui suivent le contact avec un xénobiotique
restent encore mal comprises. Mais plusieurs mécanismes potentiels peuvent étre considérés :
(1) la rupture de la couche cornée induisant la perte d’eau et/ou la pénétration de la substance
irritante, (ii) la rupture ou la perturbation des membranes des KC libérant des médiateurs pro-
inflammatoires, (iii) la synthése de médiateurs inflammatoires par les cellules cutanées, (iv) la

cytotoxicité due a la libération des médiateurs ou des enzymes de destruction tissulaire et (v)
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des effets directes sur les vaisseaux sanguins du derme et les molécules d’adhésion générant

un infiltrat inflammatoire (cf. Figure 19).

3.2. La pénétration dans la peau et la perte d’eau

La peau grace notamment a la couche cornée, est une véritable barriére biologique qui
préserve le corps de toutes influences extérieures et de perte d’eau endogene. Cependant
certaines substances sont capables d’altérer la couche cornée grace a leurs propriétés
physicochimiques. Celles-ci facilitent leur pénétration dans les couches plus profondes de
I’épiderme (cf. encadré n°2) entrainant une perte d’eau transépidermique.

Les KC représentent la majorité des cellules épidermiques, elles sont donc les
premicres cellules avec les CL a répondre en présence d’un xénobiotique. Mais le
xénobiotique va diffuser dans toutes les couches de la peau et ainsi activer toutes les cellules
résidentes comme les mastocytes, les fibroblastes, les macrophages et les CD. Cette activation

de la réponse innée est initiée par le signal de danger généré par le toxique.

3.3. Le signal de danger

Les xénobiotiques induisent un signal de danger qui conduit a 1’activation de
I’immunité innée et qui est indispensable pour induire une réponse immunitaire spécifique. En
effet, des souris déficientes en FcyR, chaine du récepteur de forte affinité a I’'IgE exprimé par
les mastocytes et les basophiles et du récepteur IgG présent sur la plupart des cellules du
systétme immunitaire, ne présentent pas d’activation de I’immunité innée, mais développent
une réponse spécifique normale (Takai et al., 1994). Ces souris déficientes en FcyR présentent
une réponse spécifique a oxazolone diminuée par rapport aux souris sauvages, montrant
I’importance de I’activation de I’immunité innée par les propriétés irritantes de 1’hapténe dans
le développement de la réponse spécifique (Zhang and Tinkle, 2000). D’autres études
montrent que les irritants ont un réle adjuvant dans la réponse allergique d’un individu a un
haptene (Agner et al., 2002; McLelland et al., 1991)

Par ailleurs, Grabbe ef al. montrent que le potentiel irritant d’un hapténe est essentiel
pour ’activation de la réponse spécifique. En effet, une dose suboptimale d’oxazolone (non
sensibilisante) induit une réponse spécifique en appliquant a faible dose un autre hapteéne, le

TNCB (Grabbe et al., 1996).
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Figure 19. La physiopathologie de la dermatite irritante de contact.

L’application épicutanée d’un xénobiotique induit 1’activation du systéme immunitaire inné cutané qui se déroule en deux étapes : une phase
précoce d’activation caractérisée par la libération de médiateurs pro-inflammatoires induisant, dans un deuxiéme temps la mise en place de
I’irritation par I’infiltration de nombreux leucocytes dans la peau.

La toxicité du xénobiotique entraine la libération de médiateurs pro-inflammatoires (signal de danger) par les kératinocytes, les mastocytes et
cellules de Langerhans (CL) : I'IL-1a, ’IL-1f, le TNF-a, I’histamine, les éicosanoides (métabolites de 1’acide arachidonique), les résidus libre
oxygénés (ROS) et les anaphylatoxines (C3a, C5a). Ces médiateurs primaires, notamment I’IL-1a et le TNF-o, induisent une cascade de
sécrétion de cytokines secondaires par les cellules résidentes cutanées, principalement par les fibroblastes, qui amplifient ainsi I’inflammation.

La sécrétion de chimiokines comme I’IL-8, I'IP-10 et MIP-2 permet le recrutement de neutrophiles, d’éosinophiles, de basophiles et de
monocytes/macrophages qui sont responsables de I’cedéme. Les cytokines produites par les leucocytes vont amplifier a leur tour I’inflammation
cutanée en recrutant de nouveaux leucocytes. Le role des leucocytes consiste a éliminer 1’agent exogene par phagocytose.

Enfin les cytokines anti-inflammatoires I’IL-10 et le TGF-f participent a la régulation de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires, et les
fibroblastes ainsi que les macrophages initient alors le processus de cicatrisation.

62



Libération et induction de médiateurs primaires Infiltration de leucocytes et sécrétion de cytokines
secondaires
Xénobiotiques —
1 - \ e
- * Couche cornée
[ I i M 1 1 * * *
* * *
* K : * *
* * Epiderme > 3
Kératinocytes *

Fibroblaste
histamine

Macrophage

i\

acide arachidonique
ROS, C3a, C5a

Mastocyte

Monocyte
Vaisseauy|

JDE : Jonction dermo-épidermique

Q3

sanguin

o Basophile

63



Donc I’'immunité spécifique cutanée nécessite deux signaux :

- Dactivation de cellules effectrices spécifiques de 1’antigéne, via le pouvoir
immunogene des hapténes en se liant a des protéines,

- un signal pro-inflammatoire non spécifique de I’antigene, par le pouvoir irritant des
haptenes.

Tous deux sont donc induits par DI’application d’une dose suffisante d’hapténe. Le
deuxiéme signal peut étre considéré comme un signal de danger nécessaire a 1’activation de
I’immunité innée cutanée (Matzinger, 1994; Matzinger, 1998) (cf. chapitre II-1.1). Le mod¢le
de signal de danger est une notion relativement récente qui propose que I’immunité innée soit
plus ancienne que « le syst¢tme immunitaire inné ». La différence est que contrairement au
systéeme immunitaire inné qui est activé par une entité extérieure (bactérie, virus), le modéle
de signal de danger est induit lorsqu’une cellule est stressée, endommagée ou meurt de fagon
non conventionnelle, qu’il y ait un agent exogeéne ou non (Matzinger, 1998). Ce concept de
signal de danger permettrait d’expliquer que, le contexte dans lequel un xénobiotique est
reconnu par le systétme immunitaire, détermine la nature de la réponse : tolérance ou
inflammation. Ainsi, deux personnes dont le seuil de perception est différent pourraient
répondre de fagon opposée avec un contact identique. La traduction de la perception et de la
transmission du danger par le systéme immunitaire correspond initialement a 1’activation de
I’immunité innée. Dans ce sens, nous pouvons émettre 1’hypothése qu’un hapténe faible ne
génére pas de signal de danger, mais des conditions environnementales (frottements,
présences de substances irritantes...) et/ou endogenes (stress psychologique, polymorphismes
génétiques des cytokines...) peuvent induire un signal de danger en synergie avec la présence
d’un haptene faible et ainsi contribuer a la sensibilisation de I’individu.

En conclusion, le signal de danger li¢ a P’activation de I'immunité innée (via les
cytokines pro-inflammatoires) est nécessaire a la sensibilisation par un hapténe et dépend des
caractéristiques  individuelles  (prédispositions  génétiques) et des  conditions

environnementales.
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3.4. La libération de médiateurs pro-inflammatoires

3.4.1. La libération par les KC (IL-1)

La perturbation de la barriére cutanée par des produits irritants déclenche la production
de cytokines inflammatoires par les KC chez la souris et chez I’homme (Nickoloff and Naidu,
1994; Wood et al.,, 1992). Les produits irritants sont capables de rompre la membrane
cellulaire des KC qui libérent ainsi leur cytoplasme contenant notamment de I’IL-1o sous
forme bioactive. Dans un épiderme sain, le réservoir d’IL-la est naturellement éliminé par
desquamation dii au fait que I'IL-la n’a pas de séquence hydrophobe pour la sécrétion
transmembranaire (Welss et al., 2004). Donc la libération d’IL-1a ne s’effectue que d’une
cellule ayant subie des perturbations membranaires (Dinarello, 1998). La rupture
membranaire semble se faire aussi indirectement via le stress oxydatif (Willis et al., 1998). En
effet, les KC produisent de fagon constitutive et suite a I’action de médiateurs inflammatoires
comme I'IL-1a, des réactifs oxygénés ROS. L’analyse des ROS est difficile en raison de leur
trés courte durée de vie, ainsi la présence de stress oxidatif est démontrée indirectement par
I’activité d’enzymes comme la superoxide dismutase (Camera et al., 2003) et la glutathion S-
transférase (Willis et al., 2001), ou encore par la présence d’inhibiteurs de ROS qui
conduisent a une diminution de I’cedéme (Fuchs and Milbradt, 1994). D’autres mécanismes
de perturbations des KC sont proposés comme la modification de la fluidit¢é membranaire ou
I’interaction du chimique avec des protéines transmembranaires qui pourraient induire via des
récepteurs membranaires un signal de transduction initiant la réponse inflammatoire (Welss et
al., 2004).

L’IL-1a est une cytokine primaire dans 1’inflammation, sa libération induit une
véritable cascade inflammatoire (cf. chapitre I1I-3.5). En effet I’injection intradermique d’IL-
la recombinant chez la souris et chez ’homme génére un infiltrat inflammatoire (Camp et al.,
1990; Granstein et al., 1986), de méme des souris transgéniques qui surexpriment I’'IL-1a
développent une inflammation cutanée spontanée (Groves et al., 1995b). L’IL-1a active la
phospholipase A,, une enzyme clef dans I’induction de la cascade de 1’acide arachidonique
(cf. chapitre 1-2.2). Les métabolites actifs issus de ’acide arachidonique, les éicosanoides
(prostaglandines, thromboxanes, leucotrienes) participent localement et de fagon transitoire a
la formation de 1’cedéme, I’invasion leucocytaire, et au niveau cellulaire a la prolifération, la
différenciation et I’apoptose (Marks et al., 1998). L’IL-1a est aussi capable d’augmenter

I’infiltration des leucocytes en induisant 1’expression de molécules d’adhésion a la surface de

65



cellules endothéliales, des fibroblastes et des CD (Groves et al., 1992). Enfin I’IL-1a participe
a la cicatrisation en stimulant la prolifération des KC et des fibroblastes (Kupper and Groves,

1995).

3.4.2. L activation d’anaphylatoxines dans le sérum (C5a, C3a)

Des ¢études in vitro ont montré que la couche cornée est capable d’activer le systéme
du complément et générer 1’anaphylatoxine C5a par une voie indépendante des anticorps
(Tagami, 1992). Ainsi, I’accumulation de matériels de la couche cornée semble jouer un role
crucial dans I’induction de I’inflammation via I’activation du systtme du complément. Le
systetme du complément est directement impliqué dans la réaction inflammatoire du fait de
I’action des anaphylatoxines C3a et C5a (cf. chapitre 1-2.2). C5a augmente la mobilité et le
chimiotactisme des neutrophiles et des basophiles, provoque leur dégranulation et la
production de ROS. Il mobilise aussi 1’acide arachidonique membranaire et augmente
I’expression de molécules d’adhésion, ce qui accroit 1’adhésion des leucocytes a
I’endothélium vasculaire. C5a active aussi les monocytes/macrophages et induit la
dégranulation des mastocytes. Ainsi de facon indirecte, le C5a augmente la perméabilité
vasculaire et la contraction des muscles lisses. Du fait de ses effets inflammatoires puissants,
sa demi-vie est treés courte dans la circulation. L’action de C3a est moindre que celle de C5a,
il provoque une faible agrégation des neutrophiles et une induction de ROS (Roitt et al.,
1997). Cependant, le caractére redondant et interconnecté des systemes d’activation
plasmiques est tel que 1’étude des déficits génétiques en protéines du complément ne révele

pas de diminution des réactions inflammatoires.

3.4.3. La libération par les mastocytes (TNF-a, histamine, bradykinine)

Le TNF-a est stocké sous forme bioactive dans les mastocytes péritonéaux chez la
souris et libéré suite a une stimulation de type IgE/antigéne (Gordon and Galli, 1990), et dans
les mastocytes du derme chez I’homme (Walsh et al., 1991). Lors d’un stimulus
inflammatoire, il est aussi produit par des KC en culture et par des CL enrichies a partir de
biopsies humaines (Kock et al., 1990; Larrick et al., 1989). L’injection d’anticorps anti-TNF-
a chez des souris CBA/Ca abolit la DIC et la DAC (Piguet et al., 1991). En effet, le TNF-a
induit la sécrétion de cytokines inflammatoires secondaires (Kondo and Sauder, 1997) (Banno
et al., 2004), et est capable d’augmenter I’infiltration des leucocytes en induisant 1’expression

de molécules d’adhésion a la surface de cellules endothéliales, des fibroblastes et des CD in
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vivo chez la souris et chez ’homme (Gordon and Galli, 1990; Groves et al., 1995a). Cette
propriété de TNF-a est d’autant plus efficace que les mastocytes, capables de libérer le TNF-
a, sont localisés dans le derme prés des vaisseaux sanguins. Par ailleurs, une étude par puce a
ADN de I’effet de TNF-a sur des KC humains en culture montre que le TNF-a ne semble pas
uniquement impliqué dans ’initiation de I’inflammation mais aussi dans la réparation et la
guérison de la peau (Banno et al., 2004). Cependant le rdle essentiel du TNF-a dans
I’inflammation cutanée reste encore controversé et n’est pas généralisable a tous les cas
d’irritation. Ainsi, une inflammation cutanée n’est pas toujours dépendante de la production
de TNF-a chez la souris BALB/c (Holliday et al., 1997).

Les mastocytes possédent des granules intracytoplasmiques qui contiennent de
I’histamine, des bradykinines, des protéinases, et des protéoglycanes (héparine...). (Saint-
Mezard et al., 2002). Suite a divers stimuli comme les anaphylatoxines (C5a, C3a), les
allergenes, les neuropeptides et les ligands de TLR, les mastocytes dégranulent 1’histamine
induisant la vasodilation, la vasoperméabilisation et I’infiltration cellulaire responsables de
I’;edéme (Kubes and Kanwar, 1994). Sa demi-vie courte (environ 1 min) lui confére une
action rapide mais transitoire (Church and Levi-Schaffer, 1997). La bradykinine présente les
mémes capacités d’action que I’histamine et entraine aussi la douleur et la margination des
leucocytes (Vane and Botting, 1987). Les protéinases sont principalement des convertases
capables de cliver les prolL-1 en IL-1 (cf. chapitre I-2.1.1) et des enzymes de destruction

tissulaire (cf. chapitre I1I-3.8). L héparine empéche la coagulation sanguine.

L’IL-1a, le TNF-a, et ’histamine stockés dans les cellules cutanées et la libération
d’acide arachidonique, de ROS et d’anaphylatoxines, semblent étre des composants clefs dans
I’initiation de la réponse inflammatoire cutanée. Ce systéme de libération a I’avantage d’étre
instantané puisqu’il ne nécessite pas de synthése, et ne dépend donc pas de la viabilité de la
cellule qui peut étre compromise par la toxicit¢é du xénobiotique. Ce signal local permet
d’activer des cellules voisines et résidant plus profondément dans la peau (et moins exposées
a la toxicité du chimique), qui vont étre capables de synthétiser un panel de cytokines et

chimiokines générant et contrélant I’inflammation.
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3.5. La sécrétion de médiateurs inflammatoires

3.5.1. Les médiateurs pro-inflammatoires

Les médiateurs pro-inflammatoires communs aux xénobiotiques

L’IL-la induit chez des KC humains en culture par voie autocrine sa propre
expression deés 15 min (Wilmer et al., 1994) et I’expression d’autres médiateurs
inflammatoires, comme I’IL-8 et I’'IL-6. Les fibroblastes amplifient la réponse inflammatoire
en co-culture avec des KC humains par ’augmentation de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (Newby et al., 2000; Williams and Kupper, 1996).

L’IL-8 (CXCLS) est rapidement sécrétée, dés 1 heure par les KC humains en culture
en présence d’un irritant (SDS) ou d’un hapténe (DNFB) (Mohamadzadeh et al., 1994), puis
elle est produite en plus grande quantité par les fibroblastes, les cellules endothéliales et les
monocytes/macrophages humains apres stimulation avec I’IL-1a en culture (Kristensen et al.,
1991). Ceci suggere que les KC ont un role d’initiation de la réponse inflammatoire qui est
ensuite assurée par les autres cellules cutanées. L’expression de transcrits d’IL-8 est
également induite via la stimulation de TNF-o (Larsen et al., 1989) et aussi de facon
indépendante de I’IL-1a et du TNF-a suite a la présence d’irritants (huile de croton ou
phénol) (Wilmer et al., 1994). L’IL-8 est une chimiokine qui permet le recrutement de
leucocytes (Schroder, 1995). En effet, I’injection d’anticorps anti-IL-8 chez des lapins atteints
de divers réactions inflammatoires aigués prévient totalement de I’infiltration et de 1’action
des neutrophiles (Harada et al., 1994). L’IL-8 serait aussi impliquée dans 1’angiogenése (cf.
chapitre I11-3.9) (Koch et al., 1992).

De méme, CXCL10 (IFN-induced protein 10, IP-10) et CXCL2/3 (Growth-regulated
oncogen, GRO-f/y), dont I’homologue chez la souris est MIP-2 (macrophage inflammatory
protein-2) sont aussi des chimiokines mitogeénes pour les neutrophiles. En effet, lorsqu’elles
sont injectées en sous-cutanée dans la patte de souris naives, elles induisent des réactions
inflammatoires caractérisées par l’infiltration de neutrophiles (Sherry and Cerami, 1991;
Wolpe et al., 1988). CXCL10 et MIP-2 sont sécrétées par de nombreuses cellules cutanées
(Kaplan et al., 1987; Wolpe et al., 1989) (cf. Figure 2).

L’IL-6 sécrétée en condition inflammatoires par les KC, les fibroblastes, les
monocytes/macrophages et les cellules endothéliales (Boxman et al., 1993; Sironi et al.,
1989), stimule la prolifération des KC (Grossman et al., 1989) et a un réle de pyrogene

endogéne (Helle et al., 1988). Un autre facteur de croissance, le GM-CSF, dont I’expression
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est aussi induite par I’IL-1a dans des KC et des fibroblastes humains in vitro (Kupper et al.,
1988; Zucali et al., 1986), est capable d’augmenter rapidement la production et la fonction des
granulocytes et des macrophages qui sont des cellules effectrices clefs dans 1’activation et la

réparation de I’inflammation (cf. chapitre I11-3.9).

Les médiateurs pro-inflammatoires « spécifiques » aux haptenes

De nombreuses études sur ’expression des cytokines inflammatoires portent sur les
différences entre celles impliquées dans la DIC et dans la DAC afin de trouver des marqueurs
spécifiques de chacune de ces réactions. De fagon générale, les hapténes induisent quelques
les heures apres leur application, les mémes cytokines que les irritants : IL-1a, TNF-a, GM-
CSF, IL-6, IL-8, IL-10, MIP-2 et IP-10 (Enk and Katz, 1992a; Kondo et al., 1994,
Mohamadzadeh et al., 1994).

Cependant plusieurs études montrent que 1’IL-1f serait spécifique de la DAC (Enk et
al., 1993a; Enk and Katz, 1992a; Muller et al., 1996). Dans la peau de souris BALB/c, I'IL-1f
est exprimée dés 15 minutes aprés I’application d’un hapténe (Enk and Katz, 1992a) et est
impliquée dans la migration des CL de I’épiderme aux ganglions drainants (Cumberbatch et
al., 1997). L’IL-1p serait nécessaire et suffisante pour induire une HSRC. En effet, 1’injection
d’anticorps anti-IL-1p chez des souris avant I’application de TNCB, prévient compleétement
de la sensibilisation (Enk et al., 1993a). De plus, Shornick et al. montrent que des souris
129/B6 déficientes en IL-1p, sensibilisées au TNCB puis révélées par injection de TNBS
(équivalent soluble du TNCB), ne développent pas d’HSRC. En revanche, ces souris sont
capables de développer une HSRC a I’oxazolone ou a forte dose de TNCB au moment de la
sensibilisation (Shornick et al., 1996; Zheng et al., 1995). Ces résultats controversés peuvent
étre expliqués par les deux méthodes de révélation différentes : I’oxazolone est appliquée sur
la peau pour la sensibilisation et la révélation, contrairement au TNBS. Cette différence
induirait des réponses immunitaires distinctes, d’autant plus que ce ne sont pas les mémes
antigeénes. Par ailleurs, une étude plus récente de Nakae ef al. ne montre aucune différence
significative de ’HSRC au TNCB (appliqué sur la peau pour la sensibilisation et I’¢licitation)
entre des souris sauvages C57Bl/6 et leur souris déficientes en IL-1B (sur fond génétique
C57Bl1/6) (Nakae et al., 2001). D’aprés Nakae et al., I’action d’IL-1p peut étre différente selon
les espéces, ce qui expliquerait ces résultats controversés (Nakae et al., 2001; Shornick et al.,
1996). Ainsi il semblerait que selon le fond génétique, la nature et la dose d’haptene, I’IL-13
ne soit pas absolument nécessaire pour initier ’HSRC. Par ailleurs, I’injection intradermique

d’IL-1p dans des souris BALB/c induit I’expression de nombreuses cytokines inflammatoires
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(IL-1a, IL-1B, TNF-a, IL-10 et MIP-2) suggérant que 1I’IL-1f jouerait aussi un role dans
I’initiation de la réponse inflammatoire en tant que cytokine primaire (Cumberbatch et al.,
1997; Enk et al., 1993a).

Une sous-unité de I’IL-12, IL-12p40, a aussi été décrite comme étant induite 4 a 24
heures suivant 1’application d’un hapténe et non d’un irritant par des KC humains in vivo
(Muller et al., 1994). L’IL-12 est sécrétée surtout par les monocytes/macrophages et les CD.
L’injection intrapéritonéale d’antisérum anti-IL-12 avant et pendant la sensibilisation de
souris naives inhibe I’HSRC (Muller et al., 1996). Donc I'IL-12 semble étre un facteur
important dans la phase de sensibilisation (Schwarz, 1995). Cependant dans notre laboratoire,
nous n’avons détecté aucune expression d’IL-12p40 chez des souris, 6 heures apres

I’application de DNFB (données non montrées).

3.5.2. Les médiateurs anti-inflammatoires

L’expression de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 est induite principalement par
les KC suite a I’application d’irritants ou d’hapténes (Enk and Katz, 1992b; Kondo et al.,
1994). Des souris déficientes pour I’IL-10 présentent une irritation augmentée par rapport aux
souris sauvages (Berg et al., 1995), suggérant un réle important dans la régulation de
I’inflammation de I’irritation. L’IL-10 limite les dommages immunopathologiques de la peau
en inhibant I’expression de cytokines pro-inflammatoires IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a et
GM-CSF (de Waal Malefyt et al., 1991; Enk et al., 1994). Cependant la majorité des travaux
sur I’IL-10 porte sur inhibition de la réponse spécifique causée par un hapténe. En effet, I’IL-
10 est décrite comme un inhibiteur crucial dans I’HSRC puisque !’injection d’IL-10
recombinant dans des souris avant la phase d’¢élicitation inhibe significativement I’HSRC au
TNCB et la prolifération secondaire spécifique in vitro (Enk et al., 1994; Muller et al., 1996).
L’IL-10 préviendrait, en plus de 1’augmentation de cytokines pro-inflammatoires, de
I’augmentation d’expression des molécules de co-stimulation sur les CL immatures (Enk et
al., 1993b), mais de facon tardive (Enk and Katz, 1992b; Ferguson et al., 1994), ce qui
suggere une inhibition et non une tolérance totale.

Une autre cytokine anti-inflammatoire, le TGF-f est moins ¢étudiée dans
I’inflammation cutanée. La surexpression de TGF-f3 dans 1’épiderme de souris transgéniques
conduit au développement de maladies de peau comparable au psoriasis chez ’homme (Li et

al., 2004) et a un épiderme hypoplasique (Sellheyer et al., 1993), ce qui suggére son role dans
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la prévention de I’hyperprolifération des KC (Hancock et al., 1988). Le TGF-f induit aussi la
syntheése I’IL-1ra qui est un antagoniste de I’IL-1 en se fixant sur le récepteur a I’'IL-1, mais
n’induisant aucune transduction du signal (Muzio et al., 1994). Par ailleurs, des souris
déficientes en TGF-f présentent un défaut de CL dans 1’épiderme (Borkowski et al., 1996;
Borkowski et al., 1997) et un disfonctionnement de migration des CD dermiques jusqu’aux
ganglions (Hemmi et al., 2001). Ainsi le TGF-f3 pourrait jouer un rdle dans I’initiation de la
phase de sensibilisation. Cependant des études plus approfondies permettraient de déterminer

la source et la cinétique de sécrétion de TGF-f suite a I’application d’un hapteéne.

Ainsi par ce systéme d’activation en cascade, la réponse inflammatoire est
rapide avec la génération d’un véritable réseau de cytokines. Les xénobiotiques induisent
I’expression d’un grand nombre de cytokines et de chimiokines, créant un environnement pro-

inflammatoire qui va favoriser a la fois la migration de CL et le recrutement de leucocytes.

3.6. L’activation de cellules de Langerhans

Les CL établissent un véritable réseau de contact avec les KC dans I’épiderme. Mais
lors de ’application d’un xénobiotique, leurs dendrites se rétractent leur donnant une forme
ronde et leur densité dans I’épiderme diminue, traduisant une migration des CL en dehors de
I’épiderme. Ces modifications sont induites aussi bien par des irritants (Brand et al., 1993;
Willis et al., 1990) que par des hapténes (Silberberg et al., 1976). En effet, le SDS induit la
migration de CL de I’épiderme via la lymphe jusqu’aux ganglions drainants chez 1’homme
(Brand et al., 1993; Smith et al., 2004). Des expériences chez la souris ont montré que
I’application de SDS induisait une prolifération cellulaire dans les ganglions drainants le site
(Loveless et al., 1996; Montelius et al., 1994). Cependant une dose toxique d’irritant semble
nécessaire a la migration des CL et la nature de I’irritant semble aussi étre importante (Willis
et al., 1990), contrairement aux hapténes (Jacobs et al., 20006).

Les CL, comme les CD dermiques, ont un rdle d’initiation de la réponse spécifique en
présentant 1’antigéne aux LT dans les ganglions drainants. Or les irritants n’ont pas cette
capacité d’étre présentés en tant qu’antigéne comme les hapténes. Ainsi la maturation et la
migration des CL induites par des irritants ne conduisent pas a une sensibilisation. En fait, la

forte induction de certaines cytokines inflammatoires (IL-1p, TNF-o, TGF-f, GM-CSF, IL-
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18, MIP-18) par les irritants serait suffisante a induire la maturation et la migration de CL (cf.

chapitre I11-4.1.2.).

3.7. L’infiltrat cellulaire inflammatoire

A T’homéostasie, une partie des leucocytes circulent dans le sang et ’autre moitié

« roulent » sur les cellules endothéliales qui tapissent les vaisseaux sanguins. Cette adhésion
réversible s’appelle aussi la margination (cf. Figure 20). Au cours de la réaction
inflammatoire cutanée, les chimiokines libérées vont créer un gradient de concentration
jusqu’aux vaisseaux sanguins conduisant a la migration extravasculaire de différents types
cellulaires sensibles a ces chimiokines et générant ainsi un cedéme de la peau. Cet infiltrat
cellulaire au niveau de la peau lors d’une inflammation est favorisé par la vasodilatation des
vaisseaux du derme et 1’expression de molécules d’adhésion induite par les cytokines pro-
inflammatoires comme I'IL-1a et le TNF-o. La majorité des études sur 1’adhérence des
leucocytes et la transmigration portent sur les neutrophiles représentant la grande majorité des
leucocytes circulant et étant donc prédominants au niveau du site d’inflammation. A partir de
travaux in vitro avec un systéme de chambre fluide ou in vivo par microscopie intravitale,
quatre étapes successives ont été identifiées pour aboutir au passage du leucocyte a travers les
cellules endothéliales : la margination, I’activation du leucocyte, d’adhésion ferme et la
diapédese (cf. Figure 20) (Bos, 2004). Au cours de ce processus, le leucocyte est activé par
des chimiokines qui sont libérées par les cellules endothéliales et les autres cellules cutanées
résidentes, et il est dirigé jusqu’au site d’inflammation par le gradient de chimiokines. Le
profil de chimiokines sécrétées détermine les types cellulaires recrutés au site d’inflammation.
Les chimiokines des neutrophiles sont C5a du systéme du complément, PAF, IL-8 et dans
une moindre mesure CXCL2/3, celles des €osinophiles sont PAF, C3a, C5a, IL-8, CCL5
(regulation and activated normal T cell expressed and secreted, RANTES), éotaxine et celles
des basophiles PAF, C3a, C5a, IL-8, CCL2 -1 (monocyte chemoattractant protein-1, MCP) et
CCLS. Chez I’homme, des prélevements de I'infiltrat cellulaire généré dans une ampoule
montrent que les neutrophiles sont les premiers leucocytes a arriver sur le site de
I’inflammation, dés 3 heures (Kuhns et al., 1992). Puis les phagocytes mononucléaires dérivés
de monocytes du sang deviennent le type cellulaire le plus abondant (Lee et al., 2000). Les
¢osinophiles et les basophiles sont ensuite préférentiellement recrutés au site d’inflammation
allergique (Bochner and Schleimer, 1994). La cinétique et la spécificité de recrutement sont

certainement dues au profil d’expression de cytokines et des chimiokines.
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Lumiére vasculaire

1-Roulement ou 2-Activation 3-Adhésion ferme 4-Diapédese
margination
Intégrines
/_\
Gradient de
chimiokines

” Ligands
des sélectines

Tissu Site d’inflammation avec
libération de chimiokines

Récepteurs
de chimiokines

Figure 20. Schéma de recrutement des leucocytes au niveau
du site d’inflammation.

1. Dans la circulation sanguine, le leucocyte est ralenti par des interactions réversibles de L-
s¢lectine (CD62L) sur le leucocyte avec un ligand oligosaccharidique sur les cellules
endothéliales, et par des interactions E- et P-sélectines (CD62E et CD62P) des cellules
endothéliales avec des ligands du leucocyte. C’est le « rolling » ou la margination.

2. L’IL-8 et d’autres chimiokines produites entre autre par les cellules endothéliales pendant une
inflammation induit I’expression d’intégrines (molécules d’adhésion) par le leucocyte activé.

3. Le leucocyte adhere de fagon stable et irréversible grace a I'interaction de I'intégrines 3, avec
ICAM-1 (CD54), une immunoglobuline des cellules endothéliales.

4. Le leucocyte migre ainsi entre deux cellules endothéliales dirig¢é par le gradient de
concentration de chimiokines, c’est la diapedése. Elle nécessite la rupture (i) de I'interaction de
I’intégrine 3, avec ICAM entre les deux types cellulaires et (ii) des jonctions serrées entre les
cellules endothéliales. Le leucocyte est ainsi dirigé jusquau site d’inflammation par le gradient
de chimiokines.
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Ces leucocytes recrutés ne sont pas spécifiques du stimulus exogéne responsable de
I’inflammation. Leur principal rdle est de phagocyter les micro-organismes et les particules
non organiques étrangeres, ce qui ne semble pas utile dans le cas de toxicité par un
xénobiotique. Cependant cette fonction de phagocytose peut s’avérer utile, puisque la
pénétration du xénobiotique dans la peau a pu altérer la barriére cutanée (cf. chapitre 11-2.1)
facilitant ainsi le passage de particules exogenes. Les neutrophiles et les éosinophiles sont
capables de phagocyter des particules et contiennent des granules permettant de tuer des
micro-organismes ingérés et des parasites par lyse extracellulaire. Les basophiles eux
possedent des granules contenant des médiateurs inflammatoires notamment I’histamine.
Cette dégranulation est activée par les mémes chimiokines qui permettent le recrutement au
niveau du site de I’inflammation (Bos, 2004). Les neutrophiles et les éosinophiles participent
aussi a I’amplification de la réponse inflammatoire en générant la production de ROS via la
présence d’oxidase NADH a leur membrane. Les neutrophiles, les éosinophiles et les
basophiles sont capables aussi de synthétiser des leucotriénes a partir d’acide arachidonique et
du PAF (Henderson, 1991). Donc le recrutement de leucocytes et notamment des
granulocytes amplifie la réponse inflammatoire, permettant une activation autocrine et le
recrutement d’autres leucocytes.

Cet infiltrat cellulaire associ¢ a une exsudation de fluide génére un cedéme et une

destruction tissulaire au site d’application du xénobiotique.

3.8. La cytotoxicité par les enzymes de destruction tissulaire

Des protéinases cellulaires sont a 1’origine de destruction de certains tissus entrainant
des lésions cutanées (Lazarus and Barrett, 1974). L’un des mécanismes a 1’origine de ces
altérations est la destruction protéolytique de protéines matricielles tels le collagéne ou
’¢lastine. Il existe plusieurs familles de protéinases impliquées dans le cadre de D’irritation
cutanée (Revillard, 2001):

- les protéinases granulaires libérées par exocytose par les mastocytes et les
neutrophiles, et capables de cliver des protéines matricielles ;

- les métalloprotéinases de la matrice (MMP) produites par les leucocytes et les
cellules endothéliales capables de dégrader les principaux constituants des matrices
conjonctives extracellulaires. Leur synthése est stimulée par I’IL-1a, le TNF-a et I'IL-6.

Elles favorisent le trafic des cellules dans la peau et la migration des CL et des CD a

I’extérieur de la peau (cf. chapitre 111-4.1.2).
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L’irritation cutanée induite par un xénobiotique entraine ainsi des lésions cutanées
importantes, qui se résorbent aprés I’inflammation par la mise en place du phénomeéne de

cicatrisation.

3.9. La cicatrisation de I’inflammation cutanée

Les plaquettes sont les cellules initiatrices de la cicatrisation par la formation d’un
tissu granulaire (granulome) en recrutant les neutrophiles et les monocytes/macrophages, puis
stimulant les fibroblastes et les KC. Les macrophages phagocytent les débris cellulaires et les
cellules altérées, dégradent des protéines matricielles (par des collagénases et d’élastases) et
interagissent fortement avec les fibroblastes en contrdlant leur mobilisation, leur prolifération
et leur sécrétion. Les fibroblastes jouent un role essentiel dans ce processus dynamique de
cicatrisation en sécrétant des protéines matricielles nécessaires a la régénération du tissu 1ésé.
En parallele de cette fibrose, 1’angiogénése qui correspond a la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins, se met en place. Elle comprend la migration des cellules endothéliales,
leur prolifération et leur maturation (Roitt et al., 1997).

Toutes ces ¢étapes de fibrose et d’angiogénése conduisent a la formation d’un
granulome cicatriciel et sont orchestrées par un ensemble de cytokines (IL-10, TNF-c...),
chimiokines (IL-8, CXCL2/3...) et médiateurs (TGF-P, fibronectines...) sécrétés par les
acteurs de la cicatrisation.

L’irritation cutanée correspond a une cascade d’événements permettant d’¢liminer le
xénobiotique. Selon la nature, la dose et le temps d’exposition du chimique, I’irritation peut
rester silencieuse d’un point de vue clinique tout en présentant au niveau moléculaire les
caractéristiques de I’activation de I’immunité innée cutanée ; ou au contraire, elle peut générer
des lésions cliniques importantes correspondant & une DIC. Cependant, dans les deux cas, un
hapténe est capable d’induire une sensibilisation par ’activation du systéme immunitaire

spécifique impliquant 1’activation de LT.
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4. L’activation de I’immunité spécifique par les hapteénes (DAC)
4.1. L’induction de la phase de sensibilisation

La phase de sensibilisation correspond a la migration des CD jusqu’au ganglion et a la
présentation aux LT par les CD de I’antigéne qui est une protéine hapténisée que 1’on
nommera allergéne. Les LT sont incapables de reconnaitre un antigene sous forme native et
entiere, sans présentation du peptide sur les molécules du CMH. La présentation de I’antigéne
a un LT par une CD dépend de sa capacité a capter cet antigene et a I’appréter sur les
molécules du CMH. Les CD cutanées sont dites « immatures » car elles ne sont pas capables
d’activer des LT naifs, mais elles possédent des propriétés de capture et d’apprétement de

I’antigene.

4.1.1. La capture et apprétement de 1’allergéne

La capture de [’allergene

Les CD peuvent internaliser les antigénes par trois mécanismes différents: la
macropinocytose, la phagocytose et 1’endocytose via des récepteurs membranaires. La
macropinocytose est la capacité des CD immatures a absorber une grande quantité de fluide
extracellulaire de fagon constitutive. Ce mécanisme dépendant de ’actine repose sur la
formation de replis invaginés de la membrane plasmique qui fusionnent pour former de larges
vésicules de 0,5 a 3 um renfermant des solutés ou des antigénes présents en phase fluide
(Sallusto et al., 1995). La phagocytose permet aux CD d’internaliser des particules entiéres,
comme des billes de latex ou des parasites cutanés présent dans 1’environnement (Inaba et al.,
1993). Enfin un autre mode de capture plus sélectif est I’endocytose dépendante de récepteurs
membranaires. Ainsi les CD cutanées immatures expriment des récepteurs participant a ce
type d’endocytose : les CL expriment la Langérine (CD207), DEC-205 (CD205) et les CD
dermiques expriment DEC-205, le récepteur au mannose des macrophages CD206 et DC-
SIGN (CD209) (Jiang et al., 1995; Valladeau et al., 2000). Les CD expriment également (i)
des récepteurs scavenger qui reconnaissent des lipoprotéines, (ii) des récepteurs au fragment
constant des immunoglobulines, qui participent a 1’acquisition d’antigénes exogeénes par
internalisation de complexes immuns et (iii) des récepteurs aux IgE, IgG et IgA (Geissmann
et al., 2001; Maurer et al., 1998; Regnault et al., 1999). Tous ces mécanismes contribuent a la

grande efficacit¢ de capture des antigenes par les CD puisque de trés faible quantité
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d’antigeéne suffisent a une présentation efficace de 1’antigéne par les CD (Sallusto et al.,
1995).

La prise en charge de protéines solubles injectées par voie intradermique lors de la
réponse d’HSR classique semble se réaliser majoritairement par macropinocytose, par contre
les données sur les hapténes sont moins claires. En effet les hapténes peuvent se lier aussi
bien aux protéines solubles qu’aux protéines membranaires (cf. chapitre 1I-2.1), qui pourront
ainsi étre prises en charge une fois hapténisées par macropinocytose et par phagocytose,
respectivement. Par ailleurs, les propriétés liposolubles de certaines hapténes leur
permettraient de traverser la bicouche lipidique des cellules et de se lier aux protéines

endogénes du cytosol (Dupuis, 1982) sans qu’aucun systéme de capture n’intervient.

L’apprétement de I’allergene

Les allergénes internalisés et présents dans la cellule sont ensuite traités par les
systemes enzymatiques des CD. Une partie des allergeénes capturés peuvent également étre
dirigés vers des compartiments ou ils ne sont pas digérés, ce qui permet leur présentation aux
LB (Bergtold et al., 2005). Les fragments peptidiques obtenus sont associ¢s aux molécules du
CMH-I et du CMH-II et pourront étre ainsi présentés aux LT CD8" et CD4" respectivement.
Classiquement, les protéines présentes au niveau du cytosol empruntent la voie de
présentation du CMH-I, alors que les protéines pénétrant par endocytose ou phagocytose
rejoignent la voie de présentation du CMH-II. Ainsi, selon la présence ou non de I’hapténe
dans le cytosol, la présentation antigénique se fera selon 1’une ou ’autre des deux voies de
présentation (cf. Figure 21). Cependant il est aujourd’hui admis que ce modele est trop

restrictif.

La voie CMH-I

Les hapténes qui se lient aux protéines endogenes (grace a leur capacité a traverser la
membrane plasmique) vont étre présentés par les molécules du CMH-I sous la forme de
peptide endogenes hapténisés. Ces antigénes, comme les protéines cytosoliques hapténisées,
sont dégradés en peptides dans le cytosol par un complexe supramoléculaire, le protéasome.
Les peptides sont ensuite transportés dans le réticulum endoplasmique par le transporteur
TAP (transporter associated with antigen processing) (Van Kaer et al., 1992). Ce transporteur
permet la translocation active et sélective de peptides de 7 a 13 acides aminés a travers de la
membrane du réticulum endoplasmique (Momburg et al., 1994). Les peptides s’associent

alors aux molécules du CMH-I dans le site de chargement du peptide. La molécule du CMH-I
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est constituée d’une chaine lourde polymorphe o et d’une chaine légere peu polymorphe, la
B2-microglobuline (f2-m). Ce complexe est composé de plusieurs protéines. La calnexine
permet 1’association des deux chaines du CMH-I dans le réticulum endoplasmique. Une
seconde protéine chaperonne, la calréticuline, permet I’association de ce dimére a la tapasine
qui assure 1’association de la molécule du CMH-I avec le complexe TAP (Cresswell et al.,
2005). Les molécules de CMH-I ainsi chargées en peptides vont étre adressées a la membrane
plasmique. Certains hapténes se complexent directement aux peptides endogenes présentés
par les molécules de CMH-I a la membrane plasmique (Dupuis, 1982).

La voie CMH-II

Les protéines exogeénes hapténisées et internalisées par endocytose, passent par les
endosomes précoces puis tardifs pour atteindre ensuite des compartiments
endosomiaux/lysosomiaux, appelés MIIC, riches en protéinases et molécules du CMH-II. Les
protéines sont alors dégradées en peptides de 12 a 35 acides aminés. Les vésicules
d’exocytose du trans-Golgi, qui contiennent des molécules de CMH-II néo-synthétisées au
niveau du réticulum endoplasmique, fusionnent avec le compartiment MIIC. La molécule de
CMH-II constituée d’une chaine a et d’une chaine {3 s’associe & la chaine invariante Ii ainsi
qu’aux protéines HLA-DM et HLA-DO, qui facilitent ’adressage des molécules de CMH-II
dans le compartiment MIIC. Au niveau de ces compartiments, la chaine invariante, qui joue
un role de protéine chaperonne, subit un début de dégradation par les cathépsines, ne laissant
en place qu'un peptide résiduel, le CLIP (Class II associated invariant chain peptide),
empéchant toute liaison prématurée avec un autre peptide (Lotteau et al., 1990; Roche and
Cresswell, 1990). La molécule HLA-DM (ou son homologue murin H2-M) permet ensuite
I’échange entre le peptide CLIP et un peptide issu de la dégradation des protéines exogenes
(Sloan et al., 1995). Les complexes CMH-II/peptide qui en résultent sont adressés vers la
membrane plasmique. Dans les CD immatures, la chaine invariante Ii n’est pas complétement
dégradée et le peptide CLIP se détache plus difficilement de la niche a peptide (Pierre and
Mellman, 1998). Les molécules de CMH-II nouvellement synthétisées ne peuvent ainsi pas
étre efficacement chargées en peptides et sont retenues dans les compartiments lysosomiaux.
De ce fait, seul un petit nombre des complexes CMH-II/peptide est adressé a la membrane

dans les CD immatures.

Le phénotype immature des CD cutanées est donc étroitement li¢ a leur fonction de
capture et de présentation de I’antigéne. Ce maintien des CD au stade immature perdure

jusqu’a ce qu’un stimulus, comme 1’application d’un hapténe, induise un signal de danger,
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conduisant a la maturation et a la migration des CD vers les ganglions drainants, lieux de

présentation des antigénes aux LT naifs.

4.1.2. La migration et la maturation des CD cutanées

La migration et la maturation de CD semblent étroitement liées. Des cytokines comme
le TNF-a et 'IL-1p, connues pour induire la migration de ces cellules induisent aussi leur

maturation (Cumberbatch and Kimber, 1992; Roake et al., 1995).

La migration des CD (cf. Figure 22)

La migration des CD cutanées vers les ganglions drainants est essentielle a
I’établissement de la phase de sensibilisation. En effet lorsque le drainage lymphatique est
altéré, ’HSRC ne peut se développer. Des études de migration des CD suite a 1’application
d’un hapténe naturellement fluorescent, le FITC (isothiocyanate fluoresceine), montrent que
24 a 48 heures apreés des CD fluorescentes sont observées dans les ganglions drainants
(Macatonia et al., 1986; Macatonia et al., 1987). Des greffes de peau ont permis de confirmer
I’origine cutanée de ces CD (Kripke et al., 1990). Les CD cutanées migrent de fagon
continuelle a un taux basal relativement faible, mais qui augmente lors d’un signal
inflammatoire (Kamath et al., 2002). Ce processus de migration résulte de plusieurs facteurs,
dont la production de cytokines inflammatoires favorisant la survie et le détachement des CL
des KC avoisinant via des protéinases.

Pour quitter 1’épiderme, les CL doivent se détacher des KC puis traverser la lame
basale (Stoitzner et al., 2002). L’interaction E-cadhérine/E-cadhérine permet 1’adhésion des
CL avec les KC. Ce contact cellulaire est essentiel a la cohésion des CL dans I’épiderme
(Borkowski et al., 1994). La liaison du TNF-a et de I’IL-18 a leurs récepteurs respectifs
(TNF-a RII, IL-1RI) exprimés a la surface des CL, s’accompagne d’une diminution du taux
de E-cadhérines a la surface des CL, permettant une désolidarisation des CL avec les KC
(Schwarzenberger and Udey, 1996; Wang et al., 1997; Wang et al., 1996). L’IL-p et le TNF-a
inhibent également I’expression des récepteurs de chimiokines CCR1, 2, 5 et 6 a la surface
des CL. Les CL ne sont donc plus retenues dans I’épiderme par les chimiokines qui y sont
produites : CCL3, CCL4 et principalement CCL20 (MIP-3a) (Dieu et al., 1998). Le TNF-a et
I’IL-PB induisent en parall¢le la surexpression a la surface des CL de molécules d’adhésion
comme le ICAM-1, I'intégrine a6 et des variants de CD44 qui leur permettent d’établir des
liens avec la matrice extracellulaire. Des travaux plus récents montrent que les mastocytes

activés jouent un rdle important dans I’initiation de la migration de CL (Yokozeki et al.,2003)
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zones paracorticoales des ganglions.




et certainement via leur libération et leur sécrétion de TNF-a et d’histamine (Jawdat et al.,
2004). L’IL-18 produite par les CL et les KC semble aussi contribuer a la migration des CL
via un mécanisme dépendant du TNF-a et de I’'IL-p (Cumberbatch et al., 2001; Wang et al.,
2002). Par ailleurs, I’'IL-10 et le TGF-f en inhibant la sécrétion de TNF-a et d’IL-1f sont
capables de diminuer la migration et la maturation des CL jusqu’aux ganglions drainants

(Geissmann et al., 1999; Wang et al., 1999).

Afin de gagner le derme, les CL doivent franchir la jonction dermo-épidermique. Les
métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9, qui lysent les protéines de la matrice extracellulaire,
sont nécessaires pour la migration a travers la lame basale et le derme, (Kobayashi et al.,
1999; Ratzinger et al., 2002). Les CL sont capables de sécréter les métalloprotéinases MMP-2
et MMP-9, de plus le TNF-a participerait a I’activation de la MMP-9 dans I’épiderme (Han et
al., 2001; Ratzinger et al., 2002). Au niveau du derme, les CD surexpriment le récepteur
CCR7 augmentant leur sensibilité aux chimiokines CCL19 (MIP-3p) et CCL21 (secondary
lymphoid chemokine, SLC) produites par les cellules endothéliales lymphatiques (Cyster,
1999; Dieu et al., 1998). Le role de CCL21 au cours de ’HSRC est basé¢ sur les observations
d’Endeman et al., démontrant une absence de réponse inflammatoire chez les souris injectées
avec un anticorps anti-CCL21, lors de la phase de sensibilisation et non lors de la phase
d’¢licitation (Engeman et al., 2000). La chimiokine CCL21 est produite par les cellules
endothéliales lymphatiques et par les cellules stromales des aires T des ganglions
lymphatiques (Gunn et al., 1998; Ngo et al., 1999). Par ailleurs, I’injection de TNF ou IL-1a
dans le derme augmente radicalement I’expression de CCL21 dans les cellules endothéliales
lymphatiques ce qui a pour conséquence directe une augmentation de la migration des CD et
de I’activation des LT qui en résulte dans le ganglion (MartIn-Fontecha et al., 2003). Ainsi en
suivant le gradient de chimiokines, les CD cutanées gagnent la lymphe afférente, puis se
positionnent au niveau de la zone paracorticale, riche en LT, des ganglions drainant la zone de
contact avec I’hapteéne. Les LT naifs présents dans le sang circulent en permanence au niveau
de cette zone ganglionnaire. La présence de CD ayant acquis 1’hapténe au niveau de la peau
est détectée dans les ganglions lymphatiques dés 12 heures aprés application de I’hapténe
(Kripke et al., 1990). Les CD dermiques migrent plus rapidement vers les ganglions drainants
que les CL de I’épiderme, respectivement un a deux jours et quatre jours apres 1’application
de I’hapténe (Kamath et al., 2002; Kissenpfennig et al., 2005), suggérant un réle important
des CD dermiques dans la sensiblisation. Mais jusqu’a récemment, les CL ont été considérées

comme les seules CD cutanées nécessaires et suffisantes pour induire la sensibilisation.
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Les CL ne sont pas essentielles pour la sensibilisation

Deux populations de CD résidant dans la peau sont susceptibles d’étre impliquées dans
la migration des CD : les CL dans 1’épiderme et les CD dermiques (cf. chapitre I-1.1.). Toutes
deux sont des CD immatures capables de capturer et de migrer aux ganglions drainants pour
présenter I’hapténe en tant qu’antigéne aux LT. Cependant les CL ont pendant longtemps été
considérées comme les seules CD responsables de 1’induction de la phase de sensibilisation.
En effet, suite a I’application topique d’un haptene, plus de 40% des CL deviennent activées
et quittent I’épiderme. Et des études d’HSRC sur des souris déficientes en CL par traitements
aux rayons UV montrent I’absence de sensibilisation (Toews et al., 1980), confirmées par
d’autres travaux étudiant la migration jusqu’aux ganglions drainants des CL qui initient la
réponse immunitaire (Macatonia et al., 1987; Ruedl et al., 2001; Stoitzner et al., 1999).
Cependant ces études, en se focalisant sur le comportement des CL, ne montrent que des
preuves indirectes de 1’activation des LT par les CL (Sille et al., 2005), et des recherches plus
récentes suggerent qu’au contraire les CL ne seraient pas les CPA impliquées majoritairement

dans ’activation des LT par des antigénes dérivés de la peau.

En effets des souris ou la déficience en CL est inductible, présentent une HSRC
significativement diminuée, mais la faible réponse suggere qu’en absence de CL, les CD
dermiques sont capables d’induire une réponse spécifique (Bennett et al., 2005). D’autres
travaux sur ces mémes souris montrent que les CL ne sont pas nécessaires a I’activation des
LT spécifiques dans les ganglions drainants (Kissenpfennig et al., 2005). Par ailleurs, Kaplan
et al. montrent sur d’autres souris déficientes en CL une HSRC augmentée suggérant leur
implication dans la régulation de la réponse inflammatoire spécifique (Kaplan et al., 2005).
Les CL ne semblent donc pas indispensables dans la phase de sensibilisation, et les CD du
derme y jouent un role important, tout comme les précurseurs de CD recrutés au site

d’application de I’hapteéne (Le Borgne et al., 2006) (cf. chapitre 111-4.1.3).
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La migration des CD cutanées est-elle réellement nécessaire a [’activation des LT ?

Une étude montre qu’une protéine injectée en sous-cutanée, peut diffuser en moins de
2 heures jusqu’au ganglion drainant et étre présentée via des complexes du CMH-II par les
CD résidentes du ganglion (Itano et al., 2003). Ce phénoméne de diffusion passive peut
¢galement s’appliquer aux hapténes qui quelques minutes apres leur application sur la peau
sont détectés dans le sang, la lymphe puis trés rapidement au sein des ganglions. L’haptene
peut donc étre trés rapidement présenté par les CD résidentes du ganglion. Cependant ce
mécanisme de présentation de protéines solubles dans le ganglion, ne minimise en rien le role
essentiel des CD qui migrent a partir du tissu. En effet, les CD résidentes du ganglion, qui
présentent ces complexes CMH/peptide, induisent seulement une activation partielle des LT
spécifiques, évaluée par un faible taux de production d’IL-2 et de prolifération cellulaire. La
migration des CD du derme, qui prennent en charge la protéine injectée en sous-cutanée est
essentielle pour poursuivre 1’activation des LT qui avait été initiée par les complexes

CMH/peptide des CD ganglionnaires (Itano et al., 2003).

La maturation des CD

Lors de leur maturation, les CD perdent leur capacité a capturer les antigénes, mais
augmentent leur capacité a les présenter. Le terme de maturation recouvre un ensemble de
modifications morphologiques, phénotypiques et fonctionnelles qui confére aux CD la
capacité d’activer efficacement les LT. Ces phénomenes ont pu étre largement étudiés in
vitro, mais leur validation in vivo n’est pas encore définitive. La maturation est induite par
différents signaux de danger, notamment des produits issus d’agents pathogeénes, comme le
LPS et les autres ligands de TLR, des cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-a et I’IL-
1P ou le CD40 ligand (CD40L) (Banchereau et al., 2000).

Ce processus est associé a une augmentation de 1’expression des molécules de CMH-I
et de CMH-II chargées en peptides antigéniques a la surface des CD via une augmentation de
la syntheése et de la demi-vie de ces complexes en surface (Pierre and Mellman, 1998;
Rescigno et al., 1998). La maturation des CD s’accompagne également d’une perte de leur
capacité a internaliser des antigénes in vitro. En effet, les récepteurs a 1’antigéne tel que le
récepteur au mannose, les FcR, voient leur expression chuter, puis les granules de Birbeck
(caractéristiques des CL) disparaissent (Sallusto et al., 1995; Sallusto and Lanzavecchia,
1994) ; la machinerie cellulaire qui controle la macropinocytose et la phagocytose est ensuite
verrouillée au cours de la maturation (Garrett et al., 2000). Parallélement, les CD acquicrent

un certain nombre de molécules co-stimulatrices (CD80, CD86, CD40, CD83), de molécules
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d’adhésion (ICAM-1 ou CD54, LFA-3 ou CD58) ainsi que des récepteurs de chimiokines
(CCR4, 7 et CXCR4), leur permettant de migrer et d’atteindre les zones paracorticales des
ganglions drainants la peau ou elles pourront interagir et présenter I’antigéne aux LT naifs. En
plus de I’expression de ces récepteurs de membrane, le processus de maturation des CD passe
également par leur capacité a produire des chimiokines et des cytokines qui leur permettra
d’attirer les LT et de polariser la réponse T.

Ce modele, ou la maturation est liée au processus de migration, suggere que la plupart
des CD ayant migrées d’un tissu ont les propriétés de CD matures, cependant in vivo un petit
pourcentage des CD Langérine” (CD207) semblent immatures (Geissmann et al., 2002;
Stoitzner et al., 2003). De telles observations suggerent que la migration des CD pourrait se
faire a I’état immature et serait ainsi dissociée du processus de maturation. Cette hypothese
est confortée par le fait que des cytokines anti-inflammatoires comme 1’IL-10 ou le TGF-3
inhibent I’acquisition des marqueurs de maturation des CL (CD80, CD86, et CMH-II) sans
inhiber la surexpression de CCR7 (Geissmann et al., 1999). Des CD immatures pourraient

ainsi garder la capacité de migrer jusqu’aux ganglions drainants (Ruedl et al., 2001).

4.1.3. Le recrutement de précurseurs de CD au niveau de la peau

Récemment, les précurseurs de CD recrutés au niveau du site d’application de
I’hapténe ont été décrit comme jouant un role crucial dans I’activation des LT CD8" au niveau
des ganglions drainants (Le Borgne et al., 2006). A ’homéostasie, il existe une migration
constante de CD et de leurs précurseurs vers la peau qui permet le renouvellement continu des
CD cutanées. En réponse a divers stimuli comme les bactéries, les virus et les hapténes, ce
recrutement est rapidement augmenté. L’application d’hapténe sur la peau induit, des 2
heures, 1I’accumulation de CD dans la peau (Desvignes et al., 1998). Cependant I’origine de
ces CD n’est pas connue. II est possible qu’elles dérivent de monocytes sanguins puisque ce
sont des précurseurs de CD en conditions inflammatoires (Geissmann et al., 2003; Ginhoux et
al., 2006). Ces précurseurs expriment des molécules du CMH-II et plusieurs études montrent
que les monocytes CD11b" Gr1™ (appelés aussi CD11b" Gr1™'*™) sont les précurseurs de CD
recrutés dans la peau qui se différencient en CD, captent 1’antigéne, puis migrent aux
ganglions drainants (Geissmann et al., 2003; Qu et al., 2004; Randolph et al., 1999;
Sunderkotter et al., 2004). Ils ont une morphologie plus ronde que les CD résidentes, mais une

fois recrutés dans la peau, ces précurseurs se différencient en CD avec une forme dendritique

typique.
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Pour parvenir a la peau, les CD et leurs précurseurs doivent passer la barriere
endothéliale vasculaire par le méme mécanisme migratoire transendothéliale décrit
précédemment pour les leucocytes (cf. chapitre III-3.7). L’expression de récepteurs a
sélectines distincts, par les différentes populations de précurseurs sanguins de CD, contrdle la
nature des populations recrutées selon 1’état d’inflammation du tissu. Ainsi la L-sélectine est
exprimée par les monocytes « inflammatoires » Grl', mais pas par les monocytes
«résidents » Grl™ (Geissmann et al., 2003). Le recrutement des précurseurs de CD est
orchestré par divers chimiokines qui favorisent leur migration dans le derme ou jusqu’a
I’épiderme.

Les couples récepteur/chimiokine principalement impliqués dans le recrutement des
précurseurs de CD dans le derme sont en particulier les récepteurs CCR2, CCR1 et CCRS et
leurs ligands (cf. Figure 2). Plusieurs études montrent que CCR2 (récepteurs des chimiokines
CCL2 et CCL13) joue un rdle important dans le recrutement des monocytes en conditions
inflammatoires. En effet CCL2 (MCP-1), qui est produite dans la peau en conditions
inflammatoires (Merad et al., 2002), induit la migration de monocytes in vitro (Randolph and
Furie, 1995) et est nécessaire a la migration des monocytes in vivo (Merad et al., 2002; Peters
et al., 2000). Les chimiokines CCR1 et CCRS semblent également importantes pour la
migration de précurseurs de CD vers les tissus inflammatoires puisque des CD immatures
migrent en réponse a CCL3 et CCLS5, deux ligands de CCR1 et CCRS5 (Dieu-Nosjean et al.,
2000). De plus, des antagonistes de CCR1 et CCRS diminuent le recrutement de CD dans les
voies aériennes de rat infectés par une bactérie (Stumbles et al., 2001).

Le couple CCR6/CCL20 est également important pour le recrutement de CL dans
I’épiderme. En effet, CCL20 (MIP-3a), dont I’expression est augmentée par les cellules
épidermiques in vivo lors d’une inflammation (Dieu-Nosjean et al., 2000; Vanbervliet et al.,
2002), est la chimiokine la plus efficace pour induire la migration in vitro des précurseurs de
CL (Dieu-Nosjean et al., 2000). De plus, les souris déficientes en CCR6 présentent une
absence de recrutement de CD au site d’application de 1’hapténe a dose suboptimale (Le
Borgne et al., 2006). Par ailleurs, le TGF-f et I'[L-10 pourraient favoriser 1’expression de
CCR6 sur des précurseurs recrutés et permettre leur migration vers 1’épithélium (Dieu-
Nosjean et al., 2001; Yang et al., 1999).

Le recrutement de CD ou de précurseurs de CD dans le derme puis dans 1’épiderme
nécessiterait donc 1’intervention séquentielle de plusieurs chimiokines (cf. Figure 23). Les
précurseurs circulants, comme les monocytes sanguins, sont capables de répondre a CCL13

mais pas CCL20 (Vanbervliet et al., 2002), alors que les cellules CD14" ayant traversées le
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Figure 23. Modéle de recrutement des précurseurs de CD dans la peau chez la souris.
D’apres Vanderberliet et al. 2002; Geissmann et al., 2003; Merad et al., 2002; Le Borgne et al., 2006

Suite a I’inflammation induite par I'application d’un hapténe, des monocytes CD11b* Grl1™ sont recrutés
dans le derme grace a la production locale de chimiokines telles que CCL2 et CCL13. Ces monocytes
peuvent se différencier en CD gagnant rapidement les ganglions drainants. Ces précurseurs de CD au
cours de leur différenciation acquierent I'expression de CCR6 favorisant leur recrutement vers 1’épiderme,
et une partie se différencie localement en CL en réponse au TGF-3 et a I’IL-10.
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derme répondent a CCL20 (Larregina et al., 2001), ce qui suggere que les capacités
migratoires des précurseurs de CD sont régulées au cours de leur différenciation. De plus,
CCL13 est exprimée par les cellules épithéliales basales proches des vaisseaux sanguins, alors
que CCL20 est exprimée par des couches épithéliales plus superficielles (Vanbervliet et al.,
2002). Ces deux chimiokines forment donc des gradients complémentaires : les précurseurs
migreraient vers le derme via CCL13, ou ils acquerraient I’expression de CCR6 en réponse a

des cytokines présentes, puis migreraient alors dans 1’épiderme via CCL20.

4.1.4. L’activation et la constitution des LT spécifiques de ’hapténe

Plusieurs approches complémentaires ont permis de montrer que I’HSRC était
dépendante de la mise en place de populations lymphocytaires T effectrices au cours de la
phase de sensibilisation. Le transfert de LT de souris sensibilisées a des souris naives
s’accompagne du transfert de la sensibilisation. D’autre part, la déplétion en LT chez des
souris sensibilisées abroge la sensibilisation de ces animaux. Enfin, les souris athymiques ou
les patients atteints d’aplasie thymique (syndrome de Di George) sont incapables d’étre
sensibilisés (Waksman, 1978). L’utilisation de souris déficientes soit en molécule de CMH-I,
soit en molécule de CMH-II, a permis de démontrer que lors des réactions d’HSRC, les CD

activent a la fois des LT CD4" et des LT CD8".

4.1.4.1. L’activation des LT par les CD

Le récepteur des LT, le TCR, ne peut interagir avec un antigéne que si celui-ci est
présenté par des molécules du CMH (Zinkernagel and Doherty, 1974). Par ailleurs, deux
signaux d’activation sont requis pour permettre aux LT naifs de mettre en place une réponse
antigénique. Le premier signal fait intervenir la reconnaissance du complexe CMH/peptide
par le TCR. Le deuxi¢me signal implique les molécules de co-stimulation et/ou la sécrétion de
cytokines par les CD pour 1’acquisition de fonctions effectrices ou régulatrices par les LT. La
capacité d’activer les LT naifs est une propriété des CPA que sont les CD cutanées.
L’activation lymphocytaire va conduire a I’expansion clonale des LT spécifiques de 1’hapténe

présents dans le répertoire pré-immun.

L’interaction du TCR avec le complexe CMH/peptide
Le TCR se présente sous la forme d’un hétérodimeére composé de deux chaines
glycoprotéiques de la superfamille des immunoglobulines. Les chaines du TCR sont

composées d’une partie distale variable et d’une partie proximale constante reliées entre elles
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par une jonction et associées au sein de la membrane a un groupe de protéines dénommé CD3
qui permet d’assurer la transduction des signaux (Garcia et al., 1996). Des cascades
d’éveénements cytoplasmiques conduisent ensuite a D’expression de différents genes
d’activation via les facteurs de transduction NF-kB, AP-1 et NF-AT. Les molécules CD4 et
CDS8, exprimées a la surface des LT, jouent un réle de co-récepteur lors de I’interaction entre
les LT et la CD, en stabilisant I’interaction entre le TCR et la molécule du CMH. La molécule
CD4 interagit avec la molécule de CMH-II et la molécule CDS8 avec celle du CMH-I. Ces
molécules participent activement au développement thymique des LT et par la suite a leur

activation en intervenant dans la transduction du signal (Veillette et al., 1988).

Les molécules de co-stimulation et la tolérance périphérique

La présence ou l’absence de ce deuxieme signal constitue un des mécanismes
impliqués dans le phénomene de tolérance périphérique. Ce signal est régi par I’interaction de
couples récepteur/ligand, présents a la surface des LT et des CD. Les CD, lors de leur
maturation, augmentent nettement 1’expression de CD80 (B7-1) et de CD86 (B7-2), deux
ligands de CD28 (Reiser and Schneeberger, 1996; Symington et al., 1993). L’engagement de
CD28 a différents effets, notamment 1’augmentation de 1’expression du géne de I’'IL-2 via
NF-AT (Fraser et al., 1991) et du géne anti-apoptotique Bcl-XL protégeant les cellules T du
signal apoptotique conféré par I’engagement du TCR (Boise et al., 1995). Les souris
déficientes en CD28 présentent une réduction drastique du développement des réactions
d’HSRC (Kondo et al., 1996). Le second signal d’activation fourni par I’engagement de CD28
apparait donc essentiel a 1’établissement des réactions d’HSRC. Dans un modele d’HSRC,
CD86 semble nécessaire pour I’activation des LT CD8' effecteurs et des LT CD4"
régulateurs, alors que CD80 semble nécessaire uniquement a D’activation des LT CD4"
régulateurs (Xu et al.,, 1997). Les molécules de co-stimulation permettent également de
réguler I’activation des LT. Ainsi I’engagement du TCR et de CD28 entraine rapidement la
translocation de la molécule CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4, CD152) dont
I’interaction avec CD80 et CD86 inhibe la synthése d’IL-2 et protege les cellules T d’une
activation incontrolée (Krummel and Allison, 1996).

Suivant le contexte inflammatoire dans lequel les CD présentent les complexes
CMH/peptide et le niveau d’expression des molécules co-stimulatrices a leur surface, les CD
peuvent étre soit inductrices d’'une immunité soit tolérogénes. Ainsi la prise en charge d’un
antigeéne par les CD dans des conditions non inflammatoires peut induire des LT tolérogenes

ou régulateurs (Treg). En effet, in vitro, les CD immatures dérivées de monocytes induisent la
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différenciation des LT en Treg (Jonuleit et al., 2000), ce qui suggére un role des CD
immatures dans la tolérance périphérique. Il se peut également que les CD soient rendues
tolérogénes suite a la phagocytose de corps apoptotiques (Lu and Lemke, 2001), ceci
aboutissant a la production de grande quantité de cytokines anti-inflammatoire comme 1’IL-10
(Fadok et al., 2000; Savill and Fadok, 2000), capable d’inhiber 1’expression des molécules de
co-stimulation (Ding et al., 1993).

La synapse immunologique et le dialogue CD/LT

Au niveau de la zone paracorticale des ganglions lymphatiques, les LT CD4" et CD8"
circulent en permanence au contact des CD. Les interactions entre la CD et le LT sont
stabilisées grace a la formation d’une synapse immunologique dans la zone de contact entre
les membranes plasmiques des deux cellules, au niveau desquelles se concentrent les
molécules d’adhésion, du CMH et de co-stimulation. La formation de la synapse est initiée
par I’interaction LFA et ICAM 2/3 du LT avec ICAM-1 (CD54) et DC-SIGN (CD209) de la
CD mature respectivement. D’autres molécules TCR, des molécules CD4 et CDS8 et des
molécules de co-stimulation comme CD28 sont ensuite recrutées au niveau de la synapse
immunologique, suite a une réorganisation du cytosquelette (Krummel et al., 2000). La
formation de la synapse immunologique permet des interactions stables entre la CD et le LT,
essentielles a 1’activation compléte des LT effecteurs (Huppa et al., 2003; Hurez et al., 2003).
L’expression par les CD matures de toutes les molécules nécessaires a la formation de la
synapse est donc nécessaire a I’induction d’une réponse T efficace. Les LT activés via leur
TCR peuvent en retour exercer des effets sur la CD, on parle de dialogue CD/LT.
L’engagement d’un petit nombre de TCR et de CD28 au niveau de la synapse conduit
rapidement a 1’expression de la molécule CD40L (CD154) a la surface des LT. L’interaction
du CD40L avec le CD40 exprimé a la surface des CD amplifie I’expression des molécules de
co-stimulation ce qui permet d’augmenter 1’intensité du signal et améliorer la survie des CD

(Caux et al., 1994).

4.1.4.2. Les LT spécifiques de ’hapténe

De ce dialogue CD/LT dans le ganglion, résulte I’activation des LT naifs CD4" et
CDS8" quelques jours aprés 1’application de I’hapténe sur la peau. A ce moment les LT vont
acquérir des capacités de prolifération et leurs fonctions effectrices. Classiquement,
’activation optimale des LT CDS8" naifs nécessite des signaux regus par les LT CD4", appelés

ainsi LT CD4" auxiliaires. Cette propriété des LT CD4" activés implique ’expression de
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CDA40L a leur surface (Ridge et al., 1998). Cependant dans le modele d’HSRC aux hapténes
forts, I’activation des LT CD8" ne nécessite pas ’aide des LT CD4" ni I’implication de
I’interaction CD40/CD40L. En effet, chez des souris déficientes en CD40L ’HSRC au DNFB
est normale (Gorbachev et al., 2001). Il semblerait que la capacité pro-inflammatoire forte des
hapténes éviterait la nécessité des LT CD4" et serait suffisante pour déclencher une réponse
lymphocytaire cytotoxique des LT CD8" avec une fréquence élevée de précurseurs (Mintern
et al., 2002; Schuurhuis et al., 2000).

Selon le profil de cytokines sécrétées, on distingue la sous-population de LT CD4" de
type Thl qui produit de 'IFN-y, de I’IL-2, et du TNF-a. et la sous-population de LT CD4" de
type Th2 qui sécretent I’IL-4, ’'IL-5, I'IL-10, et 'IL-13 (O'Garra, 1998). Par analogie a cette
classification type 1/type 2, on distingue des sous-populations de LT CD8" cytotoxiques (Tc)
de type 1 (sécrétion d’IFN-y, d’IL-2, et de TNF-a) et de type 2 (sécrétion d’IL-4, d’IL-5, et
d’IL-10).

Depuis ces 10 derniéres années, des études montrent que les LT CDS8" sont les
principales cellules effectrices de ’HSRC aux haptenes forts et faibles (Kehren et al., 1999;
Vocanson et al., 2006), alors que les LT CD4" se comportent comme des cellules régulatrices
(Cavani et al., 2001; Gorbachev and Fairchild, 2001; Krasteva et al., 1999a). En effet, des
souris déficientes en LT CDS8", suite a I’invalidation du géne de la f2-microglobuline ou une
déplétion en LT CDS8", présentent une HSRC abolie ou fortement diminuée. De plus, des
souris déficientes en LT CD4", suite a une invalidation de CMH-II ou une déplétion en LT
CD4", présentent une réponse d’HSRC exacerbée (Bour et al., 1995). Et I’analyse de la
production de cytokines par les LT CD4" et CD8" aprés restimulation in vitro par des CD
hapténisées montre que les LT CD8" produisent des cytokines de type Thl, principalement
I’IFN-y, alors que les LT CD4" produisent principalement des cytokines de type Th2, comme
IL-4, IL-5 et IL-10 (Xu et al., 1996). Cependant des controverses existent quand au role
effecteur des LT CD8" dans ’HSRC. Certaines études montrent que les LT CD4" seraient
majoritairement effecteurs dans ’HSRC au FITC (Dearman and Kimber, 2000) ou dans la

DAC chez ’homme (Cavani et al., 2001; Cavani et al., 1998; Girolomoni et al., 2001).
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La recirculation en périphérie des LT activés

Une fois activés, les LT vont quitter des ganglions lymphatiques via les canaux
efférents et rejoindre le canal thoracique puis la circulation sanguine, pour migrer vers les
tissus périphériques et en particulier vers la peau. Cette émigration implique la modification
de I’expression de récepteurs de chimiokine et d’adressage. La majorité des LT activés
perdent I’expression de CCR7, récepteur de CCL19 (MIP-3f) et de CCL21 (SLC), produits
au niveau des ganglions, et ne recirculeront plus désormais vers ces mémes ganglions. Les LT
CCRT constitueraient une population de cellules mémoires périphériques. L autre population
de cellules CCR7" constitueraient des cellules mémoires centrales qui recirculent par le sang
et la lymphe dans les ganglions (Sallusto et al., 1999b). Dans le cas d’une seconde exposition
a I’antigeéne, les cellules mémoires périphériques seraient capables de sécréter de fagon trés
rapide ’IFN-y et CCL5 (RANTES), alors que les cellules mémoires centrales permettrait le
maintien de clones spécifiques de I’antigéne a une fréquence plus élevée que dans le
répertoire pré-immun au cours du temps. Cette population lymphocytaire serait ainsi plus

facilement remobilisable.

Une analyse histologique de peau inflammatoire de souris sensibilisées et révélées
montrent que les LT CD4" et CD8" expriment plus ou moins le CCR4, I’intégrine a4f1 et la
molécule CLA (Berg et al., 1991; Campbell et al., 1999). L’interaction de la molécule CLA et
de CCR4 avec leurs ligands respectifs (E- et P-sélectines), et la molécule CCL17 (thymus and
activation-regulated chemokine, TARC), exprimées de facon constitutive a la surface des
cellules endothéliales des veinules post-capillaire cutanées, permettent aux LT de migrer du
sang vers le derme (Erdmann et al., 2002; Reiss et al., 2001). L extravasation des LT dans le
conjonctif dermique requiert ensuite 1’interaction séquentielle des récepteurs VLA-4 et LFA-1
présents a la surface des LT et de leurs ligands respectifs VCAM-1 et ICAM-1 exprimés a la
surface des cellules endothéliales (Santamaria et al., 1995). Cette migration des LT des
ganglions vers la périphérie, se produit a un niveau basal en I’absence de tout nouveau contact

avec I’hapténe et est placée sous le controle de ’homéostasie T.

La phase de sensibilisation conduit, via le role essentiel des CD, a I’établissement de
populations de LT spécifiques de ’hapténe qui seront massivement recrutées lors d’un contact

ultérieur avec le méme haptene.
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4.2. La phase d’élicitation ou de révélation

La phase d’¢licitation constitue I’expression clinique de ’'HSRC. Lorsque le délai
nécessaire a la différenciation et I’expansion des populations spécifiques des LT est écoulé
(10 a 15 jours chez I’homme et 5 a 6 jours chez la souris), la persistance de I’hapténe ou tout
nouveau contact avec le méme hapténe va entrainer 1’apparition d’un infiltrat inflammatoire
au site d’application. La réponse optimale est atteinte en 72 heures chez I’homme et en 24

heures chez la souris.

4.2.1. La génération de I’inflammation

La mise en place de [’inflammation

Le recrutement de I’infiltrat inflammatoire repose sur I’augmentation du flux sanguin,
de I’expression de molécules d’adhésion et de la production de chimiokines inflammatoires.
Ces derniéres conduisent a I’infiltration cutanée de LT spécifiques de I’hapténe activés lors de
la sensibilisation, puis au recrutement de cellules spécialisées de 1’inflammation comme les
polynucléaires. De facon similaire a la phase de sensibilisation, le second contact avec
I’hapténe induit rapidement une libération de TNF-a et d’IL-1p (Enk et al., 1993a; Heufler et
al.,, 1992). Ce premier signal inflammatoire induit, dés 6 heures apres 1’application de
I’hapténe, le recrutement dans la peau de LT CDS8' effecteurs. Une seconde vague de
recrutement a la fois de LT CD8+ de type Thl et de LT CD4" de type Th2 intervient plus
tardivement entre 24 et 48 heures (Akiba et al., 2002). Ce recrutement en deux étapes
distinctes au niveau de la peau, pourrait s’expliquer par une expression échelonnée de

différents types de chimiokines.

70 % des LT de la DAC qui infiltrent la peau expriment CXCR3, récepteurs des
chimiokines CXCL9 (monokine induced by IFN-y, Mig), CXCL10 (IP-10) et CXCL11
(interferon-inducible T cell o chemoattractant, I-TAC) (Albanesi et al., 2001; Flier et al.,
1999). Des analyses comparatives de I’expression de récepteurs a chimiokines des LT CD4"
et CD8" montrent une forte expression de CXCR3 par les LT CD8" et de CCR4 par les LT
CD4", récepteur de CCL17 (TARC) et de CCL22 (macrophages derived chemokine, MDC)
(Iellem et al., 2001; Sebastiani et al., 2002). En effet, le couple CXCR3/CXCL10 semble
jouer un réle important dans le recrutement des LT CDS8’, alors que les LT CD4" semble
recrutés par CCR4/CCL17 (Reiss et al., 2001). Une fois recrutés dans la peau, les LT activés

représentent une véritable source de chimiokines.
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Les mécanismes impliqués dans I’initiation du recrutement des LT sont encore mal
connus : est-ce l’activation de quelques LT spécifiques présents dans la peau grace a la
circulation de LT (par la voie sanguine) qui initie le recrutement d’autres LT spécifiques, ou
est-ce la sécrétion de chimiokines par les KC suite a la toxicité de I’hapténe qui recrute les
LT ? Une étude favorise cette deuxieéme hypothése en montrant 1’expression de CCL2 (MCP-
1) par les cellules épidermiques avant méme I’arrivée des premiers LT CD8" (Goebeler et al.,
2001). De plus, la surexpression de CCL2 au niveau de KC de souris transgéniques entraine
une HSRC augmentée associée a une augmentation de I’infiltrat cellulaire (Nakamura et al.,
1995). Donc CCL2 semble étre un candidat intéressant dans I’initiation du recrutement des
LT; de méme que le TNF-a qui comme nous l’avons vu induit la sécrétion d’IL-8 (cf.
chapitre 111-3.5.1). Ensuite, ’arrivée des LT CDS8" coincide avec I’expression de CXCLO,
CXCL10, CCLS, CCL17 et CCL22 qui sont détectées dans la peau a partir de 12 heures. Et
I’expression de CCL17 et CCL22 augmente pour atteindre un maximum vers 48 heures
(Goebeler et al., 2001). Ainsi I’arrivée précoce des premiers LT CDS8", associée a une forte
production d’IFN-y, induirait la sécrétion des chimiokines CXCL9 et CXCL10 par les KC et
d’autres cellules de la peau (Albanesi et al, 2001). Ces chimiokines attirent
préférentiellement les LT CD8+, qui expriment de fort niveau de CXCR3 (Bonecchi et al.,
1998). En effet, des souris déficientes en CXCL10 présentent un défaut de recrutement des
LT producteurs d’IFN-y au niveau de la peau et une incapacité a développer une réaction
d’HSRC (Dufour et al., 2002). Puis I’expression maximale de CCL17, plus tardive permettrait
le recrutement des LT CD4+. CCL27 (cutaneous T cell attracting chemokine, CTACK) est
une autre chimiokine décrite dans I’adressage cutané des LT CD4+ (Homey et al., 2002).
Cette chimiokine se lie a son récepteur CCR10 qui est présent a la fois a la surface des LT
CD4" et CD8'. CCL27 est constitutivement exprimée par les KC et voit sa production
augmenter en présence d’IL-1p et de TNF-a (Homey et al., 2000). Les LT sont également
caractérisés par une forte expression la molécule d’adressage cutané CLA (Borges et al.,

1997).

Le réle effecteur des LT CDS" cytotoxiques

Une fois recrutés dans la peau, les LT CD8" établis pendant la phase de sensibilisation
reconnaissent spécifiquement, via leur TCR, les peptides hapténisés présentés par les CPA
cutanées. La reconnaissance spécifique de peptides hapténisés par les LT s’accompagne de la

libération de cytokines de type 1 dont I’'I[FN-y. La présence d’IFN-y induit la production de
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chimiokines décrites précédemment, ainsi que la synthése d’IL-1a, IL-6, TNF-a, IL-8, GM-
CSF, CCL2 et MIP-2 par les cellules dermiques et épidermiques ce qui amplifie la réponse
inflammatoire avec I’induction du recrutement de monocytes inflammatoires et de LT. Par
ailleurs, les mastocytes jouerait un réle important dans le recrutement des neutrophiles et des
LT CD8" au cours de ’'HSRC. En effet, les mastocytes du derme ont été décrits comme
essentiels dans le controle du recrutement des neutrophiles dans I’HSRC via leur sécrétion de
TNF-a et de MIP-2 (Biedermann et al., 2000; Wang and Thorlacius, 2005). Le TNF-a
faciliterait I’infiltrat par I’augmentation de I’expression de la molécule d’adhésion ICAM-1, et
MIP-2 serait responsable du gradient chimiotactique et de la migration des neutrophiles vers
le site de I’inflammation. De plus, une autre étude montre que l’intensité de I’infiltrat de
neutrophiles contrdle le nombre de LT CD8" spécifiques recrutés au site de révélation
(Engeman et al., 2004). Donc les mastocytes en plus d’étre impliqués dans 1’amplification de
I’immunité innée et la migration de CL, semblent étre déterminants dans le recrutement des
LT CDS8" effecteurs de ’HSRC, placant les mastocytes au centre de la réponse immunitaire

cutanée induite par les haptenes.

Au cours de ’'HSRC, la seule libération d’IFN-y par les LT CD8" ne semble pas étre
suffisante a la génération de I’inflammation. En effet, des souris déficientes pour les deux
voies de cytotoxicité des LT CD8", Fas/FasL et perforine, sont incapables de développer une
réponse d’HSRC, bien que les LT CD8" spécifiques producteurs d’IFN-y aient été identifiés
au niveau de la zone d’application de I’hapténe (Kehren et al., 1999). La nécessité d’une
invalidation des deux voies de cytotoxicité, Fas/Fas-L. et perforine, pour supprimer
I’inflammation, suggere la participation de chacune d’elles dans le processus inflammatoire
(Kehren et al., 1999). L’IFN-y serait en fait impliqué dans ’intensité de 1’inflammation (Lu et
al., 1998a; Saulnier et al., 1995), en induisant I’augmentation de I’expression de Fas sur les
KC, les rendrant plus sensibles a 1’apoptose (Trautmann et al., 2001). Les KC se apparaissent
comme les principales cellules cibles de 1’effet cytotoxique des LT CD8+ (Traidl et al., 2000).
L’apoptose des KC coincide avec I’arrivée des LT CD8" au niveau de 1’épiderme et augmente
proportionnellement au nombre de LT CDS8" infiltrant la peau (Akiba et al., 2002). Ces
dommages pourraient faciliter 1’accés de I’hapténe jusqu’au derme, donnant lieu a une

apoptose des cellules endothéliales (Trautmann et al., 2001).

Par ailleurs, les cellules NK (natural killer) représentant une sous-population des
lymphocytes qui posseédent une activité cytotoxique spontanée, ont été décrites comme des

cellules effectrices dans I’HSRC. Des souris dépourvues de LT et LB sont capables de faire
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une HSRC au DNFB (O'Leary et al., 2006), cependant 1’implication des cellules NK au cours

de la sensibilisation et/ou de la révélation n’est pas encore connue.

L’activation et le recrutement cutané des LT CDS8" spécifiques de 1’hapténe entrainent
une cascade de production de cytokines et de chimiokines, conduisant a I’infiltration massive
de cellules mononucléées responsables de 1’inflammation, et de la détérioration du tissu.
Aprés un maximum atteint entre 24 et 48 heures, 1I’inflammation diminue lentement, alors que
I’haptene est encore présent. Ceci suggere donc un phénomene de régulation active qui limite

I’extension du tissu endommaggé et assure le maintien de I’intégrité de la peau.

4.2.2. Larégulation de I’inflammation

L’infiltrat des LT CD8", qui atteint son maximum vers 24 heures (Akiba et al., 2002),
est suivi d’une arrivée massive de cellules CD4" de type Th2 contenant les LT régulateurs

entre 24 et 36 heures (Cavani et al., 2001).

Comme nous ’avons évoqué précédemment, ce recrutement tardif et massif de LT
CD4" de type Th2 peut s’expliquer par la recirculation de ces cellules au niveau des ganglions
drainants lors d’une seconde exposition a ’hapténe (Tang and Cyster, 1999). Une autre
hypothése suggére I’implication de la chimiokine CCL1 sécrétée par les LT CD8" activés au
niveau de la peau, ainsi qu’une augmentation de la sécrétion de CCL22 par les macrophages
activés (Sallusto et al., 1999a). Ces deux chimiokines attirent spécifiquement les LT de type
Th2 qui expriment CCR4 et CCR8. CCL1 attirerait plus précisément les LT regulateurs
producteurs d’IL-10 et spécifiques de 1’hapteéne, appelées les cellules Trl (Sebastiani et al.,
2001).

Si le role des LT CD4" dans la régulation de I’intensité et de la durée de 'HSRC
semble évident, la nature précise de cette (ces) sous-population(s) CD4" n’est pas clairement
définie. Trois sous-populations de LT CD4" régulateurs, I’une non spécifique d’hapténe (LT
CD4" CD25") (Dubois et al., 2003b), les deux autres spécifiques (LT Th2 et Trl) (Cavani et
al., 2000; Xu et al., 1996), ont plus particulicrement été étudiées dans 1’eczéma. Elles sont
toutes les trois capables de synthétiser en grande quantité des cytokines immunosuppressives
(IL-10 ou TGF-B). Une synergie entre les différentes sous-populations de LT CD4 est
envisageable, de méme qu’une interaction avec d’autres types cellulaires.

Les cellules Trl sécrétent principalement de 1I’'IL-10 qui bloque la présentation de

I’antigene par les CD, inhibant ainsi la fonction des LT effecteurs dans les ganglions (Cavani
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et al., 2000). Au niveau du derme, la libération d’IL-10 par les cellules régulatrices semble se
produire dés leur arrivée puis retrouve en quelques heures un niveau basal (Sebastiani et al.,
2001). Ce pic majeur d’IL-10 serait suffisant pour induire 1’arrét de 1I’expansion du processus
inflammatoire observé a 24 heures apres le contact avec 1’hapténe. D’autres types cellulaires
comme les KC produisent de I’'IL-10 (Enk and Katz, 1992b; Kondo et al., 1994) dont la
production assurerait un maintien de 1’effet suppresseur induit par la libération massive d’IL-
10 par les LT CD4". De plus, dans plusieurs modéles d’HSRC chez la souris, les LT CD4"
sécréteurs d’IL-10 ont été décrit comme responsables de la tolérance aux hapténes (Artik et
al., 2001; Desvignes et al., 2000; Dilulio et al., 1996). Les cellules Trl sont principalement
induites par la présence d’IL-10 et de TGF-p, tandis que les CD4" CD25" sont des cellules

régulatrices « naturellement » présentes.

Plus récemment, des LT CD4" exprimant constitutivement CD25" (IL-2Rar) ont été
identifiés chez ’homme et chez la souris (Sakaguchi et al., 2001; Shevach, 2002). Ces
cellules sont anergiques suite a I’activation du TCR in vitro. Elles expriment le facteur de
transcription Foxp3, essentiel a leur développement et leur fonction suppressive (Fontenot et
al., 2003) et la molécule de co-stimulation GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis
factor receptor) (Ronchetti et al., 2004). Les LT CD4" CD25" expriment aussi fortement
CTLA-4 (impliqué dans la tolérance périphérique) et 30% des LT CD4" CD25" circulants
expriment CLA, ce qui suggere qu’ils pourraient rapidement étre recrutés dans la peau lors
d’une inflammation. Des expériences d’inhibition de prolifération des LT CD4" CD25" par
des LT CD4" CD25" montrent leur role inhibiteur en réponse a différents antigénes (Cavani et
al., 2003). Les LT CD4" CD25" inhibent la production d’IL-2 et induirait I’arrét du cycle
cellulaire des LT CD8" ou CD4" par un mécanisme de contact cellule a cellule probablement
via CTLA-4 et le TGF- membranaire, mais indépendant de I’IL-10 (Shevach, 2002, pour
revue Romagnani, 2006)). De plus, I’effet immunosuppresseur des cellules T CD4" CD25"
n’est pas spécifique de 1’antigéne : une fois activées par un antigéne donné, ces LT peuvent
supprimer une réponse proliférative des LT CD4" CD25" de spécificité antigénique différente
(Thornton and Shevach, 2000). Les LT CD4" CD25" sont impliqués dans la régulation de
I’eczéma, ainsi que dans le phénomeéne de tolérance aux hapténes (Dubois et al., 2003a;
Dubois et al., 2003b).

Ainsi, le systéme immunitaire a la capacité¢ intrinseque de réguler la réponse
lymphocytaire T aux hapténes dont les pathologies se développent seulement dans le cadre

d’une rupture de I’équilibre entre les réponses effectrices et régulatrices.
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En résumé de cette étude bibliographique, les connaissances actuelles sur la
physiopathologie de I’inflammation cutanée supportent I’hypothese selon laquelle 1’activation
des LT spécifiques d’antigéne, a 1’origine des eczémas allergiques, dépend d’événement
précoces qui impliquent 1’activation de I'immunité cutanée innée, responsable des eczémas
irritants. Cette derniére est ainsi capable d’influencer I’induction de la réponse adaptative
notamment via la sécrétion de cytokines favorisant la migration des CD de la peau jusqu’aux
ganglions drainants. Le développement de I’eczéma allergique de contact semble donc
dépendre trés fortement des propriétés irritantes de 1’hapténe qui pourrait impliquer la voie
des TLR. Les travaux personnels qui suivent analysent le lien entre irritation et allergie
cutanée et démontrent, grace a 1’utilisation de modeles animaux, que 1’hypothése formulée ci-

dessus est juste.
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and JF Nicolas.

Manuscrit accepté pour publication au Journal Investigative of Dermatology

La dermatite irritante de contact (DIC) est une maladie inflammatoire de la peau
induite par des chimiques de faible poids moléculaire, tels les hapténes qui sont doués de
propriétés pro-inflammatoires. La dermatite allergique de contact est une complication
fréquente de la DIC. Elle est induite par des lymphocytes T spécifiques de 1’hapténe qui sont
activés dans les ganglions drainants par les cellules dendritiques (CD) cutanées ayant migrées.
Le but de cette étude est d’analyser la relation entre la DIC et la DAC au DNFB dans les
souris C57BL/6 et BALB/c, qui développent une inflammation cutanée respectivement sévere
et modérée (Figures 1 et 3).

Nous utilisons le mod¢le de la DAC primaire, ou une seule exposition au DNFB induit
en quelques heures une DIC non spécifique puis une réponse allergique spécifique a partir de
6 jours (Figure 3). Suite a I’application cutanée de DNFB, les souris C57BL/6 développent
une réponse de DIC dépendante de la dose, sévere (Figure 1) et associée a une plus forte
augmentation d’ARNm codant pour les interleukines (IL)-1f, IL-6 et IL-10 par rapport aux
souris BALB/c (Figure 2). L exposition de la peau a une faible dose de DNFB génére dans les
deux souches, une faible DIC qui se résout en quelques heures. Alternativement, I’application
cutanée d’une concentration intermédiaire ou forte de DNFB induit une DIC déclenchant une
DAC dont I’intensité est proportionnelle a I’intensité de la DIC, et qui est plus forte dans les
souris C57BL/6 versus BALB/c. En conclusion, I’irritation cutanée de contact induite par les

hapteénes conditionne le développement et la sévérité de la DAC.
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ABSTRACT

Irritant contact dermatitis (ICD) is a frequent inflammatory skin disease induced
by skin contact with low m.w. chemicals such as haptens endowed with pro-
inflammatory properties. Allergic contact dermatitis (ACD) is a frequent complication of
ICD and is mediated by hapten-specific T cells primed in lymph nodes by skin
emigrating DC. The aim of the present study was to analyze the relationship between
ICD and ACD to DNFB in C57BL/6 and BALB/C mice, which develop a severe and a
moderate skin inflammation, respectively. Upon a single skin painting with DNFB,
C57BL/6 developed within hours a more severe dose-dependent ICD response as
compared to BALB/C mice, which was associated with enhanced up-regulation of
interleukin (IL)-1p, IL-6 and IL-10. Skin exposure to a low dose of DNFB resulted, in
both strains, in a low ICD that resolved in a few hours. Alternatively, skin painting with
either an intermediate or a high DNFB concentration induced an ICD that subsequently
gave rise to an ACD reaction whose intensity was proportional to the magnitude of the
ICD response and was more severe in C57BL/6 mice than in BALB/C mice. In
conclusion, the hapten-induced skin contact irritation conditions the development and the

severity of ACD.

INTRODUCTION

Contact dermatitis (CD) is a frequent inflammatory skin disease induced by skin
exposure to low m.w. chemicals, endowed with both pro-inflammatory and antigenic
properties (Rowland et al., 2001; Saint-Mezard et al., 2004b). Through their pro-inflammatory
properties, haptens generate a non antigen-specific skin inflammation also known as irritant
contact dermatitis (ICD) (Basketter et al., 1999). Following contact with the skin, haptens
cause activation of skin cells resulting in the rapid production of a whole array of
inflammatory cytokines (including IL-1f, IL-6, TNF-a) and chemokines (including CCL20)
involved the recruitment and activation of dendritic cell (DC) precursors and in the migration
of skin DC to draining lymph nodes (LNs) (for review (Pastore et al., 2004; Saint-Mezard et
al., 2004b). In addition, haptens become immunogenic after covalent binding to discrete
amino-acid residues of proteins and by generating modified self proteins to induce allergic
contact dermatitis (ACD) (Lepoittevin and Leblond, 1997; Smith Pease et al., 2003). ACD,
also referred to as contact sensitivity (CHS) is a DTH reaction mediated by hapten-specific T
cells, which are primed in LNs and recruited in the skin during the afferent and efferent phase

of the reaction, respectively (Blauvelt et al., 2003; Saint-Mezard et al., 2004b). Upon skin
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contact, the hapten is taken up by immature skin DCs which migrate from the skin to the
paracortical area of draining LNs, where they prime hapten-specific T cells through
presention of hapten-protein complexes on MHC molecules (Bour et al., 1995; Krasteva et al.,
1998). A subsequent skin challenge with the same hapten leads to the rapid recruitment of
effector T cells in the skin, that initiate inflammation via induction of keratinocyte apoptosis
(Bour et al., 1995; Kehren et al., 1999). We and others have demonstrated that ACD to the
strong hapten dinitrofluorobenzene (DNFB) in mice is mediated by CD8+ cytotoxic T cells
and down-regulated by CD4+ T cells (Girolomoni et al., 2004; Gorbachev and Fairchild,
2001; Saint-Mezard et al., 2004a).

Clinical evidence supports the hypothesis that ICD promotes the development of ACD
and conditions its severity (Uter et al., 2005). Furthermore, it is widely accepted that the
susceptibility of individuals to develop ACD directly correlates with the pro-inflammatory
properties of haptens (Smith et al., 2002). The severity of ACD can greatly vary from a mild
and transient skin inflammation with pruritus and redness only to a severe long lasting
exsudating dermatitis. Factors which control the severity of ACD include the nature of
haptens (ranging from strong to weak sensitizers), their concentrations and the conditions of
exposure, most of ACD responses being observed in occupational settings (Kimber et al.,
2003). Indeed, haptens comprise very diverse chemicals, including a limited number of strong
contact sensitizers able to sensitize more than 90% of naive individuals after a single skin
contact and thousands of weak haptens that can induce sensitization in a small proportion of
individuals only (occupational disease) (Diepgen and Kanerva, 2006; Pierard-Franchimont et
al., 2006). Although the ability of a given hapten to induce ACD is linked to its antigenicity,
its intrinsic pro-inflammatory property is essential for efficient priming of specific T-cell
precursors (Enk and Katz, 1992; Flint et al., 1998; Le Borgne et al., 2006) Bonneville et al.,
2006 submitted for publication). It has been known for nearly 40 years that
irritation/inflammation can enhance ACD responses. Experimental studies in guinea pig
models (Magnusson and Kligman, 1969) as well as in human maximization tests (Kligman,
1966) have shown that co-administration of adjuvants or irritants with haptens could
markedly increase the hapten-induced ACD reaction. However, evidence that the quality and
magnitude of the ACD reaction depends on the nature and strength of the inflammatory

signals delivered by haptens during the course of ICD reactions is still lacking.

Here, we investigated the relationship between ICD and ACD reactions in C57BL/6
(B6) and BALB/C (BALB) mice, which develop a severe or mild skin inflammation to
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DNFB, respectively. We used the model of primary CHS induced by a single DNFB painting
on the ear (Saint-Mezard et al., 2003). In this model, persistence of the hapten in the skin for
several days leads within 6 days to the development of hapten-specific T cells which can
infiltrate the sensitized skin site and induce a CHS reaction. Therefore, in primary CHS, the
magnitude of the skin inflammation at day 6 depends solely on the antigenic and pro-
inflammatory signals delivered by hapten exposure at day 1, allowing a direct comparison of
both ICD and ACD responses in different strains of mice. We show that ICD responses are
dose-dependent and much higher in B6 than in BALB mice. More importantly, the intensity
of the ACD reaction is correlated to that of the ICD response, demonstrating that the hapten-

induced skin contact irritation conditions the development and the severity of ACD.

RESULTS

ICD responses are more severe in CS7BL/6 mice than in BALB/C mice.

Different doses of DNFB (0.1%, 0.3% or 0.5%) applied onto the ear induced an
ICD reaction manifested by ear swelling, which developed within 1 hour after DNFB
painting in both BALB and B6 mice. The ICD reaction was dose-dependent and presented
as a mild, moderate and severe skin inflammation in response to low, intermediate and high
DNFB concentrations, respectively (Figure la and 1b). The ICD reactions were
dramatically higher in B6 (Figure 1b) than in BALB mice (Figure 1a). Indeed, at each
DNFB concentration, ear swelling was 3 fold higher in B6 skin as compared to BALB
mice. Thus, the skin of B6 mice seems to be more sensitive to the pro-inflammatory effects
of DNFB than that of BALB mice.
The peak and the kinetics of the ICD reaction varied between the two strains. In BALB
mice, the ICD peaked between 1 and 3 hours irrespective of the dose and decreased
thereafter. Alternatively, in B6 mice, only low DNFB concentration induced an ICD
reaction with a peak at 1 hour; intermediate and high concentrations of DNFB resulted in
an ICD peak delayed at 3-6 hours with persistence of the skin inflammation up to 24 hours
after sensitization.
Histological analysis of 0.3% DNFB-treated ears at 6 hours after skin painting confirmed
that the skin inflammation, as revealed by dermal edema and cell infiltration in the dermis,
was more pronounced in B6 (Figure 1c¢, panel 4) than in BALB mice (Figure 1c, panel 3).
Collectively these results show that B6 mice have a “high ICD responder” status whereas

BALB mice have a “low ICD responder” status.
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The severity of ICD correlates with high levels of IL-1B/IL-6 mRNA and low levels
of IL-10 mRNA.

To get better insights into the molecular mechanisms involved in the development
of ICD reactions we next analyzed, by RNA protection assay, the expression of pro-
inflammatory (IL-1a, IL-1pB, IL-6) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines in the ear
skin, 3 hours after skin exposure to DNFB. The ear skin of naive and vehicle-treated
BALB mice contained only trace amounts of IL-la, IL-1f3, IL-6 and IL-10 mRNA
(Figure 2). DNFB sensitization induced a dose-dependent up-regulation of both IL-1
and IL-6 (Figure 2b) with a 2 and 4 fold increase in the levels of both cytokines induced
by 0.3% and 0.4% DNFB, respectively, as compared to 0.1% DNFB. IL-10 mRNA
upregulation was lower than that of IL-1f3 and IL-6. No significant up-regulation of IL-
loo mRNA was observed at any DNFB concentration (Figure 2a). Similar up-regulation
of IL-1p and IL-6, and too a lesser extend of IL-10, was found in DNFB-painted B6 mice
(data not shown). These results show that in both mouse strains, the intensity of ICD is
correlated with the production of IL-1f and IL-6 by skin cells.

Next, we compared the levels of IL-1f3 and IL-10 in the skin of B6 and BALB
mice at 3 and 6 hours after DNFB painting. The high ICD responder B6 mice produce
twice more IL-13 mRNA than BALB mice (Figure 2¢). Alternatively, expression of IL-
10 mRNA was consistently higher in the low ICD responder BALB as compared to B6
mice (Figure 2d). These results suggest that the differential production of pro- and anti-
inflammatory cytokines may explain the differences in the intensity of ICD reactions

observed in B6 and BALB mice.

The intensity of ICD reaction dictates the severity of ACD responses.

Mice were sensitized by DNFB and ear swelling was measured the following hours
(for ICD) and every day from day 4 until day 16 (for ACD). As previously observed, B6
mice developed a more intense dose-dependent ICD as compared to BALB mice (Figure
3a and 3b, left panel). In both strains, intermediate and high DNFB concentrations induced
typical ACD responses characterized by bell-shaped ear swelling curves, which peaked
between day 6 to 8 depending on the hapten concentration and on the mouse strain (Figure
3a and 3b, right panel). Down-regulation of ACD reaction started at day 9 and was almost
complete by day 16. For each mouse strain, the intensity of ACD reactions was

proportional to the concentration of DNFB used for sensitization and therefore directly
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correlated to the magnitude of the ICD reaction. Consequently, B6 mice developed more
severe ACD reactions than BALB mice. Of note, a low DNFB concentration was
responsible for an early ICD reaction but was unable to induce an ACD reaction
irrespective of the mouse.
Since we have previously shown that the ACD is mediated by IFN-y-producing
CD8+ T cells primed in draining LNs and recruited in the skin (Kehren et al., 1999), we
next analyzed the T cell response in the skin and auricular draining LNs of B6 and BALB
mice sensitized with DNFB. We observed a direct correlation between i) the severity of
the ICD reaction, ii) the numbers of DNFB-specific CD8+ T cells in LNs (ELISPOT
assay), ii) the magnitude of the recruitment of IFN-y-producing CD8+ T cells (RT-PCR
analyses) and iv) the intensity of ACD at day 6 (data not shown).

DISCUSSION

The present study shows that the development and severity of ACD depend on the
quality and magnitude of the ICD reaction. Skin exposure to increasing doses of DNFB
induced a dose-dependent ICD, which developed as early as 1 hour after skin painting and
resolved in a few hours to a few days depending on the DNFB concentration. More
importantly, the intensity of ACD was proportional to the concentration of DNFB used
for sensitization and therefore directly correlated to the magnitude of the ICD reactions. B6
mice were more sensitive than BALB mice to the pro-inflammatory effect of DNFB and
exhibited a 3 fold increase in both immediate ICD and late ACD responses.

ICD is the clinical outcome of the rapid release of pro-inflammatory cytokines in skin
sites exposed to haptens that promote local recruitment of inflammatory cells from blood.
In vivo and in vitro studies have documented that haptens can activate skin cells and induce
the production of several cytokines including IL-1B which, by stimulating the migration of
skin DC to lymph nodes, has a key role in sensitization. Lack of IL-1f results in failure to
initiate ACD (Effendy et al., 2000; Enk et al., 1993; Shornick et al., 1996). Alternatively,
IL-10 is an important down-regulatory factor for ACD and acts by inhibiting effector T cell
activation. Our data confirm previous studies showing the rapid up-regulation of IL-1f, IL-
6 and IL-10 by skin cells exposed to strong haptens (Enk and Katz, 1992; Kondo et al.,
1994) and further show that the intensity of ICD is proportional to the level of IL-1f and
IL-6 transcripts, both in B6 and BALB mice. More importantly, B6 and BALB mice which
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develop severe and mild ICD reactions, respectively, express an opposite pattern of
production of IL-1f8 and IL-10. The IL-1p/IL-10 ratio is dramatically higher in B6 than in
BALB mice, suggesting that the strain differences in the intensity of ICD could rely on the
intrinsic ability of a mouse strain to produce pro-inflammatory rather anti-inflammatory
cytokines following hapten stimulation.

Besides cytokine production, hapten sensitization leads within a few hours to the
recruitment from blood of myeloid DC precursors and migration of immature skin DC to
lymph nodes. We and others have recently shown that hapten-induced recruitment of
blood DC precursors into the skin dictates the severity of allergic contact dermatitis (Le
Borgne et al., 2006) Bonneville et al., 2006 submitted for publication). Interestingly, we
found that upon DNFB painting, more blood-derived DC precursors are recruited from
blood into skin in the high ACD responder B6 mice as compared to the low ACD
responder BALB mice. Consequently, higher numbers of skin emigrating DC reaching the
draining lymph node and enhanced numbers of effector T cells were primed in B6 mice
versus BALB mice. Thus, the correlation between the irritant properties of haptens and the
magnitude of the ACD reaction suggests that the skin recruitment of DC precursors results
from the adjuvant properties of haptens.

The initial dogma according which immunity results from “self non self discrimination”
has recently been challenged by the “danger signal” model, which proposes that the
strength of inflammatory signal delivered by the immunogen dictates the outcome of
immunisation on sensitization or tolerance (Matzinger, 2002). Haptens, by modifying self
proteins generate new antigenic motifs presented to specific T cell precursors. However,
not all haptens are capable of sensitization after a single skin exposure and we have
reported that weak haptens such as fragrance allergens are unable to prime ACD effector T
cells (Vocanson et al., 2006). Indeed, weak haptens can lead to sensitization under specific
conditions only, including higher and more frequent exposures. Thus, recognition of
hapten-modified self peptides by T cells does not preclude induction of hapten-specific T
cell-mediated skin inflammation. Alternatively, our data support that sufficient “danger
signal” provided by haptens at the site of sensitization and manifested by pro-
inflammatory cytokine and chemokine production is a pre-requisite for generation of ACD.

That strong haptens are able to deliver potent danger signals to skin innate immunity was
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recently demonstrated by Leborgne ef al. who showed that DNFB behaves as an adjuvant
able to promote the priming of CD8+ T cells specific to an irrelevant co-administered
protein antigen (Le Borgne et al., 2006). Along these lines, Grabbe et al. reported that a
given hapten could promote induction of an ACD reaction in response to a non cross-
reactive hapten (Grabbe et al., 1996). Indeed, oxazolone-specific ACD could develop in
oxazolone-sensitized mice upon challenge with both oxazolone and TNCB at infra-optimal
doses unable to sensitize for ACD. Our data further emphasize that the danger signal
provided by the strong hapten DNFB is dose-dependent and conditions the intensity of
the ICD reaction. Indeed, the two high DNFB concentrations (0.3 and 0.5%) induced dose-
dependent ICD leading to ACD responses, while the low DNFB dose (0.1%) resulted in a
mild ICD reaction, correlated with low levels of IL-1f, unable to give rise to an ACD
response. As previously shown, decreasing further the DNFB concentration to as low as
0.01%, a concentration devoided of irritant properties, is responsible for tolerance to
DNFB, which prevents the development of ACD to high DNFB concentrations (Maurer et
al., 2003). Collectively, these observations strongly support that the adjuvant properties
of strong haptens contribute in both ICD and ACD and further emphasize that "danger"
signals depending on the intrinsic pro-inflammatory properties of the hapten and on the
skin sensitivity of the host are required for induction of the initial ICD reaction that
contributes to the severity of ACD.

Although the reason why different individuals develop severe or mild ACD
reactions in response to identical hapten stimulation is not known, our results indicate that
the genetic susceptibility to the adjuvant effect of haptens is the crucial parameter that
conditions the magnitude of ACD. B6 skin cells appears more sensitive to the DNFB-
induced inflammatory signals than BALB skin cells inasmuch as they produce higher
levels of IL-1p and IL-6 (Figure 2) and increased amounts of CCL20, a chemokine
involved in the recruitment of blood DC precursors into the skin (Le Borgne et al., 2006)
Bonneville et al., 2006 submitted for publication). In addition, the variable susceptibility to
ACD in B6 and BALB mice could be explained by strain-dependent differences in mast
cell and macrophage functions. Indeed, following stimulation with Toll-like receptor
ligands like LPS, peritoneal macrophages of B6 mice produce higher levels of TNF-a
(Watanabe et al., 2004), which induces DC migration to LNs. In addition, mast cells were
shown to contribute to ACD via release of TNF-o and MIP-2 (Biedermann et al., 2000). At
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the basal state, mast cells are more abundant in skin of B6 than of BALB mice and
produce, following UV stimulation (Hart et al., 1998) and anti-IgE induced activation
(Noguchi et al., 2005), increased levels of immediate mediators including histamine and f3-
hexosaminidase. Since histamine is involved in vasodilatation and vasopermeation, its
enhanced secretion by B6 mast cells may also contribute to the increased dermal oedema
by allowing more efficient recruitment of blood cells, through interaction with HI-
receptors on endothelial cells.

In conclusion our data demonstrate that the development and severity of ACD
depend on early inflammatory events occurring within hours after sensitization and suggest
that genetic susceptibility of ACD in human may result from differences in host sensitivity

to the adjuvant effect of haptens that could explain the diversity of clinical presentations of

ACD among patients.

MATERIALS AND METHODS

Mice

Female C57BL/6 and BALB/c mice (7-10 weeks of age) were purchased from Charles River
Laboratories (L'Arbresle, France). Animals were left to acclimate for one week before
entering the study. Five mice were used per group. Mice were provided food and water ad
libidum. All experimental procedures were in accordance with the CREEA (Comité régional

d’éthique pour I’expérimentation animale) guidelines on animal welfare.

Reagents
2,4-dinitro-fluorobenezene (DNFB) (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) was diluted in

acetone:olive oil vehicle (4:1 vol/vol), freshly before application.
Assay for primary allergic contact sensitivity

The model has been described extensively elsewhere (Saint-Mezard et al., 2003). Naive mice
were sensitized at day 0 by a single application of various doses of DNFB applied on the left
ear, whereas the same volume of vehicle was applied on the right ear. At various time after
ear sensitization, ear thickness was measured with a spring-loaded micromiter (J15, Blet SA,
Lyon, France). Ear swelling was calculated by subtracting the initial value from the value
recorded on the corresponding time, and further subtracting any swelling recorded for

vehicle-control ear from ear swelling recorded for the hapten-applied ear.
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Histology

Ears were fixed in a 3% formalin solution for 24 hours and processed whole through a routine
15 hours cycle to paraffin wax embedding. 4 um sections were cut using a microtome and
mounted on Superfrost® Plus slides. Sections were dried overnight at 37°C. The slides were
dewaxed in Ottix® baths and staining according to routine hematoxilin and eosin (HE)

staining procedure.

mRNA extraction and multiprobe RNAse protection assays

At 3 and 6 hours after the ear painting, ear samples were collected from vehicle and DNFB-
treated mice and frozen in liquid nitrogen. Total RNA was extracted using the RNAXEL kit
(Eurobio, F-91953, Les Ulis, France). Chemokines mRNA levels were measured by RNase
protection assays using the Riboquant kit (BD Pharmingen) following the instructions of the
supplier. The quantity of protected mRNA was determined using a Phosphorlmager and

ImageQuant software (all from Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Skin contact irritation is more severe in C57BL/6 mice than in BALB/C mice.
A single skin painting with 0.1% (<), 0.3% () or 0.5% (/) DNFB on the left ear (and
vehicle on the right ear) of BALB/C (white) (a) and C57BL/6 (black) (b) mice induced within
hours an immediate ear skin inflammation. Results are expressed as the mean ear swelling +
SD. (¢) Histological analysis of ear sections from BALB/C and C57BL/6 mice, 6 hours after
vehicle (1, 2) or DNFB (3, 4) sensitization. HE staining. Original magnification: x100.

Results are representative of three independent experiments.

Figure 2. The severity of ICD correlates with high levels of IL-18/IL-6 mRNA and low
levels of IL-10 mRNA.

(a) Detection and quantification of mRNA for IL-1a, IL-1f, IL-6, and IL-10 by RNAse
protection assay in the skin of DNFB-treated BALB/C mice 3 hours after sensitization.
Controls include expression of mRNA in the ear skin of naive mice and of vehicle-treated
mice at 3 hours. (b) Histograms representations of the relative quantities of IL-1f (black
bars), IL-6 (white bars) and IL-10 (grey bars) mRNA recovered from the different
experimental conditions, as compared to expression of GAPDH mRNA as reference gene.
(c,d) Comparison of the expression levels of IL-18 (¢) and IL-10 (d) mRNA levels by
RNase protection assay in the skin of BALB/C (white bars) and C57BL/6 (black bars)
mice, 3 and 6 hours following 0.3 % DNFB sensitization. Controls include mRNA levels in

the ear skin of naive mice and of vehicle-sensitized mice. mRNA relative quantities were

compared with GAPDH mRNA as standards.

Figure 3. The intensity of ICD reaction dictates the severity of ACD responses.

DNFB-induced skin inflammation was analyzed in groups of five BALB/C (a) and C57BL/6
mice (b) within hours (left panel) and days (right panel) following sensitization with DNFB
0.1% (<, 4),0.3% (L1, or 0.5% (A, A) on the left ear and vehicle on the controlateral ear.
Results are expressed as the mean ear swelling + SD. Data are representative of four

experiments.
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Article n°2 :

Antigen-induced dendritic cell migration to lymph nodes dictates the

severity of allergic contact dermatitis

M. Bonneville, A. Hennino, M. Vocanson, C. Chavagnac, J. Benetiere, K. Rodet, R. Tedone,
I. Pernet, A. Denis and JF Nicolas.

Manuscrit soumis a I’European Journal of Immunology

La dermatite allergique de contact (DAC) est une maladie inflammatoire cutanée
fréquente induite par 1’exposition cutanée de chimiques de faible poids moléculaires. La DAC
est médiée par des lymphocytes T (LT) spécifiques d’haptene, activés dans les ganglions par
les cellules dendritiques (CD) qui migrent depuis la peau pendant la phase de sensibilisation.
Ces LT infiltrent le site exposé a I’hapténe pendant la phase d’¢licitation et induit la réponse
inflammatoire de la DAC. La sévérité de la DAC dépend de plusieurs parameétres dont la
nature de I’haptene, sa concentration et I’état immunitaire du patient.

Le but de cette étude est d’analyser les mécanismes qui controlent I’intensité de la
DAC au DNFB dans deux souches de souris, C57BL/6 et BALB/c, qui développent
respectivement une inflammation cutanée sévere ou modérée. Suite a 1’application topique de
DNFB, les souris C57BL/6 recrutent plus de précurseurs de CD du sang vers la peau que les
souris BALB/c (Figure 5). Par conséquent, les souris C57BL/6 présentent trois fois plus de
CD dérivées de la peau que les souris BALB/c dans les ganglions a 24 heures apres
I’immunisation au DNFB (Figure 3). Cet effet est responsable de réponses immunitaires
spécifiques de 1’hapténe plus fortes chez les souris C57BL/6 incluant 1’augmentation : i) du
nombre de LT spécifiques activés pendant la sensibilisation (Figure 2), ii) du nombre de LT
effecteurs infiltrant la peau au site d’application du DNFB pendant I’¢licitation (Figure 1,C-
F), ii1) de I’inflammation de la peau a 6 jours (Figure 1, A et B). Par conséquent, la sévérité de
la DAC dépend des éveénements cutanés précoces impliquant le recrutement de précurseurs de

CD dans la peau.
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ABSTRACT

Allergic contact dermatitis (ACD) is a frequent inflammatory skin disease induced by skin
exposure to low m.w. chemicals called haptens. ACD is mediated by hapten-specific T
cells primed in lymph nodes (LNs) by dendritic cells (DCs) migrating from the skin during
the sensitization phase. These T cells infiltrate the hapten-exposed site during the
elicitation phase and induce the ACD inflammatory reaction. The severity of ACD is
conditioned by several parameters including the nature of the hapten, its concentration and
the patient’s immune status. The aim of the present study was to analyze the mechanisms
which control the intensity of ACD to DNFB in two strains of mice which develop a severe
(C57BL/6) and moderate (BALB/C) skin inflammation, respectively. Upon skin painting
with DNFB, C57BL/6 mice recruited more DC precursors from blood to skin than
BALB/C mice. Consequently, C57BL/6 mice displayed three times more skin-derived DC
than BALB/C mice in LNs 24 h after DNFB immunization. This effect was responsible for
enhanced hapten-specific immune responses in C57BL/6 mice including: i) priming of
enhanced numbers of specific T cells in LNs during sensitization; ii) infiltration of higher
numbers of effectors T cells in the DNFB-painted skin site during elicitation; iii) increased
skin inflammation at day 6. Therefore, the severity of ACD relies on early skin events

involving recruitment of DC precursors into the skin.

INTRODUCTION

Allergic contact dermatitis (ACD), also referred to as contact hypersensitivity (CHS)
is a frequent T cell-mediated inflammatory skin disease and is one of the most common
occupational diseases (1-3). ACD occurs after epicutancous exposure to low m.w.
chemicals called haptens, which covalently bind to aminoacid residues on self or
exogenous proteins and therefore generate new antigenic determinants (4). Besides,
haptens are endowed with intrinsic proinflammatory properties, necessary for optimal
hapten-specific T cell immunization (1, 5, 6). During sensitization of the epidermis, the
reactive hapten is taken up by immature skin denndritic cells (DCs) which migrate from
the skin to the paracortical area of draining lymph nodes (LNs), where they prime hapten-
specific T cells (7, 8). A subsequent skin challenge with the same hapten leads to the rapid
recruitment of IFN-y-producing CD8+ T cells in the skin where they induce inflammation
through keratinocyte apoptosis (7, 9). We and others have demonstrated, in murine models,

that ACD is mediated by CD8+ cytotoxic T cells and down-regulated by CD4+ T cells (for
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review, 1).

The severity of ACD varies greatly and ranges from a mild and transient skin
inflammation with pruritus and redness only to a severe long lasting exsudating dermatitis.
Factors which control the severity of ACD include the nature of haptens (ranging from
strong to mild sensitizers) and their concentrations. Although the sensitizing properties of
haptens are linked to their ability to generate new antigenic motifs following interaction
with self-proteins, their proinflammatory properties are mandatory for optimal
immunogenicity. Indeed, activation of skin innate immunity by haptens is required for
differentiation and mobilization of DCs from the skin to draining LNs and for optimal
priming of CD8+ T cell precursors (10, 11). The patient’s immune status plays also an
important role in the outcome of ACD since different patients exposed to the same
concentration of hapten may develop a mild to severe ACD (12). However the mechanisms
which control the patient’s sensitivity to haptens and which govern the severity of ACD
remain unknown.

Here, we investigated the mechanisms which control the intensity of ACD in
C57BL/6 (B6) and BALB/C (BALB) mice, which develop a severe or mild skin
inflammation to DNFB, respectively. We used the model of primary contact
hypersensitivity (CHS) induced by a single hapten painting on the ear (13). In this model,
persistence of the hapten in the skin for several days leads within 6 days to the
development of hapten-specific T cells which can infiltrate the sensitized skin site and
induce a CHS reaction (13). Therefore, in primary CHS, the magnitude of the skin
inflammation at day 6 depends solely on the antigenic and proinflammatory signals
delivered by hapten exposure at day 1 allowing a direct comparison of CHS responses in
different strains of mice. We show that the number of DCs recruited in skin a few hours
after DNFB sensitization, and ultimately the number of DCs that end up in draining LNs,
directly impacts on T cell priming and on CHS severity. The high CHS responder B6 mice
recruited more DC precursors than the low responder BALB mice and this was associated
with higher numbers of specific T cells induced in LNs and enhanced numbers of effector
T cells recruited in hapten-exposed skin in B6 versus BALB mice. Therefore the
magnitude of the CHS reaction at day 6 depends on early events occurring a few hours

after sensitization and involving the migratory properties of skin DC.
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MATERIALS AND METHODS

Mice

Female C57BL/6 and BALB/C mice (7-10 week old) were purchased from Charles River
Laboratories (L'Arbresle, France). Animals were left to acclimate for one week before
entering the study. Five mice were used per group. Mice were housed individually and
were provided food and water ad libidum. All experimental procedures were in accordance
with the CREEA (Comité régional d’éthique pour 1’expérimentation animale) guidelines

on animal welfare.

Reagents

2,4-dinitro-fluorobenezene (DNFB) was diluted in acetone:olive oil (4:1). Fluorescein
isothiocyanate (FITC) was diluted in acetone:dibutylphthalate (1:1).
Dinitrobenzenesulfonic acid (DNBS) and trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) were used

for in vitro studies (all from SIGMA, St. Louis, MO).
Assay for primary allergic contact sensitivity

The model has been described extensively elsewhere (13). Briefly, naive mice were
sensitized at day 0 by a single application of 0.3% DNFB applied on the left ear, whereas
the same volume of vehicle was applied on the right ear. At various time after ear
sensitization, ear thickness was measured with a spring-loaded micrometer (J15, Blet SA,
Lyon, France). Ear swelling was calculated by subtracting the initial value from the value
recorded on the corresponding time, and further subtracting any swelling recorded for

vehicle-control ear from ear swelling recorded for the hapten-applied ear.

Histology

Ears were fixed in a 3% formalin solution for 24 h and processed whole through a routine
15 h cycle to paraffin wax embedding. 4 um sections were cut using a microtome and
mounted on Superfrost® Plus slides. Sections were dried overnight at 37°C. The slides
were dewaxed in Ottix® baths and staining according to routine hematoxilin and eosin

(HE) staining procedure.

Immunohistochemical analysis of ear sections and epidermal sheets

Day 6 DNFB-treated ears were deep frozen in isopentane precooled in liquid nitrogen,
embedded in O.C.T. compound (Tissue-Tek®). Cryostat sections (5 um) were mounted on
Superfrost®Plus slides and dried overnight at room temperature (RT), before being fixed

in ice cold acetone for 10 min. Slides were dried at RT, rehydrated in TBS tween, and
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incubated with anti-CD8a mAb (KT15 Lyt 2 clone, Immunotech, Marseille, France) for 1
h at RT in humid chamber. Specific binding was revealed after 30 min incubation with
biotinylated goat anti-rat IgG Ab (Vector Laboratories, Burlingame, CA) before
streptavidin biotin complex / HRP incubation (ABC kit Dako, Carpenteria, CA). The
reaction was developed using 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) subtrate and H,O, (Dako).
Negative control was performed in ear samples using Ab dilution buffer alone.

Epidermis from naive and hapten-treated ears was peeled off the connective tissue by
incubation for 1 h at 37°C in PBS supplemented with EDTA 20 mM (Sigma). The sheets
were cut into small pieces, rinsed and incubated overnight at 4°C with rat IgG2b anti-
mouse Ia (clone CD311) or isotype-matched irrelevant Ab. After three washes in PBS/1%
bovine serum albumin, the specific binding was revealed as described above for ear
sections.

mRNA extraction and quantitative RT-PCR analysis

Ear samples were collected from vehicle- and DNFB-treated mice and frozen in liquid
nitrogen. The detection of RNA was conducted as described in detail elsewhere (14). In
brief, total RNA was extracted using the RNAXEL kit (Eurobio, F-91953, Les Ulis,
France). After DNase I treatment, 1 mg of total RNA was reverse transcribed using poly
dT15 primers and Subscript II reverse transcriptase (90 min, 37°C; Gibco BRL)
(Invitrogen, F95613, Cergy Pontoise). The relative level of expression was calculated by
normalizing with the mean expression of HPRT, G3PDH and actine genes. The cDNA
obtained was amplified using different sets of primers. For HPRT the sense primer is 5'-
TCA TTA TGC CGA GGA TTT GGA -3' and antisense 5'-CAG AGG GCC AC ATG
TGA TG -3'. For G3PDG the sense primer is 5'-GCA TGG CCT TCC GTG TTC -3' and
antisense 5'-TGT CAT CAT ACT TGG CAG GTT TCT -3'. For Actine the sense primer is
5'-AAG ATC TGG CAC CAC ACC TTC T -3' and antisense 5'-TTT TCA CGG TTG
GCC TTA GG -3'. For CD8 the sense primer is 5'- CTT GTG CCT CAA ACT GCA AG-3'
and antisense 5'-CCG CTA AAG GCA GTT CTC C -3'. For IFN-y the sense primer is 5'-
CCA GCG CCA AGC ATT CAA TGA G -3' and the antisense primer is 5'-GAC AAT
CTC TTC CCC ACC CCG -3". The PCR were performed with Platium® SYBR® Green
qPCR SuperMix UDG (Invitrogen) on Applied Biosystems GeneAmp 7600 thermocycler
(1 min at 94°C, 1 min 30 s at 60°C, 2 min at 72°C).

FACS analysis of skin cells

Ears were harvested 6 h and 6 days after sensitization, pooled by treatment group (n=3),

rinsed with PBS, split with the aid of forceps, and cut in small pieces. After 1 h of
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incubation at 37°C in RPMI Hepes 25mM, SVF 10%, collagenase 400U/ml, DNase I
0.2mg/mL (400U/ml), cells were filtered, washed and counted. Single cell suspensions
prepared from ears were preincubated for 15 min at 4°C with the 2.4G2 hybridoma
supernatant to block Fcy receptor binding. Subsequently, cells were washed with azide
0.01%, SVF 1% in PBS and labeled with anti-mouse APC anti-CD45 (30-F11), PE-Cy5
anti-CD4 (L3T4), FITC anti-CD11b (M1/70), PE anti-Grl (RB6-8C5) (BD PharMingen)
or PE anti-CD8a (Ly2) (CALTAG) mAbs. Finally cells were washed and analyzed with
FACSalibur (BD Biosciences).

Ag pulsing of antigen-presenting cells (APC)

Irradiated splenocytes were resuspended in RPMI 1640 without FCS containing DNBS (2
mM, pHS) and incubated at 37°C for 10 min.

In vitro secondary T cell proliferation

Auricular LNs were harvested 5 days after DNFB sensitization and CD8+ T cells were
purified through positive selection using mini MACS columns (Miltenyi Biotech, Paris,
France). The resulting cell suspensions contained >95% viable CD8+ T cells. In vivo
hapten-primed CD8+ T cells (10° cells/well) were cocultured for 3 days at 37°C in 96-well
plates with 5x10° irradiated DNBS-treated as described above or untreated syngenic spleen
cells from naive mice. The proliferative responses were assessed on day 3 of culture by *H-
thymidine incorporation (1 uCi/well) for the last 8 h of culture. The results are expressed
as total cpm or proliferation index calculated as follows : (cpm in cultured T cells +
DNBS-treated spleen cells)/(cpm in cultured T cells + untreated spleen cells).

IFN-y Enzyme-linked Immunospot Assay (ELISPOT)

The number of IFN-y-producing cells was determined using an ELISPOT assay. Briefly,
96 well-nitrocellulose plates (MAHA N4510, Millipore, Saint Quentin-en-Yvelines,
France) were coated 2 h at 37°C with anti-IFN-y Abs (R46A2, BD-Pharmingen, Le Pont de
Claix, France) and blocked with PBS/1% BSA for 2 h at 37 °C. The plates were washed
five times with PBS/0.05% tween before use. Auricular draining LNs of mice sensitized at
day 0 with DNFB were harvested at day 5 and cell suspensions were prepared. LN cells
were incubated overnight at 37°C in different numbers in the presence of 0.4 mM DNBS
(or 0.2 mM TNBS). After washing, plates were incubated for 2 h at 37°C, 5% CO; with a
biotinylated anti-IFN-y Ab (XMG1.2, BD-Pharmingen). IFN-y spot-forming cells (IFN-y-
SFC) were developed using Avidin HRP (CliniSciences, Montrouge, France) incubated for

20 min at RT, and extensively washed before adding the substrate (Aminoethyl carbazole
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(AEC), Sigma). The number of IFN-y-SFC present in each well was counted using the Carl
Zeiss vision ELISPOT (Carl Zeiss Vision, D-85399, Hallberghoos, Germany) and the
results were expressed as IFN-y-SFC /10° LN cells.

Statistics

Statistics were performed using the paired two-tailed Student’s t test.

RESULTS

CHS to DNFB is more severe in CS7BL/6 mice than in BALB/C mice.

As previously described (13), primary CHS to DNFB was obtained by application
of a single dose of 0.3% DNFB on the left ear of naive mice at day 0 which induced a skin
inflammatory reaction starting at day 5, peaking at day 6-7 and quickly subsiding
thereafter. No CHS response was induced on the right ear of the same mice which received
the acetone/olive oil vehicle alone. Figure 1A shows that B6 mice developed a more
severe primary CHS than BALB mice with a 2 to 3 fold increase in ear swelling at both
day 5 and 6 (p<0.01). Histological analysis of DNFB-sensitized ears confirmed that the
skin inflammation at day 6 was more severe in B6 mice (Figure 1B1) than in BALB mice
(Figure 1B2) including increase in dermal oedema, vascular enlargement, cellular
infiltration of the dermis and epidermal thickness (Figure 1B1). The histological aspect of
the skin of vehicle-sensitized mice was that of normal mouse skin and was similar in B6

and BALB mice (Figure 1B, 3 and 4).

The severity of the CHS reaction is proportional to the numbers of specific CD8+ T
cells induced by DNFB sensitization.

Since IFN-y-producing CD8+ T cells are effector cells of CHS (9, 15), we
postulated that the enhanced CHS response observed in B6 mice was secondary to
increased numbers of CD8+ T cells primed in draining LNs in the first days following
immunization and subsequently recruited in the skin at day 6. Analysis of skin T cell
infiltration at day 6 was done by three different approaches. Immunohistochemical staining
of skin sections with anti-CD8 mAbs showed that B6 mice have recruited increased
numbers of CD8+ T cells compared to BALB mice (Figure 1C). Of note, epidermal CD8+
T cells were found in higher numbers in B6 mice than in BALB mice (Figure 1C). No

CD8+ T cells were detected in the skin of vehicle-sensitized mice (data not shown).
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Quantitative PCR analysis for CD8 and IFN-y mRNA indicated that up-regulation of CD8
and IFN-y mRNA occurred in DNFB-sensitized skin of both strains of mice and was much
more pronounced in B6 than in BALB mice (Figure 1D). CD8 and IFN-y mRNA were
neither found in the skin of naive or of vehicle-sensitized mice (data not shown). Finally,
analysis of CD8+ (and CD4+) T cell recruitment in DNFB-sensitized skin was carried out
by FACS staining of skin cell suspensions (Figure 1E). In vehicle-sensitized mice (as in
normal mice), most of the T cells infiltrating the skin were CD4+ T cells (18% and 16% of
total CD45+ cells in B6 and BALB, respectively, Figure 1E upper right panel) while
CD8+ T cells represented only 5% (B6) to 2% (BALB) of skin CD45+ cells (Figure 1E
lower right panel). In DNFB-sensitized skin, B6 mice recruited more CD8+ T cells than
CD4+ T cells (18% vs 11% of CD45+ skin cells; CD8/CD4 ratio = 1.8) whereas BALB
mice recruited preferentially CD4+ T cells to CD8+ T cells (23% vs 10%; CD8/CD4 = 0.5)
(Figure 1, E and F). Accordingly, the CD8/CD4 ratio varied from 1.8 in B6 mice to 0.5 in
BALB mice (Figure 1F). These data show that the severity of CHS responses is correlated
with the numbers of CD8+ T cells recruited in the skin.

We next analyzed the DNFB-specific CD8+ T cell pool in the draining LNs of both
strains of mice. The DNFB-specific immune response was higher in B6 compared to
BALB mice as shown by the higher proliferative responses and IFN-y ELISPOT responses
(Figure 2). Purified CD8+ T cells from B6 mice exhibited higher secondary proliferative
responses upon in vitro restimulation with DNBS (proliferation indexes: 19.9 for B6 and
11.5 for BALB) (Figure 2A). Furthermore, B6 mice displayed 3 times more specific IFN-
y-producing T cells than BALB mice (mean frequency: 363 SFC/10° LN cells for B6 and
112 SEC/10° LN cells for BALB) (Figure 2B).

Thus the magnitude of CHS responses is proportional to the numbers of specific

CD8+ T cells induced by DNFB immunization and recruited in the skin at day 6.

Higher numbers of skin DCs migrate to draining LNs in B6 versus BALB mice
Because DCs need to migrate from the skin to draining LNs to induce T cell
priming and CHS response (16), we next examined the FITC-induced DC migration in
both strains of mice (17, 18). FITC was applied onto the ventral skin of naive mice, and the
number of FITC+ DC (defined as FITC+ CD86+ CD11ct+ cells) in draining LNs was
analyzed 24 h later (Figure 3). B6 mice exhibited a 3 to 6 -fold increase in the number of
FITC+ DC cells compared to BALB mice (Figures 3, A and B). Moreover FITC+ DC
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from B6 mice presented a more mature phenotype with higher expression of CD86 than
BALB mice (Figure 3C), as previously described by Liu ef al. (19).

Next, we addressed the question of the origin of the skin migrating DCs found in
LNs 24 h after hapten exposure. These could correspond either to resident skin DCs which
are mobilized by hapten contact or to DCs recently recruited in the skin as DC precursors
by the proinflammatory signals induced by DNFB painting (20). The two strains of mice
displayed similar numbers of epidermal class [I+ Langerhans cells (LC) in naive skin as
well as in 24 h hapten-treated epidermis (Figures 4, A and B). However, naive B6 mice
ear skin contained more CD11c+ CD45+ cells than BALB mice ear skin suggesting that
B6 mice have greater numbers of dermal DCs than BALB mice (Figure 4C). Figure 5
shows that DNFB painting was followed by a rapid and transient influx of CD45+
leucocytes in the dermis which peaked at 6 h, confirming recent studies of Leborgne et al.
(20). Although similar numbers of CD45+ cells were recruited in the skin of B6 and BALB
mice (data not shown), important differences in the subsets of the recruited cells were
observed. FACS analysis of gated CD45+ CD11b+ skin cells using the Grl marker defined
three different CD11b+ subsets depending on the level of expression of Grl antigen and
corresponding, as previously described (20, 21), to neutrophils (Gr1™€"), DC precursors
(Gr1™), and monocytes (Gr1™¢). Vehicle-treated skin of B6 mice contained less CD11b+
Gr1™ cells than that of BALB (Figure 5A). Application of DNFB induced a dramatic
increase (8 fold) in the number of CD11b+ Gr1™ in B6 skin (Figure 5, A and B). In
contrast only a modest increase (2 fold) in the recruitment of DC precursors was observed
in hapten-painted BALB skin (Figure 5, A and B).

Since CCL20 chemokine is involved in the recruitment of DC precursors from the
blood to the skin (20, 22), we next tested the expression of CCL20 mRNA in the skin of
both strains of mice and observed that DNFB painting induced a strong up-regulation of
CCL20 1 h after DNFB sensitization, which was more pronounced in B6 versus BALB
mice (Figure 5C).

These data show that B6 mice recruit more DC precursors than BALB mice
following hapten skin contact probably because they produce higher levels of CCL20 and

further suggest that recruited but not resident cells account for the observed increased

numbers of skin migrating LN DCs in B6 versus BALB strain.
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DISCUSSION

The present study shows that the magnitude and quality of ACD reactions depend
on events occurring in the very first hours following sensitization and involving DC
migration to draining LNs. The number of skin DCs able to reach the LNs is the critical
parameter responsible for a series of events leading to low or high CHS responses. Indeed,
we observed a direct correlation between: i) the number of skin migrating DCs 24 h after
sensitization, ii) the number of specific T cells primed in LN, iii) the number of effector
CD8+ T cells infiltrating the skin at day 5. The number of skin migrating DCs dictates the
differences in the intensity of CHS responses between two individuals since a given
concentration of hapten induced dramatic differences in DC migration and CHS responses
in B6 and BALB mice which developed a severe and mild skin inflammation, respectively.
The magnitude of DC migration induced by different concentrations of hapten in the same
individual is also responsible for quantitative differences in the severity of CHS. In this
respect we observed a correlation between the migration rate of skin DC and the intensity
of CHS reaction in B6 mice exposed to increasing concentrations of DNFB (data not
shown). Our data are in line with studies by Kimber ef al. showing a concomitant increase
in lymphocyte proliferative responses and DC migration in regional LNs following skin
painting with haptens (23). More recently, Martin-Fontecha et al. demonstrated that
antigen-specific CD4+ T cell priming in popliteal LNs was proportional to the numbers of
antigen-loaded DC injected s.c. in footpads and able to reach the popliteal LNs (24).
Therefore, our observations strongly support the hypothesis that, besides the cytokine
secretion profile and the expression of co-stimulatory molecules, the abundance of Ag-
presenting DCs in lymphoid organs is a critical factor in the magnitude of a T cell response
to Ags in vivo (25). Of note, our data provide additional informations on the clinical
consequences of the enhanced T cell priming resulting from the increased migration of
antigen-loaded DCs. We observed a direct correlation between the numbers of CD8+ T
cells primed in LNs, the numbers of CD8+ T cells able to infiltrate the skin and the
magnitude of the ACD reaction. This observation implies that the major parameter which
controls the intensity of ACD is the quantity and quality of CD8+ T cell priming.

DCs are mandatory for efficient T cell priming. However, the nature of the skin DC
subset responsible for priming of specific effector T cells in LNs draining the sensitization
site remains largely debated. Resident skin DCs and more precisely epidermal LCs which
are at the direct contact with cutaneous applied antigens have been postulated to be

involved in the capture and processing of haptens followed by DC migration to draining
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LNs. However, recent studies have challenged this hypothesis by showing firstly that LCs
are dispensable for priming effector T cells of CHS (26-28) and secondly that DCs newly
recruited in the skin are necessary for an efficient hapten-specific immune response (20).
Our data are in line with these latter studies and show that the recruitment of DC
precursors in the dermis is a critical event following hapten painting whereas no changes
were observed in the numbers of epidermal LCs. Furthermore, the magnitude of the DC
recruitment correlated with the numbers of skin migrating DCs in LNs and with the
intensity of CD8+ T cell priming and CHS reaction. However, among the differences
which exist at homeostasis between B6 and BALB mice, it is noteworthy that the skin of
B6 mice contains more CD11c+ cells than that of BALB mice (Figure 4A and 29). Since
the number of LCs are similar in the two strains of mice this observation suggests that
dermal DCs are more numerous in B6 and that they could participate in the increased
migratory properties of B6 skin DC.

Although our data strongly argue for a direct link between the numbers of skin
migrating DCs and the intensity of CHS responses, additional strain-related factors may
play a role in the differences of CHS intensity in B6 and BALB mice. Firstly, B6 DCs
appear more efficient than BALB DC for antigen presentation to T cells. They express
higher levels of MHC class II and CD86 molecules under steady state conditions (Figure
3C and 19) and produce more T cell activating cytokines (e.g. IL-1, IL-12 and IL-15) upon
stimulation (30, 31). Secondly, the proportion of CD8+ T cells among total T cells is
increased in B6 versus BALB mice implying that the repertoire of hapten-specific CD8+ T
cell precursors is larger in B6 than in BALB mice. Thirdly, B6 T cells produce higher
levels of IFN-y following TCR engagement by immobilized anti-TCR mAb than BALB T
cells (30). All these differences between the two strains probably contribute to the optimal
specific T cell activation which follows hapten presentation by skin migrating DCs.

Several clinical and experimental evidences indicate that the proinflammatory effects
of haptens significantly contribute to the elicitation of CHS responses and that the capacity
of the hapten to evoke proinflammatory stimuli rather than its antigenicity is responsible
for the intensity of CHS (32, 33). Recent in vivo animal tests that have been developed to
assess the allergenicity of chemicals, have revealed that the sensitizing potential of haptens
correlates with their proinflammatory properties. The most reliable test, referred to as the
local lymph node assay, measures the hapten-induced proliferation of cells in the LNs
draining the site of hapten painting (34). Strong haptens induce a high proliferation rate

whereas weak haptens are responsible for only a modest proliferation of LN cells (35).
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More recent studies have reported that strong haptens such as DNFB behave as adjuvants
promoting the priming of CD8+ T cells specific to nominal protein antigens in vivo via de
novo recruitment of DC precursors from blood (20).

Upon skin contact, haptens induce activation of skin cells resulting in the rapid
production of a whole array of inflammatory cytokines (including IL-1p, IL-6, TNF-a)
involved in the recruitment, activation and migration of skin DCs (for review 1, 36).
Extravasation of blood monocytes and DC precursors into the skin is governed by local
gradients of chemokines, especially CCL20 which induce chemotaxis of immature DCs
through binding to the CCR6 receptor (20, 37). The requirement of the CCR6/CCL20
pathway in the recruitment of DC precursors in skin during ACD was recently
demonstrated by studies showing that DNFB up-regulates CCL20 expression in skin and
that CCR6°/° mice develop an impaired CHS to DNFB (20). That CCL20 is pivotal in the
hapten-induced recruitment of DC precursors is further supported by our data showing that
CCL20 mRNA is rapidly up-regulated after hapten skin contact and is expressed at higher
levels in B6 than in BALB mice. Analysis of cytokine production in the skin following
DNFB sensitization showed that, besides CCL20, other molecules (IL-1p, IL-6) are
overexpressed in the skin of B6 compared to BALB mice (data not shown). Along these
lines, Noguchi et al. reported that activated mast cells from B6 mice released a larger
amount of histamine than BALB mice, which may participate in the increased recruitment
of blood cells via binding to histamine receptors on endothelial cells (38). Collectively, our
data suggest that the skin cells of B6 mice are more sensitive than those of BALB mice to
the adjuvant effect of haptens and that this susceptibility is at the origin of the increased
inflammation induced by DNFB sensitization.

In conclusion, our data demonstrate that the numbers of skin DCs able to migrate to
lymphoid organs dictates the severity of ACD and further suggest that genetic differences
in the reactivity to the adjuvant properties of haptens explains the various clinical
presentations of ACD observed among patients. Attempts to enhance the threshold of

activation of innate skin immunity may allow improving the symptoms of ACD.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. CHS to DNFB is more severe in C57BL/6 mice than in BALB/C mice.

(A) Primary CHS to DNFB was analyzed in groups of five C57BL/6 (black bars) and
BALB/C mice (white bars) sensitized at day 0 with 0.3% DNFB on the left ear and painted
with the vehicle on the controlateral ear. Results are expressed as the mean ear swelling +
SD at days 5 and 6. **: p<0.01. (B) Histological analysis of the CHS reaction at day 6 in
DNFB- (1, 2) and vehicle- (3, 4) sensitized ear skin. HES staining. The letter ¢ in the
figures represents ear cartilage. Magnification x80. Results are representative of three
independent experiments. (C) Immunohistochemical staining of CD8+ T cells in ear
cryostat sections of DNFB-sensitized mice at day 6. The dotted line represents the dermal-
epidermal junction. Magnification x 300. (D) Quantitative RT-PCR analysis of CD8 and
IFN-y mRNA in the ear skin of DNFB- or vehicle-painted C57BL/6 (black bars) and
BALB/C (white bars) mice at day 6. Data represent mean values from triplicate
measurements of CD8 and IFN-y mRNA expression ratio (arbitrary units) to that of house
keeping genes. (E-F) FACS analysis of CD8+ and CD4+ T cells infiltrating the skin during
CHS to DNFB at day 6. (E) Dot plot analysis of CD4 and CD8 staining on CD45+ skin
cells showing the percentage of CD4+ (left number) and CD8+ (right number) T cells. (F)
CD8+/CD4+ T cell ratio in the ear skin of C57BL/6 (black bars) and BALB/C mice (white

bars) (F). Data are representative of three independent experiments.

Figure 2. Increased CD8+ T cell priming in C57BL/6 mice compared to BALB/C
mice.

The specific T cell response during primary CHS to DNFB was analyzed at day 5 after
sensitization in the auricular draining LNs of C57BL/6 (black bars) or BALB/C mice
(white bars) (3 mice/group) sensitized at day 0 with 0.3% DNFB. (A) DNFB-specific
CD8+ T cells proliferation in LNs of day 5 DNFB-sensitized mice. Purified CD8+ T cells
from the auricular draining LN were restimulated in vitro for 3 days with DNBS or
medium alone. Results are expressed as total cpm and proliferation indexes (*). (B) DNFB-
specific IFN-y-producing cells were determined by ELISPOT assay in auricular LN cells
from day 5 DNFB-sensitized mice after overnight restimulation with DNBS or TNBS.
Results are expressed as the number of spot forming cells (SFC) per 10° LN cells.
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Figure 3. Higher numbers of skin DCs migrate to draining LNs in C57BL/6 compared
to BALB/C mice.

FACS analysis of skin migrating DC in draining LNs, 24 h after FITC painting. (A) dot-
plot analysis of FITC+ CD86+ CDI1l1c+ cells, (B) absolute numbers of FITC+ CD86+
CDl1l1c+ cells, and (C) expression level of CD86 on FITC+ CD11c+ cells (mean £ SD of 4

mice per group). Data are representative of three independent experiments.

Figure 4. Analysis of skin resident DC.

(A) Immunohistochemical staining of epidermal sheets of naive mice using anti-MHC
class Il mAb. (B) class II+ LCs were counted and data are expressed as numbers of LC per
0.05 mm? in the ear skin epidermis of C57BL/6 and BALB/C mice. (C) FACS analysis of
skin cell suspensions, recovered from the ear skin of naive C57BL/6 and BALB/C mice
and stained for CD45 and CD1l1c. Data are expressed as the number of CD11c+ CD45+

skin cells and are representative of three independent experiments.

Figure 5. Increased numbers of blood DC precursors are recruited in the skin of
CS7BL/6 versus BALB/C mice following DNFB sensitization.

FACS analysis of cell suspensions from ear skin isolated 6 h after DNFB or vehicle
painting. (A-B) Gated CD45+ CD11b+ hematopoietic cells from skin of C57BL/6 (left)
and BALB/C (right) were analyzed for the expression of Grl. Results are expressed as
percentage of gated CD11b+ CD45+ cells found in the skin of DNFB- or vehicle- treated
B6 and BALB mice (A) and as the ratio of the numbers of Gr1™ CD11b+ CD45+ cells in
DNFB- versus vehicle-treated ear in C57BL/6 (black bars) and BALB/C (white bars) mice
(B). (C) RT-PCR analysis of CCL20 mRNA expression in ears of B6 (black bars) and
BALB (white bars) 1 h after DNFB painting.
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Résultats supplémentaires de ’article n°2 :

Nous avons montré dans 1’article n°2 que le recrutement de précurseurs de CD dans la
peau et la migration des CD cutanées au ganglion sont corrélés a 1’intensité de la réponse
spécifique d’HSRC au DNFB dans les souris C57BL/6 et BALB/c, qui présentent
respectivement une inflammation forte et modérée. Nous avons voulu vérifier ces résultats
suite a I’application de doses croissantes de DNFB chez une méme souche, C57BL/6. La
Figure 1 montre que le recrutement de précurseurs de CD (CD11b" Gr1™) dans la peau
(Figure 1A) et la migration de CD cutanée dans les ganglions drainants (Figure 1B) sont
proportionnels a la dose de DNFB appliquée chez les souris C57BL/6. Donc ’intensité du
signal de danger qui dépend de la dose d’hapténe utilisée et de la sensibilité cutanée
individuelle détermine les nombres de précurseurs de CD recrutés dans la peau et de CD qui
migrent dans les ganglions drainants.

Par ailleurs, indépendamment de 1’application d’un toxique pro-inflammatoire, nous
nous sommes intéressés aux différences intrinséques de migration des CD dans ces deux
souches de souris. Nous avons ainsi réalis¢ des expériences de capacité migratoire de CD
générées in vitro (BMDC), activées par hapténisation au DNBS et injectées dans les
coussinets plantaires des souris C57BL/6 ou BALB/c. Ces BMDC issues de C57BL/6,
marquées au CFSE et injectées dans des souris C57BL/6 sont retrouvées 24 heures apres
I’injection en plus grand nombre dans les ganglions poplités drainants par rapport aux BMDC
CFSE+ issues de souris BALB/c et injectées dans souris BALB/c (Figure 2). Ce résultat
suggere une capacité migratoire des CD de souris C57BL/6 plus rapide que celles des souris
BALB/c dans un contexte non-proinflammatoire. Cette hypothése pourrait expliquer une

activation lymphocytaire dans les ganglions plus importante chez les souris C57BL/6 par

rapport aux souris BALB/c (cf. Article n°2).
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Figure 1. Le recrutement de cellules précurseurs de CD (CD11b* Gr1i") dans la peau et la
migration des CD dans les ganglions drainants dépendent de la dose de DNFB. (A) Des souris
C57BL/6 sont sensibilisées a différentes doses de DNFB (barres noires) ou avec le véhicule seul (barre
blanche). Puis 6 heures aprés I’application le nombre de cellules CD45" CD11b" Grli™ par oreille est
déterminé par une analyse en cytométrie en flux. (B) Des souris C57BL/6 sont sensibilisées a la fois par
des différentes doses de DNFB (barres noires) ou le véhicule seul (barre blanche) et 1% de FITC, puis a
24 heures le nombre de cellules CD11c" CD86" FITC" par ganglion drainant la peau est déterminé par
une analyse en cytométrie en flux (cf. Article n°2 pour le protocole détaillé).
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Figure 2. Les capacités migratoires des CD de souris C57BL/6 sont plus fortes que celles des
souris BALB/c. 10®° BMDC hapténisées au DNBS et marquées au CFSE sont injectées dans le
coussinet plantaires de souris C57BL/6 et BALB/c naives. Aprés 24 heures les ganglions poplités
drainants sont prélevés afin d’analyser aprés double marquage CD11c et CD86, le nombre CD CFSE
ayant migrées par ganglion (CD11c" CD86" CFSE) (cf. Saint-Mézard et al., 2003 pour le protocoles
détaillé). La différence n’est pas statistiquement significative a cause de I’hétérogénéité des résultats,
mais cette différence est reproductible dans 4 expériences indépendantes.
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Article n°3 : Manuscrit en préparation

Impact of Toll-like receptor-2 signaling pathway on the development of

contact hypersensitivity to haptens

M. Bonneville, M. Vocanson, A. Hennino, C. Chavagnac, J. Benetiere, 1. Pernet, A. Dentis, S.

Akira, P. Musette and JF Nicolas.

Résumé

Les récepteurs Toll-like (TLR) sont une dizaine de récepteurs de signaux de danger
que représentent les microorganismes mais aussi les traumatismes et certains chimiques. La
liaison ligands/TLR conduit a ’activation de I’'immunité innée. Dans cette é¢tude, nous avons
utilis¢ un modele de DAC, I’hypersensibilité retardée de contact (HSRC) chez des souris
génétiquement déficientes en TLR-2 (TLR-2-/-), afin d’étudier I’impact de I’engagement du
TLR-2 dans le développement de ’'HSRC aux hapténes.

Les souris TLR-2-/- développent une DAC au DNFB d’intensit¢ augmentée par
rapport aux souris contréle TLR-2+/+ et aux souris sauvages C57BL/6. De plus, les hapténes
faibles tels que ’HCA sont capables d’induire une DAC chez les souris TLR-2-/- uniquement,
alors que les souris TLR-2+/+ et C57BL/6 sont tolérantes a I'HCA (Figure 1).
L’augmentation d’intensit¢ de DAC au DNFB chez la souris TLR-2-/- est secondaire a
’augmentation drastique du nombre de LT CD8" spécifiques induits au niveau des ganglions
drainants lors de la sensibilisation puis recrutés au site d’exposition cutané¢ au DNFB lors de
la phase d’élicitation (Figure 2). L’augmentation d’intensité de I’'immunisation T CD8" et de
la réponse d’HSRC chez la souris TLR-2-/- ne s’explique pas par une plus grande sensibilité a
I’irritation cutanée puisque les souris TLR-2-/- répondent au signaux inflammatoires du
DNFB avec la méme amplitude que les souris C57BL/6 : 1) méme réponse d’irritation cutanée
(Figure 3), i1)) mémes capacités migratoires des CD cutanées (Figure 4, A et B), iii) capacité
identique des CD a induire une réponse immunitaire LT CD8" (Figure 4, C et D). Par contre
les souris TLR-2-/- ont un nombre de LT régulateurs CD4" CD25" diminué par rapport aux
souris C57BL/6 (Figure 5) suggérant que ce déficit quantitatif puisse étre a 1’origine de
’expansion optimale des LT CD8" effecteurs chez ces souris. Le travail en cours vise a
étudier la fonction suppressive des LT CD4" CD25" des deux types de souris. En conclusion,

nos résultats montrent que la voie TLR-2 est régulatrice de 'HSRC et suggerent que les

147



ligands de TLR-2 puissent représenter d’excellents anti-inflammatoires dans le traitement des

eczémas.

Résultats et discussion

La majorité des matériels et des méthodes utilisés dans cette étude a déja été décrite
dans les articles n°1 et 2. Pour ce travail, afin d’avoir des souris controles issues de la méme
lignée de souris (« littermate »), nous avons générés des souris TLR-2+/+, TLR-2+/- et TLR-
2-/- issues du croisemment de souris TLR-2+/- entres elles qui, elles méme, ont été obtenues a

partir du croisement C57BL/6 et TLR-2-/-.

1. Les souris TLR-2-/- développent une HSRC augmentée.

L’ HSRC au DNFB dans les souris C57BL/6 et TLR-2-/- a été réalisée en utilisant le
protocole standard : les animaux sont sensibilisés par 0,5 % de DNFB (25 uL) appliqué sur la
peau de I’abdomen a jour 0, puis ils sont révélés a jour 5 par 0,15% de DNFB sur I’oreille (5
uL par face). Les souris C57BL/6 et TLR-2+/+ développent une réponse d’HSRC classique,
qui atteint son maximum a 48 heures (Figure 1, A et B), et progressivement diminue les jours
suivants (résultat non montré). Au contraire, les souris TLR-2-/- présentent une réaction
inflammatoire d’HSRC au DNFB exacerbée (Figure 1, A et B), qui diminue progressivement
(résultat non montré). La réponse d’HSRC des animaux TLR-2+/- est intermédiaire entre les
souris TLR-2+/+ et TLR-2-/- (Figure 1B). Ensuite, nous voulu savoir si la résultats obtenus
avec le DNFB pouvaient étre reproduits avec d’autres hapténes forts (oxazolone) et faible (a-
hexylcinnamaldehyde, HCA). De fagon similaire au DNFB, 1’oxazolone et ’HCA induisent
une réaction inflammatoire augmentée chez les souris TLR-2-/- (Figure 1, C et D) par rapport
a celle observée chez les C57BL/6. Ces résultats montrent que les souris déficientes en TLR-2
sont plus sensibles au pouvoir allergisant des hapténes forts et faibles suggérant que TLR-2

est impliqué dans la régulation de I’inflammation de ’HSRC.

2. L’augmentation de PHSRC chez la souris TLR-2-/- est due a ’augmentation du
nombre de LT CD8" spécifiques induits dans les ganglions par I’immunisation et

recrutés dans la peau lors de I’élicitation.

Afin d’expliquer la forte réponse d’HSRC observée dans les souris TLR-2-/-, nous

avons analysé deux événements majeurs responsables de 1’induction et de I’établissement de
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I’HSRC : 1) Pactivation in vivo des LT spécifiques producteurs d’IFN-y dans les ganglions
drainants pendant la sensibilisation et, ii) leur recrutement dans la peau dans les heures qui
suivent la révélation.

Des analyses histologiques et de RT-PCR semi-quantitative, sur des oreilles de souris
24 heures apres la révélation au DNFB, montrent que 1’augmentation de I’HSRC observée
chez la souris TLR-2-/- est corrélée a une infiltration cellulaire, un cedéme du derme et une
vasodilatation plus importants (Figure 2A), ainsi qu’a une augmentation d’un facteur deux
des transcrits CD8 et IFN-y (Figure 2B) qui sont le témoin de I’infiltration des LT CD§"
effecteurs (Akiba et al., 2002; Kehren et al., 1999).

Nous avons ensuite déterminé la fréquence de LT spécifiques dans les ganglions
drainants par ELISPOT IFN-y aprés restimulation in vitro par du DNBS (forme soluble du
DNFB) (Akiba et al., 2002; Desvignes et al., 1998; Kehren et al., 1999). Les souris TLR-2-/-
et TLR-2+/- sensibilisées présentent presque 3 fois plus de cellules productrices d’IFN-y par
rapport aux souris TLR-2+/+ (Figure 2C). L’activation des LT producteurs d’IFN-y est
spécifique de I’hapténe parce qu’aucun spot n’a été détecté dans les cellules ganglionnaires
restimulées in vitro par du TNBS, un hapténe sans réactivité croisée avec le DNBS. De la
méme fagon, ’'HSRC a 'HCA dans les souris TLR-2-/- est aussi associée a une activation
significative des LT producteurs d’IFN-y 5 jours apres la sensibilisation (résultat non montré).
Ces résultats montrent que 1’augmentation de I’HSRC chez les souris TLR-2-/- est secondaire
a I’induction d’une réponse immunitaire spécifique d’hapténe optimale par rapport aux souris
C57BL/6.

Deux possibilités peuvent expliquer 1’augmentation de 1’efficacité¢ de sensibilisation
des précurseurs de LT CDS8" spécifiques chez la souris TLR-2-/- : i) une majoration des
capacités de migration des cellules dendritiques de la peau au ganglion, permettant
d’augmenter les chances de contact entre CD et LT ; ii) une altération quantitative et/ou
fonctionnelle des LT CD4" régulateurs qui sont responsable de la limitation de 1’expansion

des LT CD8" effecteurs.

3. L’irritation cutanée ainsi que les capacités migratoires et fonctionnelles des CD sont
similaires chez les souris TLR-2-/- et C57BL/6.

Comme décrit précédemment, 1’intensit¢ de I’HSRC dépend de I’intensit¢ de la
réaction inflammatoire non spécifique, du taux de migration des CD pendant la sensibilisation

et des fonctions de présentation antigénique des CD (cf. Articles n°1 et 2).
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Nous savons donc voulu vérifier si les souris TLR-2-/- étaient plus sensibles que les
C57BL/6 a I’effet adjuvant du DNFB ce qui pourrait induire une mobilisation plus forte des
CD cutanées vers le ganglion drainant. Contrairement a notre hypothese, nos résultats
montrent que les souris TLR-2-/- développent une irritation cutanée identique aux souris
C57BL/6 (Figure 3A). Elles produisent des quantités d’IL-13, d’IL-6 et de TNF-a
équivalentes a celles produites par les souris C57BL/6 (Figure 3, B et C).

Afin d’évaluer les capacités de migration des CD, le FITC a été appliqué sur la face
ventrale de souris C57BL/6 et TLR-2-/- et le nombre de CD migrant de la peau au ganglion a
¢été analysé a 24 heures. Les résultats montrent que les capacités de migration des CD des 2
souches de souris sont identiques. Apres 24 heures, aucune différence significative n’a pu étre
mise évidence entre C57BL/6 et TLR-2-/-, que ce soit dans le pourcentage (Figure 4A) ou
dans le nombre de cellules CD86" FITC' parmi les cellules CD11c" dans les ganglions
lymphatiques drainants (Figure 4B).

Ensuite, nous nous sommes intéressés a la fonctionnalité des CPA des deux souches de
souris. Dans une premiére série d’expériences, les fonctions de présentation d’antigéne des
CPA de la rate ont été testées par leur capacité a induire une réponse proliférative secondaire
des LT CDS8" ganglionnaires de souris C57BL/6 sensibilisées. Les résultats montrent que les
CPA des deux souches de souris, hapténisées par le DNBS, présentent les mémes capacités de
stimulation des LT spécifiques (Figure 4C). Dans une deuxi¢éme série d’expérience nous
avons testé le potentiel immunogéne des CD issues de précurseurs médullaires (BMDC) des
deux types de souris. Nous montrons que l’injection de BMDC hapténisées provenant
d’animaux TLR-2-/- et C57BL/6 a des receveuses C57BL/6 sont capables d’induire
I’immunisation des receveuses qui développent une HSRC suite a 1’application de DNFB sur
I’oreille 5 jours plus tard. L’intensité de ’HSRC est identique que les souris aient regues les
BMDC de TLR-2-/- ou de C57BL/6 confirmant que les propriétés fonctionnelles des CD des
deux types d’animaux sont similaires.

L’ensemble de ces résultats montre que I’intensité augmentée de I’HSRC chez les
souris TLR-2-/- n’est pas due a une migration plus importante ni a des capacités de

présentation antigénique plus fortes des CD cutanées.

4. Diminution du nombre des LT CD4" CD25" chez les souris TLR-2-/- versus C57BL/6.
Les résultats ci-dessus suggérent que la réponse immunitaire T CD8" spécifique et
I’HSRC au DNFB augmentée chez les souris TLR-2-/- sont liées a une altération quantitative

et/ou fonctionnelle de la population régulatrice de ’"HSRC : les LT CD4" CD25".
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L’analyse des sous-populations lymphocytaires des organes lymphoides des souris
C57BL/6 et TLR-2-/- montre que les deux types de souris comprennent des nombres
similaires de LT CD4" et CD8" (Figure 5A et (Takeuchi et al., 1999)). Par contre le nombre
de LT CD4" CD25" est trés diminué chez les souris TLR-2-/- par rapport aux souris C57BL/6,
ce qui confirme les travaux de Neta ef al. (Netea et al., 2004) et suggere que cette altération
pourrait étre a ’origine de I’expansion optimale des LT CD8" spécifiques de DNFB au cours
de ’immunisation.

Des expériences sont en cours pour tester cette hypothése. Nous souhaitons vérifier
I’importance du statut régulateur de la souris TLR-2-/- par un ensemble d’expériences :

- Analyse des sous-populations de LT régulateurs Foxp3 et CTLA-4

- Transfert a des TLR-2-/- naives (et a des souris C57BL/6 naives) des LT

CDS8" provenant de souris C57BL/6 sensibilisées par le DNFB.

- Déplétion des LT CD4" par traitement par AcM anti-CD4 des deux types de

souris

- Etude de la fonctionnalité des LT CD4" CD25" des deux types de souris a

I’homéostasie et apres sensibilisation au DNFB.
En effet, bien que des travaux récents montrent que la fonction régulatrice des LT CD4"
CD25" soit identique chez les souris TLR-2-/- par rapport aux souris sauvages (Sutmuller et
al., 2006a), I’activation de la voie TLR-2 chez des souris normales augmente les fonctions
inhibitrices de cette population CD4" CD25" (Dillon et al., 2006; Zanin-Zhorov et al., 2006).
De plus, des protéines de stress Hsp et des fragments hyaluroniques pouvant étre générés par
contact cutané avec des xénobiotiques (Albers et al., 1996; Bartosiewicz et al., 2001;
Farzaneh et al., 2005; Termeer et al., 2002) ont ét¢ identifiés comme ligands du TLR-2 (Asea
et al., 2002; Kirschning and Schumann, 2002). Nous sommes actuellement en train de vérifier
cette hypothese, a savoir si ’hapténe est capable, comme les ligands de TLR-2 d’agir sur la

fonction des LT CD4" CD25".

En conclusion, la démonstration du role « régulateur et anti-inflammatoire » de la
voie TLR-2, bien que paradoxale pour des molécules décrites comme impliquées dans
I’activation de I’immunité innée, confirme des travaux récents et suggére que les ligands de

TLR-2 puissent étre de futurs traitements locaux des eczémas.
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Figure 1. Les réponses d’HSRC aux hapténes forts et faibles sont augmentées dans les souris
TLR-2-/- versus C57BL/6. (A/B) La réponse d’HSRC au DNFB. Des souris C57BL/6 (barre noire) (A)
ou TLR-2+/+ (barre noire), TLR-2-/- (barre blanche) et TLR-2+/- (barre grise) (B) ont été sensibilisées
a 0,5% de DNFB sur le ventre au jour 0, puis révélées 5 jours plus tard par 0,15% de DNFB sur
I’oreille. (C/D) La réponse d’HSRC a I’oxazolone ou a ’HCA. Des souris C57BL/6 (barres noires) ou
TLR-2-/- (barres blanches) ont été sensibilisées par une seule application d oxazolone a 2% au jour 0
(C), ou par trois applications d’HCA a 50% aux jours -2, -1 et 0 (D), puis révélées respectivement au
jour 5 par 0,2% d’oxazolone ou aux jours 5 et 6 par 40% d’HCA. Les résultats sont exprimés en
moyenne des cedémes calculés (+ écart-type) au jour 7. Les résultats représentent le pool de cinq
expériences (A), ou sont représentatifs de trois expériences indépendantes avec 5 animaux par groupe
(B-D). ** : p<0,01, * : p<0,05 avec le test de Student.
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Figure 2. Le recrutement de LT CD8" dans la peau et la réponse T spécifique au DNFB est
augmentée chez les souris C57BL/6 versus TLR-2-/- pendant ’HSRC au DNFB. (A) Analyse
histologique. Des souris sensibilisées au DNFB (2, 4) ou non (1, 3) a jour 0 sont révélées sur ’oreille a
jour 5. Des biopsies d’oreilles de souris C57BL/6 (A-1, A-2) ou de TLR-2-/- (A-3, A-4) sont prélevées 24
h apres D’élicitation puis traitées et analysées par hématoxiline et €osine. Agrandissemnt : x80. (B)
Détection et quantification des ARNm de CD8 et d’IFN-y dans ’oreille pendant la phase d’¢élicitation. (B-
1) Les ARNm de CDS8 et d’IFN-y sont analysés par RT-PCR semi-quantitative : ils sont obtenus a partir
d’oreille de souris sensibilisées et révélées au DNFB, 24 h apres I'élicitation. Les contrdles proviennent
d’oreilles de souris non sensibilisées mais révélées (unS.). (B-2) Représentation en histogramme de la
quantité relative des ARNm de CDS8 et d’IFN-y de souris C57BL/6 (barres noires) et TLR-2-/- (barre
blanches) sensibilisées et révélées par rapport a I’ARNm de I’HPRT en tant que standard. Chaque bande
est analysée par densitométrie et les résultats sont exprimés en ratio de la densité optique par rapport a
I’HPRT. (C) La réponse T spécifique d’hapténe pendant ’HSRC au DNFB est analysée a jour 5 apres
sensibilisation dans les ganglions drainants de souris TLR-2+/+, TLR-2-/- ou TLR-2+/-. Les cellules
spécifiques d’haptene productrices d’IFN-y sont évaluées par ELISPOT IFN-y apres restimulation in vitro
pendant 12 h avec du DNBS (barres noires) ou du TNBS (barres grises) ou dans du milieu seul (barres
blanches). Les résultats sont exprimés en nombre de spots formés par cellule (SFC) par ganglion et sont
représentatifs de 3 expériences indépendantes.** : p<0,01 avec le test de Student.
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Figure 3 : L’intensité de Dirritation et DI’expression des cytokines pro-inflammatoires sont
identiques chez les souris TLR-2-/- et CS7TBL/6.

(A) 0,3% de DNFB a été appliqué sur ’oreille des souris C57BL/6 () et TLR-2-/- (LJ). Les résultats
sont exprimés en moyenne en moyenne des cedémes calculés (£ écart-type) a un point donné apres
I’application du DNFB. (B/C) Détection et quantification de I’ARNm des cytokines pro-inflammatoires
TNF-a, IL-1p et IL-6 dans I’oreille pendant la phase de sensibilisation. (B) Les ARNm du TNF-a, IL-1
et IL-6 ont été¢ analysés par RT-PCR semi-quantitative : les ARNm des oreilles de souris ont été récupérés
3h apres ’application du DNFB ou du véhicule. (C) Représentation en histogramme de la quantité
relative des ARNm de TNF-a (barres blanches), IL-1f (barres noires), IL-6 (barres grises) par rapport au
gene de ménage HPRT. Chaque bande a été analysée par densitométrie et les résultats ont été exprimés en
ratio de la densité optique par rapport a ’HPRT.

154



>
$
}:

K
QO ~
O <
5 T
5E > 27
0O Z
o -
@ | 2 + ]
R Ew £
5 25E
s 1+
QO -
+ O
o £
=
T
0=
C57BL/6 TLR-2-/-
C D 500~ n.s.
120009 11,4* 12,2*
E 10000- £ 4007 T
S 2
S -
T ¢ 8000 ?300-
S0 =
+ 6000+ ©
ES 2 200-
£ 0 7]
* 2 4000+ —
&8 & 100-
£ 2000+
0- I 1 0-
DNBS- Unhap. DNBS- Unhap. BMDC donor WT KO
hap. hap. L.
Recipient WT WT
APC WT APC KO

Figure 4 : La migration et la capacité de sensibilisation des CD de souris TLR-2-/- et CS7TBL/6 sont
identiques pendant PHSRC au DNFB.

(A/B) La migration des CD vers les ganglions drainants a été analysée par FACS 24 h aprés I'application
du FITC. Les résultats de 1’analyse sur les souris TLR-2-/- (barres blanches) et C57BL/6 (barres noires)
sont exprimés : (A) en pourcentage de cellules CD86" FITC* parmi la population cellulaire CD11c¢", et (B)
en nombre absolu de cellules CD11¢" CD86" FITC* par ganglion (moyenne +/- écart-type). La différence
entre les deux groupes n’est statistiquement pas significative (test de Student). (C) Réponse T CDS8*
spécifique d’hapténe induite par les splénocytes chez les TLR-2-/- et C57BL/6. Les cellules T CD8" ont
¢été purifiés a partir des ganglions drainants de souris C57BL6 sensibilisées au DNFB et ont été testées
pour sa réponse proliférative en stimulation par le DNBS ou par des splénocytes non hapténisés issus de
souris C57BL/6 (WT) ou TLR-2-/- (KO). La réponse proliférative a été analysée apres 3 jours de culture
avec 8 h d’incorporation de thymidine tritiée. Les résultats sont exprimés en cpm totaux et en index de
prolifération. (D) Transferts sous-cutanés de CD générées a partir de souris TLR-2-/- ou sauvages. Des
souris naives C57BL/6 (WT) ont été immunisées par injection sous-cutanée de 2¢10° BMDC hapténisées
ou au DNBS. Les BMDC ont été générées a partir de souris C57BL/6 (WT) ou TLR-2-/- (KO). Les souris
C57BL/6 receveuses sont révélées 5 jours aprés immunisation avec 0,15% de DNFB. Les résultats sont
exprimés en moyenne des cedémes de I’oreille (& écart-type) 24 h apres la révélation.
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Figure 5. Diminution de la population T CD4" CD25 * dans les TLR-2-/- par rapport aux souris
CS7BL/6.

Pourcentage de LT CD8*, CD4" (A) ou CD4* CD25" (B) dans les ganglions inguinaux de souris naives
C57BL/6 (barres noires) et TLR-2-/- (barres blanches). Les cellules ganglionnaires totales des souris ont
¢été marquées par ’expression a la surface du CD8, CD4 et CD25. Pour les cellules CD4" CD25%, les
résultats ont été exprimés en pourcentage de cellules CD25" dans la population CD4" des ganglions
inguinaux (p<0.05 test de Student).
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I- L’activation de ’immunité innée cutanée par un signal de danger de type

hapténe

1. Le role de Denvironnement inflammatoire de Dirritation dans le

développement des eczémas

Suite au contact avec un xénobiotique, les cellules de la peau sécrétent de nombreuses
cytokines inflammatoires qui ne semblent pas spécifiques de la nature du chimique. Au cours
de I’irritation dans le développement des eczémas, nous avons mis en évidence I’importance
de ’expression de I'IL-1f et de I’IL-10. Leur sécrétion dépend de la dose d’hapténe impliqué
et du fond génétique de I’individu (cf. Article n°1).

La dose d’hapténe induisant la sensibilisation influence directement ’intensité de la
réponse allergique, en effet plus la dose de sensibilisation est forte, plus la concentration
nécessaire pour révéler la réponse d’élicitation est faible (Scott et al., 2002). De méme, dans
le modele du PACS, plus la dose d’hapteéne appliquée est élevée au cours de la sensibilisation,
plus la réponse allergique spécifique qui se développe a 6 jours est forte (cf. Article n°l). La
dose d’hapténe peut étre rattachée a I’intensité du signal de danger : plus la concentration est
forte, plus le signal de danger associé est fort. A I’inverse une dose faible d’hapténe,
n’induisant aucun signal irritant (absence de cytokine pro-inflammatoire), n’est pas
sensibilisante et peut au contraire induire une tolérance, le signal antigénique étant toujours
présenté. En effet, des doses non sensibilisantes d’hapténes générent des LT CD8" de type
Th2, responsables d’une tolérance spécifique de I’hapténe (Steinbrink et al., 1996). Cette
induction de tolérance a été confirmée dans plusieurs études (Asherson et al., 1979; Lowney,
1967; Sy et al., 1977). Ainsi, contrairement aux hapténes forts expérimentaux, les hapténes
faibles qui sont les plus fréquemment rencontrés dans la vie quotidienne, ne sensibilisent
qu’environ 5% de la population. Ce pouvoir sensibilisant plus faible pourrait ainsi s’expliquer
par le fait que le signal de danger délivré est insuffisant. Cependant il peut étre augmenté avec
la fréquence et la durée de contact, et I’environnement extérieur en particulier par la présence
de substances irritantes. Chez des patients sensibilisés a un hapténe, I’application simultanée
de cet hapténe faible et d’un irritant lors de 1’¢élicitation, conduit a une diminution du seuil de
révélation et une augmentation de la réponse inflammatoire (Agner et al., 2002; McLelland et
al., 1991; Pedersen et al., 2004). Ce type d’études est plus représentatif des conditions de la

vie courante ou I’exposition aux allergénes est souvent combinée a celle des irritants. L’action
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de I’irritant peut étre de deux ordres : il crée un signal de danger par 1’induction de cytokines
pro-inflammatoires et facilite la pénétration de I’hapténe par I’altération de la peau, c’est le
cas des détergents (Fullerton et al., 1994; Leveque et al., 1993). Les études réalisées
précédemment portent uniquement sur I’effet irritant pendant la phase de révélation. Il serait
intéressant de tester si 1’application d’un irritant ne pourrait pas favoriser la phase de
sensibilisation. Cependant, une étude montre que les médiateurs pro-inflammatoires sont
nécessaires mais ne seraient pas suffisants pour une activation optimale des CD responsables
de I’induction d’une réponse spécifique (Sporri and Reis e Sousa, 2005). Ainsi les conditions
nécessaires pour induire une sensibilisation semblent plus complexes que pour 1’¢licitation.
L’environnement influence la réponse inflammatoire dont I’intensité dépend déja de
fateurs endogenes de la peau. En effet, le fond génétique détermine la sensibilité intrinseque
de la peau et constitue donc un parametre important dans I’inflammation. Le polymorphisme
génétique permet d’expliquer la différence de sensibilité entre les individus. Deux études
proposent que le polymorphisme du geéne de TNF-a (TNFA-308) soit impliqué dans
I’irritation et la sensibilisation. En effet, une corrélation significative existe entre la sensibilité
cutanée des patients aux irritants et aux allergenes, et le type d’allele de TNF-a (Allen et al.,
2000; Westphal et al., 2003). De plus, nous avons montré que les souris C57BL/6 qui
présentent une inflammation au DNFB plus forte que les souris BALB/c, ont la capacité de
produire plus d’IL-1f pro-inflammatoire et moins d’IL-10 anti-inflammatoire (cf. Article
n°l). Seules les différences du fond génétique entre ces deux souches de souris, soumises aux
mémes conditions environnementales et expérimentales, permettent d’expliquer les résultats
obtenus. L’ensemble de ces observations suggere que le signal de danger dépend de facteurs
génétiques, comme le polymorphisme des cytokines pro- et anti-inflammatoires pouvant
influencer leur sécrétion et leur efficacité. Le fond génétique influence le seuil de sensibilité a
la réponse inflammatoire, en déterminant la quantité de médiateurs pro- et anti-inflammatoires
stockées dans les cellules cutanées (les KC, les CL, les mastocytes...) a I’homéostasie. Par
exemple les mastocytes de souris C57BL/6 stockent plus d’histamine que ceux des souris
BALB/c (Hart et al., 1998; Noguchi et al., 2005). L’utilisation d’hapténes faibles chez ces
deux souches de souris, présentant une sensibilité¢ de peau différente, serait un modele d’étude
comparable aux conditions de contact entre le chimique et la peau que 1’on retrouve dans la

vie quotidienne.
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2. Le recrutement précoce des précurseurs de CD au cours de la sensibilisation

Les chimiokines qui constituent I’environnement inflammatoire sont responsables du
recrutement de nombreuses cellules inflammatoires dont les précurseurs de CD. Nous avons
montré que le recrutement de précurseurs de CD dans la peau est proportionnel a la dose de
DNFB (cf. resultat complementaire Figure 1A) et donc a D’intensit¢ de la réponse
inflammatoire irritante (cf. Articles n°l et n°2) . On peut envisager que ce recrutement
dépende de I’expression des chimiokines induites les heures qui suivent I’application de
I’hapténe. En effet nous avons mis en évidence une plus forte expression de la chimiokine
CCL20 chez les souris C57BL/6 associée a un recrutement plus important de précurseurs de
CD par rapport aux souris BALB/c (cf. Article n°2). De plus, les souris C57BL/6 présentent
une irritation plus forte au DNFB, corrélée a une expression de cytokines pro-inflammtoires
plus importante par rapport aux souris BALB/c (cf. Article n°l). Ceci suggere que la forte
expression de la chimiokine CCL20 serait due a I’activation plus importante de I’'immunité
innée dans les souris C57BL/6, et ainsi responsable d’un recrutement de précurseurs de CD en
plus grand nombre. Ces derniers sont nécessaires pour la sensibilisation (Le Borgne et al.,
2006), suggérant un rdle important de CCL20 dans I’HSRC. Par ailleurs, des travaux
montrent que la sensibilit¢ d’un individu a I’irritation a un impact dans le développement de
maladies allergiques (Smith et al., 2002). Le taux de CCL20 pourrait étre un marqueur de
sensibilité¢ cutanée dans 1’allergie. Ainsi une analyse comparative plus large de I’expression
de CCL20 dans des peaux de sensibilités différentes permettrait de définir un éventuel role
central de cette chimiokine sécrétée au cours de I’irritation dans la sensibilisation d’un
individu.

D’autres chimiokines sont nécessaires pour le recrutement des précurseurs de CD vers
la peau puisque les monocytes circulants n’expriment pas CCR6 (récepteur de CCL20) et ne
répondent donc pas a CCL20 dans des expériences de migration in vitro (Geissmann et al.,
2003; Vanbervliet et al., 2002) et ne commence a I’exprimer que lors de leur entrée dans les
tissus. Cela signifie qu’en amont de CCL20 d’autres chimiokines doivent permettre le
recrutement. CCR2 pourrait jouer un rdle clef dans le recrutement de monocytes circulants
vers les sites d’inflammation (Lu et al., 1998b; Peters et al., 2000; Xu et al., 2005), d’autant
plus que parmi les monocytes, seule la population Grl" exprime CCR2 et migre en réponse a
CCL2 (Palframan et al., 2001). Il serait donc possible que I’application du DNFB augmente la
production de CCL2 et CCL13 (ligands de CCR2) et que ces chimiokines pourraient recruter
des monocytes Grl” CCR2". Des expériences complémentaires de comparaison d’expression

et de délétion des couples récepteurs/ligands CCR6/CCL20 et CCR2/CCL2-CCL13
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permettraient éventuellement de déterminer I’importance respective de ces chimiokines dans
le recrutement de précurseurs de CD.

Par ailleurs, le taux de CD qui migrent vers les ganglions et 1’activation des LT
effecteurs qui en résulte sont proportionnels au recrutement de précurseurs de CD dans la
peau au site inflammatoire (cf. Article n°2). Il est cependant possible que I’importance des
CD néo-recrutées dans 1’induction de réponses spécifiques ne soit pas uniquement due a une
augmentation du nombre dans les ganglions drainants. Ces CD néo-recrutées pourraient étre
fonctionnellement différentes des CD résidentes de la peau: ces CD sont peut-étre plus
efficaces a répondre aux signaux de danger, car contrairement aux CD résidentes, elles ne
subissent pas I’influence du microenvironnement tolérogéne de la peau riche en cytokines
comme I’IL-10 ou le TGF-f (Autschbach et al., 1998; Glick et al., 1993). Les CD recrutées
suite a 1’application d’un hapténe pourraient donc d’une part augmenter le nombre de CD
dans les ganglions drainants, mais d’autre part étre la source de CD plus aptes a répondre aux
signaux de danger. Les CD recrutées pourraient ainsi migrer plus efficacement jusqu’au
ganglions drainants. En effet, la migration des CD des souris C57BL/6 (qui recrutent plus de
précurseurs de CD) semble plus efficace que celles des BALB/c : aprés 1’injection du méme
nombre de BMDC CFSE" générées a partir de souris C57BL/6 ou BALB/c et injectées
respectivement dans des souris C57BL/6 ou BALB/c, on retrouve plus CD CFSE" dans les
ganglions drainants chez les souris C57BL/6 que chez les souris BALB/c a 24 heures (cf.

résultats complémentaires Figure 2).

II- Le role des TLR dans le développement des eczémas de contact

1. La réponse immunitaire innée induite par les TLR

Peu de travaux portent sur 1’étude de 1’activation de I’immunité innée via les TLR par
les xénobiotiques. Pourtant des ligands endogeénes connus de TLR-2 et TLR-4 pourraient étre
directement induit par les hapténes. C’est le cas des protéines de choc thermique Hsp60 (heat
shock protein) et Hsp70 (Asea et al., 2002; Kirschning and Schumann, 2002; Vabulas et al.,
2001; Vabulas et al., 2002) qui peuvent étre induites en conditions inflammatoires suite a
I’application d’hapténes in vitro et in vivo (Albers et al., 1996; Bartosiewicz et al., 2001;
Farzaneh et al., 2005). De plus, dans certaines maladies inflammatoires comme le psoriasis,

les protéines Hsp60 et Hsp70 sont retrouvées dans 1’épiderme. Et 1’expression par les CD et
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les fibroblastes du derme du récepteur d’Hsp70, CD91 (Boyman et al., 2005; Curry et al.,
2003), montre la possible implication des protéines de stress dans 1’inflammation cutanée. Le
TLR-4 est aussi activé par des composés de la matrice extracellulaire tels que la fibronectine,
I’héparan sulfate et des fragments de 1’acide hyaluronique, qui active aussi le TLR-2 in vitro
et in vivo (Okamura et al., 2001; Scheibner et al., 2006; Termeer et al., 2002). Ceci suggére
une activation indirecte possible des TLR-2 et TLR-4 par des xénobiotiques qui sont capables
d’induire I’expression de protéines Hsp et d’endommager la matrice extracellulaire par leur
toxicité (Proksch et al., 2006). Des ligands d’autres TLR pourraient étre générés par les
xénobiotiques. Il est envisageable que lors d’une mauvaise ¢élimination des corps
apoptotiques, des séquences d’ADN contenant des motifs CpG soient libérées en exces et
activent le TLR-9. D’autant plus que I’injection intradermique d’ADN plasmidique chez
I’homme induit une inflammation associée un recrutement important de monocytes
(Sawamura et al., 2005). Et ce dernier est dépendant de TLR-9 puisqu’il est absent chez des
souris déficientes en TLR-9 injectées avec cet ADN (Sawamura et al., 2005). De méme,
I’ARN simple brin, qui peut activer les TLR-7 et TLR-8, pourrait se révéler €tre un ligand
endogéne dans des conditions pathologiques et faciliter le développement d’une réponse
immunitaire. Par ailleurs, il est concevable que les hapténes puissent se lier directement aux
acides aminés de certains TLR, conduisant a leur activation.

Ainsi nous avons cherché a définir I’implication des TLR dans I’irritation et par
conséquent dans le développement de 1’eczéma. Les TLR sont exprimés par de nombreuses
cellules cutanées et leur activation joue un role important dans le déclenchement de
I’immunité innée cutanée. En effet, en conditions inflammatoires, les KC expriment de
nombreux TLR dont I’activation induit I’expression de la cyclooxygénase-2, d’IL-8 et de la
synthétase oxidative (impliquée dans le stress oxidatif) (Mempel et al., 2003). Les mastocytes
expriment aussi la plupart des TLR qui jouent un role crucial dans leur dégranulation. Les
mastocytes issus de peau de souris sécrétent des cytokines pro-inflammatoires (TNF-o, IL-6)
et des chimiokines (RANTES, MIP-1a,, MIP-2) suite a 1’activation des TLR-3, -7 et -9 in
vitro (Matsushima et al., 2004). L’activation de TLR-3 chez des mastocytes humains inhibe
leur adhésion a la fibronectine facilitant leur migration au site d’inflammation et au ganglion
drainant (Kulka and Metcalfe, 2006). De plus, des souris déficientes en mastocytes présentent
une diminution de 80% du recrutement de neutrophiles suite a I’injection de zymosan (ligand
de TLR-2), tout comme les souris déficientes en Myd88. Cette déficience est rétablie dans les
deux cas aprés I’injection de mastocytes dérivés de la moelle osseuse de souris sauvages. Et

des souris sauvages prétraitées avec un antagoniste anti-TLR-2 présentent aussi cette
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diminution drastique de neutrophiles induite par le zymosan (Takeshita et al., 2003). Donc le
signal du TLR-2 est capable d’activer les mastocytes in vivo, et de déclencher une réponse
inflammatoire (Supajatura et al., 2002). Les neutrophiles activés par les TLR induisent (i) la
production d’IL-8 et de ROS, (ii) I’augmentation du taux de phagocytose et (iii) la
présentation de L-sélectine (Hayashi et al., 2003) qui participent a la migration des
neutrophiles a travers les cellules endothéliales. Par ailleurs, I’ajout d’agonistes de TLR-2 et
TLR-4 dans une culture de neutrophiles est capable d’altérer I’expression de leurs récepteurs a
chimiokines (Sabroe et al., 2005), le chimiotactisme a I’IL-8 est ainsi réduit (Hayashi et al.,
2003). Ce processus permettrait de maintenir les neutrophiles recrutés au site d’inflammation
(Reaves et al., 2005). Les macrophages activés par les TLR participent également a
I’inflammation cutanée. En effet, les TLR-2 et TLR-4 sont de puissants inducteurs de
cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a) et de chimiokines (CCL19, CCL20) par les
macrophages. Une étude montre que 1’activation au préalable des TLR pourrait rendre les
macrophages hautement sensibles a 1’induction de I’expression de cytokines pro-
inflammatoires par des toxiques de type fongique (Pestka and Zhou, 2006), suggérant un role
crucial des macrophages dans la sensibilité de la peau & un deuxiéme signal induit par des
toxiques.

Donc les TLR activés sont responsables de I’induction de I’expression de cytokines
pro-inflammatoires, de sélectines et de chimiokines qui régulent la migration des cellules au
site de I'inflammation. Ils participent ainsi a I’inflammation du tissu et au recrutement de
cellules spécialisées du systéme immunitaire sur ce site (Hoebe et al., 2004). Cependant dans
notre modele d’irritation aux hapténes chez des souris TLR-2-/-, I’expression de cytokines
pro-inflammatoires et la réponse inflammatoire qui en résulte ne semblent pas modifiées (cf.
Article n°3 en préparation). La seule mutation de TLR-2 est insuffisante car elle est
probablement compensée par d’autres TLR, capables de reconnaitre des ligands endogenes
générés par I’haptene. Ainsi la redondance des TLR serait telle que 1’absence de 1’un d’autres
eux pourrait étre compensée par les autres. Pour cela, il serait intéressant d’utiliser ce modele
d’étude chez des souris déficientes en MyD88 molécule adaptatrice, commune aux voies des

TLR (sauf TLR-3) et a I'IL-1.
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2. Les TLR : le lien entre les réponses immunitaires innée et adaptative

L’activation des TLR induit la maturation des CD (Iwasaki and Medzhitov, 2004;
Kaisho and Akira, 2001) qui est essentielle pour 1’activation efficace des LT naifs conduisant
a la réponse immunitaire spécifique. De plus, la migration des CL serait fortement influencée
par I’activation des TLR notamment le TLR-7. En effet, ’application topique d’imiquimode
augmente la migration des CL jusqu’au ganglion drainant amplifiant ainsi la réaction d’HSRC
chez la souris (Suzuki et al., 2000) et léve méme la tolérance induite par les rayons UV dans
ce méme modele (Thatcher et al., 2006). Par ailleurs, la nature de I’antigene et le TLR auquel
I’antigeéne se lie, peut déterminer le profil cytokinique de la CD ce qui va influencer la
polarité de la réponse T (Mazzoni and Segal, 2004). Enfin, la sécrétion d’IL-6 par les CD
activées via les TLR peut rompre la tolérance induite par les Treg, permettant ainsi le
développement de la phase effectrice (Pasare and Medzhitov, 2003). Les TLR jouent donc un
role adjuvant important dans ’activation de la réponse spécifique via les CD. Cependant nos
résultats sur la migration des CD et leur capacité a présenter I’hapteéne sont similaires chez les
souris TLR-2-/- par rapport aux souris sauvages, bien que la réponse spécifique soit
augmentée chez les souris déficientes (cf. Article n°3). Ceci suggere que le signal TLR-2 est
impliqué dans le développement de I’eczéma en réponse aux hapténes, mais son effet ne passe

pas par une modification fonctionnelle des CD.

3. La régulation de la réponse spécifique par les TLR

Nous nous sommes particulieérement intéressés au TLR-2 car il a été décrit, avec TLR-
4 comme impliqué dans la diminution de réponses inflammatoires comme I’asthme. En effet,
I’administration d’agonistes de I’un de ces deux TLR pendant la sensibilisation ou I’¢licitation
chez des souris, diminue le recrutement des éosinophiles et des LT CD4" dans les poumons
suite a I’exposition aux allergénes, ainsi que la prolifération lymphocytaire dans les ganglions
drainants (Velasco et al., 2005). D’apres Patel et al., les mécanismes mis en jeu dans 1’asthme
n’impliqueraient pas les Treg, mais seraient dépendants de I’IL-12 (Patel et al., 2005). Ces
résultats suggerent que la diminution de cette réponse allergique de type Th2 serait la
conséquence de I’induction d’une réponse Thl. Une autre étude montre qu’un ligand de TLR-
2, Pam;Cys-S4K, est capable d’induire I’apoptose de LT CD4" effecteurs conduisant ainsi a
I’inhibition de la conjonctivite allergique chez la souris (Fukushima et al., 2006). D’autres

travaux mettent en évidence que des ligands de TLR-2 (zymosan, Pam;Cys-S4K et Hsp60)
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augmentent la fonction suppressive des Treg via I’IL-10 et le TGF-f pouvant conduire a une
induction de tolérance in vivo (Dillon et al., 2006; Zanin-Zhorov et al., 2006). Donc différents
mécanismes de régulation pourraient étre impliqués dans I’action de TLR-2 sur les réponses
immunitaires.

Cependant ces résultats restent controversés, plusieurs travaux montrent que la
présence de ligands de TLR-2 conduit & I’inactivation temporaire de la fonction des Treg
permettant par conséquent le déclenchement de la réponse spécifique in vitro et in vivo (Liu et
al., 2006; Pasare and Medzhitov, 2004; Sutmuller et al., 2006a; Sutmuller et al., 2006b). Cette
inactivation est associée a la diminution de 1’expression de Foxp3 par I’engagement TLR-2
(Liu et al., 2006). Par ailleurs, nous retrouvons chez les souris déficientes en TLR-2 un
nombre de Treg diminué (cf. Article n°3 et (Netea et al., 2004). L’administration de ligand de
TLR-2 a des souris sauvages conduit a 1’augmentation du nombre de Treg (Sutmuller et al.,
2006a). Donc le TLR-2 joue un rdle crucial dans la régulation de I’expansion et de la fonction
des Treg. L’augmentation de la réponse spécifique observée chez les souris TLR-2-/- (cf.
Article n°3) pourrait ainsi étre due a une absence d’activation des Treg au cours du
développement de la réponse spécifique et/ou une diminution du nombre de la population des
Treg. Ces éveénements conduisent a une modification de la balance entre les cellules
effectrices et régulatrices en faveur d’un nombre plus important d’effecteurs. Des expériences
complémentaires permettraient de vérifier cette implication du TLR-2 dans la fonction des LT
régulateurs pendant ’HSRC. De plus, I’application d’agonistes du TLR-2 dans notre modéle
d’HSRC par analogie aux travaux réalisés sur des maladies allergiques, pourrait
éventuellement avoir un effet bénéfique en induisant une régulation sur le développement de
I’eczéma.

D’autres TLR pourraient également étre impliqués dans la régulation de la réponse
spécifique, une étude sur I’hypersensibilité retardée aux antigénes protéiques montre que
I’application de ligands de TLR-3, -4 ou -9 pendant la sensibilisation épicutanée inhibe la
régulation de la réaction immunitaire (Ptak et al., 2006). L’activation du TLR-5 a aussi été
décrite comme augmentant la fonction suppressive des Treg chez I’homme (Crellin et al.,
2005). Ainsi des ligands de TLR pourraient étre utilisés comme traitements en

immunothérapie afin de diminuer les allergies (Horner, 2006).
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III- Apports des travaux de these sur la compréhension
de la physiopathologie de l1a DAC

Les résultats obtenus au cours de cette thése permettent de compléter le modele de
physiopathologie de la DAC (cf. Figure 24).

L’application topique a dose optimale d’un hapténe permet la pénétration du chimique
dans les différentes couches de la peau. Les propriétés toxiques et pro-inflammatoires de
I’hapténe sont liées a un signal de danger qui déclenche I’activation du systéme immunitaire
inné cutané. De nombreuses cellules résidentes notamment les KC et CL induisent la
libération et la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires comme 1I’IL-1f, I’IL-6 et le TNF-
a. L’expression de ces cytokines est corrélée a I’intensité de I’irritation et dépend fortement
de facteurs individuels intrinséques génétiques déterminant une sensibilité plus ou moins forte
aux chimiques (cf. Article n°l). Ces cytokines inflammatoires induisent a leur tour
I’expression de diverses cytokines, dont les chimiokines qui sont responsables du recrutement
dans la peau de nombreuses cellules spécialisées de l’inflammation. En particulier la
chimiokine CCL20 dont le gradient de concentration vers le site épidermique permet le
recrutement des précurseurs de CD (CD11b" Grl™). Parallélement des cytokines anti-
inflammatoires comme I’IL-10, participent a la régulation de 1’inflammation notamment en
diminuant la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires. Les CD immatures épidermiques
(CL), dermiques résidentes mais aussi recrutées sont capables de capter I’hapténe en tant
qu’antigéne. L’activation du systéme immunitaire inné cutané favorise la maturation et la
migration des CD jusqu’aux ganglions drainants. Elles sont alors capables d’activer les LT
CDS8" spécifiques effectrices dont le nombre corréle avec la quantité de précurseurs de CD
recrutés au cours de ’irritation et avec le nombre de CD ayant migrées jusqu’aux ganglions
drainants (cf. Article n°2). Les CD activent aussi les LT CD4" régulateurs spécifiques dont la
fonction pourrait étre augmentée par I’activation du TLR-2 induit par I’hapténe. Ces LT
spécifiques vont ensuite circuler en périphérie par voie sanguine.

Lors d’un deuxiéme contact avec le méme hapténe, les LT CDS8" spécifiques sont
recrutés au site de contact et activés. La persistance de ’hapténe dans la peau peut étre
suffisante pour recruter les LT CD8" spécifiques dont le nombre dépend directement de la
quantité activée au cours de la sensibilisation (cf. Article n°2). Les LT CD8" cytotoxiques
génerent une inflammation pouvant aboutir a des 1ésions d’eczéma via la sécrétion d’IFN-y.
Cette réaction inflammatoire est résolue lors de I’arrivée secondaire de LT CD4" régulateurs

qui sécrétent des cytokines anti-inflammatoires.
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To the Editor,

Irritant Contact Dermatitis (ICD) is a frequent skin inflammatory condition induced by
the skin contact with chemicals responsible for skin disruption, epidermal cellular changes
and production of pro-inflammatory cytokines [1, 2]. In the present study, we report on the
anti-inflammatory activity of an extract of the sea alga Laminaria Ochroleuca (LO) in a
murine model of hapten-induced ICD. LO extract is mainly composed of phosphatidylcholine
derivatives and has been shown to decrease the production of inflammatory cytokines by
epidermal cells in in vitro models of skin inflammation [3].

Skin inflammation was induced by the application of DNFB (2,4-dinitro-
fluorobenzene) onto the ear of naive C57BL/6 mice. Inflammation was scored at 0, 3, 6, 9 and
24 hrs post-DNFB painting, as the increase in ear thickness (ear swelling) of the DNFB-
painted right ear vs the vehicle-painted left ear, as previously described [1]. To examine the
effect of the LO lipidic extract (Secma Biotechnologies Marines, Pontrieux, France) on the
skin inflammation, the ear skin was pretreated for three consecutive days by applying twice a
day the LO extract (2% in acetone/olive oil 4:1) or the vehicle alone (Fig. 1A). Figure 1B
shows the kinetics of the irritant skin inflammation induced by 0.3% DNFB in mice pre-
treated with the vehicle (open circles) or with the LO extract (closed squares) in a
representative experiments (5 mice per group). DNFB painting in mice receiving the vehicle
resulted in a strong ICD reaction which started at 3 hours, was maximal at 6 hours and
persisted until 24 hrs. LO pre-treatment potently inhibited the DNFB-induced ICD at all time
points. Its anti-inflammatory effect was noted as early as 3 hrs post DNFB painting, was
maximal at 6 hrs and was still present at 24 hrs. Figure 1C shows the mean DNFB-induced
ear swelling at 6 hrs in vehicle-treated and LO extract-treated mice from 5 independant
experiments (5 mice per group). Results show that LO extract significantly reduces the

intensity of the irritant skin inflammation (p<0,01).

Previous in vitro studies on reconstituted skin subjected to an epidermal trauma have
shown that the LO lipidic extract exhibit several biological properties that could account for
the in vivo anti-inflammatory effect we report here[3]: (i) LO has an inhibitory activity on the
release of IL-1a., IL-6 and PGE2 by epidermal cells, (ii) LO improves the quality of the
stratum corneum by reducing the degradation of corneocytes and, (iii) LO increases the lipidic
epidermal barrier through the high phosphatidylcholine concentration of the lipidic extract.

Therefore, the in vivo anti-inflammatory effect of LO observed here may be secondary to a
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direct effect of LO on the restauration of the epidermal barrier function. This may lead to a
diminished penetration of DNFB and/or to an indirect effect through the decrease in the

synthesis of epidermal cytokines.

In conclusion, LO lipidic extract demonstrates in vivo skin anti-inflammatory properties
and is able to improve ICD. Since ICD promotes the development of T cell-mediated allergic
contact dermatitis (ACD)[5], we hypothesize that LO extract could be also used to prevent

the evolution of chronic ICD in a more severe form of ACD.
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LEGEND TO FIGURE

Figure 1. Anti-inflammatory effect of Laminaria Ochroleuca extract on DNFB-induced
skin inflammation. (4) Experimental protocol. During three days before DNFB painting
(Day -3, Day -2, Day -1), LO extract (2% in acetone/olive oil, 4:1) was applied twice a day
onto the left ear (Sul per face) of the mice. A control group received the vehicle
(acetone/olive oil) following the same protocol. At Day 0, DNFB (0.3% in acetone/olive oil,
4:1) was applied on the left ear, whereas the same volume of vehicle (acetone/olive oil) was
applied on the right ear. Evaluation of ear thickness was done for each ear prior to hapten

application and repeated hours after DNFB-painting with a spring-loaded micrometer (J15,
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Blet SA, Lyon, France). Ear swelling was expressed as the ear thickness at the corresponding
time minus the baseline thickness. (B) Kinetics of the DNFB-induced ICD and effect of LO-
treatment in a typical experiment. Ear thickness was measured at 1, 3, 6, 9 and 24 hrs after
DNFB application for LO-treated mice (black squares H) and vehicle-treated mice (open
circles O). Results are expressed as the mean ear swelling at different time points after DNFB
painting (+/-SD). (C) Anti-inflammatory effect of LO extract on DNFB-induced ICD. Results
showing the mean ear swelling at 6 hours post DNFB painting in vehicle- and LO-treated
mice are pooled from 5 independent experiments (5 mice per group in each experiment). The
difference between mean values of the vehicle- and LO-treated groups was evaluated with the

two-tailed Student’s 7 test.
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PHYSIOPATHOLOGIE DE LA DERMATITE
IRRITANTE DE CONTACT

La peau est une barriere biologique contre des agents environne-
mentaux de nature physique, chimique et biologique. Des
réactions inflammatoires peuvent étre déclenchées par des
facteurs exogenes et endogenes. L'irritation cutanée classique-
ment décrite comme une réaction inflammatoire locale, réversible
et non immunologique se caractérise par une inflammation
induite aprés un contact unique ou répété avec une substance
chimique sur la peau. On décrit deux types de dermatite irritante
de contact (DIC), la DIC aigué qui est accompagnée d'une inflam-
mation alors que la DIC chronique est associée a une prolifération
accrue des kératinocytes et une hyperkératose transitoire. La DIC
est une maladie dont le déclenchement peut étre influencé par un
ensemble de facteurs comme |'age, le fond génétique, le sexe.

La DIC implique les cellules du systéme immunitaire cutané inné
qui sont des constituants de la peau. L'action de ces cellules
immunitaires cutanées est orchestrée par un réseaux de
médiateurs inflammatoires regroupant les cytokines, les chi-
miokines, des facteurs de croissance, des molécules d’adhésion
et des dérivés lipidiques. Les cytokines et les chimiokines indui-
sent une réponse inflammatoire et une réponse immune en agis-
sant localement et a distance respectivement. De plus, indépen-
damment du mécanisme particuliers de l'irritation, la pénétration
cutanées du chimique est un élément important modulant la capa-
cité des chimiques a induire une irritation.
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CLINIQUE DE LA DIC
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On entend par dermatite irritative, une atteinte de I'intégrité de la
peau avec des lésions plus ou moins importantes de I'épiderme
et une réaction inflammatoire dans le derme sous-jacent.

Cette atteinte cutanée est une réaction non spécifique qui peut
étre collective ou individuelle. Elle va dépendre :

» de la nature de I'agresseur (agent irritant, corrosif ou caustique)
et de sa concentration,

» de la durée et de la fréquence du contact (répétition),

* de I'environnement (température, hygrométrie, occlusion),

* du type de peau (phénotype) et d’'une zone du tégument a
|"autre,

« de I'état cutané (peau lésée, atopie, age) et de son pouvoir répa-
rateur. Cette atteinte cutanée va de la simple sécheresse cutanée
(xérose) a la lésion caustique, responsable alors d’une lésion
majeure : la bralure.

Les DIC représentent 70 a 80 % des dermatites de contact. Leur
expression clinique est trés protéiforme. Classiquement, I'on dis-
tingue les DIC aigués et les DIC chroniques, mais il existe des états
intermédiaires.

Les DIC aigués sont d’apparition rapide et ne débordent pas au-
dela des zones de contact avec l'agent irritant. Elles sont
constituées par des macules ou des papules, par des placards
érythémateux, érythémato-cedémateux ou érythémato-squa-
meux, voire de vésicules ou de bulles. Classiquement, il y a
absence de prurit, mais sensation de picotements ou de brdlure
cuisante.

Les DIC chroniques présentent également des aspects variés:
sécheresse cutanée (xérose, rugosité, fine desquamation), derma-
tite érythémato-squameuse, hyperkératose réactionnelle, aspect
fissuraire (crevasses), disparition des empreintes digitales (der-
matite d’usure), voire véritable pulpite. Au niveau de la main, il y
a une atteinte préférentielle des paumes et la zone atteinte peut
étre pathognomonique du geste professionnel.

Aucun tableau clinique n’est absolument spécifique des DIC qui
peuvent simuler celui d'une DAC lorsque |'agresseur est un hap-
téne fort (ex. : époxy).

L'irritant peut également déclencher ou pérenniser une dysidrose
ou une dermatite atopique. Un nouveau contact avec l'irritant peut
entrainer une récidive qui sera d'autant plus rapide du fait d’'une
rémanence de l'irritabilité cutanée.
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ASPECTS PHYSICO-CHIMIQUES DE L'IRRITATION

Les effets irritants des molécules chimiques sont liés a leurs pro-
priétés physico-chimiques ainsi qu’a la concentration appliquée
qui influencent la pénétration cutanée. Les irritants comprennent
un ensemble de familles chimiques trés variées comme des
solvants, des agents déshydratants, des agents oxydants ou
réducteurs. Devant la grande hétérogénéité des molécules chi-
miques, il est difficile de discriminer le pouvoir irritant de celles-ci
en se basant sur leur structure chimique.

Pénétration cutanée

Les mécanismes de perturbations de la barriere de la peau par les
irritants ne sont pas bien connus. Ces derniers semblent induire
une augmentation de I'hydratation et une désorganisation de la
bicouche lipidique de I'épiderme. De plus, des modifications de
la fonction de « barriére » de la peau sont aussi observées dans
des maladies inflammatoires comme la dermatite atopique et le
psoriasis [1]. La barriére cutanée n’est toutefois pas absolue et la
peau est perméable a presque toutes les substances, seul le degré
de perméabilité varie en fonction des substances. Il est lié princi-
palement a I'état physiologique de la peau [2], aux propriétés phy-
sico-chimiques des composés dont elle est supposée restreindre
I'entrée (poids moléculaire, polarité, stade d’ionisation) et a la
nature de I'environnement par lequel ces substances sont
amenées au contact de la peau. Une fois absorbée, la substance
est distribuée dans I'organisme puis aprées avoir été métabolisée,
elle est éliminée. Il faut noter que I'absorption cutanée peut étre
définie comme étant la somme de deux phénomeénes :

* la pénétration des molécules du milieu extérieur au sein de la
peau ;

 larésorption depuis le derme par la circulation sanguine ou lym-
phatique. Cependant la propriété fonctionnelle de certaines
molécules chimiques capables d'induire I'activation de I'immunité
innée semble étre un facteur plus important que leur capacité a
pénétrer facilement dans la peau [3].

Principaux effets des irritants

L'effet des molécules chimiques irritantes sur les cellules se carac-
térise par une perturbation de I'équilibre du fonctionnement des
cellules. En effet, I'hétérogénéité des propriété physico-chimiques
des molécules irritantes expliquent la présence d’effet différents
sur les cellules en fonction du produit. Les solvants et les
détergents modifient les membranes cellulaires et influencent la
fluidité membranaire. Les acides et les alcalins modifient le pH
membranaire. Et certains chimiques perturbent des échanges cel-
lulaires avec |'extérieur.
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Ces modifications sur les cellules induisent des conséquences dif-
férentes en fonction du produit chimique et de sa concentration
dont les effets se résument a une activation cellulaire ou a une
mort cellulaire par apoptose ou par nécrose.

La sensibilité aux molécules chimiques ne dépend pas simple-
ment des propriétés physico-chimiques de celle-ci mais aussi du
type cellulaire (kératinocytes, cellules de Langherans, lym-
phocytes, mastocytes), de la concentration du chimique et de
I'individu.

PHYSIOPATHOLOGIE DE LA DIC

Modeles expérimentaux

Les travaux sur la DIC portent principalement sur des modéles
animaux. L'animal le plus utilisé pour prédire le potentiel irritant
d’un produit est le lapin albinos avec le test de Draize. Le cochon
d’Inde, la souris et le chien de race beagle sont aussi utilisés, mais
le lapin albinos reste le modele le plus sensible aux irritants,
encore plus que I'homme. En revanche, en dehors du cadre de
test de toxicologie, la majorité des études portant notamment sur
les cytokines dans la DIC expérimentale, s’effectue sur le modele
de la souris [4]. En effet, leur systéme immunitaire est bien connu
et ceux sont des animaux plus facilement manipulables.

Les modeles expérimentaux d’irritation les plus utilisés sont ceux
induit par des chimiques comme le SLS (Sodium Lauryl Sulphate),
le SDS (Sodium Dodecyl Sulphate), I'huile de croton, le NNA (Non-
anoic acid), I'oxazolone, le DNC/FB (Dinitrochloro/fluorobenzene).
Certaines études utilisent des irritations physiques comme |'expo-
sition aux UV ou le «stripping » qui consiste a appliquer et
décoller un scotch plusieurs fois de suite. Dans notre laboratoire,
nous utilisons I'hapténe fort DNFB appliqué sur l'oreille de la
souris, le suivi de l'inflammation se fait alors par la mesure de
I'cedéme de l'oreille. Une application de DNFB sur I'oreille induit
une inflammation les heures suivant cette application, cette réac-
tion correspondant a l'irritation, et cing jours plus tard une autre
inflammation cutanée apparait mais correspondant cette fois a
I'eczéma de contact [5].

Médiateurs et cascade de I'inflammation dans la DIC
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La pénétration d'un chimique a travers les différentes couches de
la peau, notamment I'épiderme et le derme, entraine la libération
d'un grand nombre de cytokines et de chimiokines par différents
types cellulaires [6]. Les kératinocytes représentant 95 % des
cellules de I'épiderme sont les principales et les premiéres cellules
sécrétrices de cytokines lors d’un stimulus, leur donnant ainsi un
role essentiel dans l'initiation et le développement de la réaction
inflammatoire cutanée. Le profil d’expression des cytokines varie
au cours du temps et aussi en fonction de la nature, de I'environ-
nement et de la dose du chimique [7]. Les médiateurs les plus
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fréquemment retrouvés dans la littérature de la DIC sont IL-1o
(Interleukine-1at), IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-oo (Tumor Necrosis
Factor-a), IFN-y (Interferon-y), GM-CSF (Granulocyte/Macrophage-
Colony Stimulating Factor) et IL-10, cette derniére étant une cyto-
kine anti-inflammatoire (Tableaul). Cependant l'initiation de
I'inflammation semble principalement médiée par I'lL-10 et le
TNF-o. [7], et par des dérivés de I'acide arachidonique. En effet,
I'IL-100 et le TNF-oo sont deux cytokines primaires capables
d’induire des médiateurs secondaires (incluant de nombreuses
cytokines, des chimiokines, des molécules d'adhésion, des
facteurs de croissance) importants pour le recrutement des leu-
cocytes sur le site cutané altéré. |l se déroule ainsi une véritable
cascade de production de médiateurs inflammatoires.

L'inflammation cutanée se déclenche rapidement grace a la pré-
sence de médiateurs pro-inflammatoires préstockés dans les
cellules cutanées. C'est ainsi qu'une grande quantité d’IL-1o pré-
formée et biologiquement active est libérée par les kératinocytes
[8] (Figure 1) suite a de nombreux stimuli qui entrainent tres cer-
tainement l'altération de la structure membranaire des kérati-
nocytes [9]. Il en est de méme pour I'acide arachidonique qui est
métabolisé en composants actifs, les éicosanoides (prosta-
glandines, thromboxanes, leucotriénes...). lls participent locale-
ment et de fagon transitoire a la formation de I'cedéme, I'invasion
leucocytaire, et au niveau cellulaire a la prolifération, la différen-
ciation et I'apoptose [10]. L’IL-1a a un réle autocrine favorisant sa
propre sécrétion et celle d'autres cytokines (IL-6, IL-8, GM-CSF...)
par l'activation de la voie de signalisation du facteur de transcrip-
tion NF-x B [11].

L'IL-10 et I'acide arachidonique permettent la premiére défense
de I'organisme au niveau de la peau, et de fagon plus contro-
versée dans la littérature, le TNF-o. semble aussi étre un médiateur
majeur dans l'initiation de I'inflammation cutanée.

Il est stocké dans les mastocytes du derme [12] et lors d'un
stimulus il est aussi produit par les kératinocytes et les cellules de
Langerhans [13, 14]. L'augmentation de I'expression du TNF-o, par
les kératinocytes peut étre induite, selon l'irritant, soit par la voie
de transduction dépendante de la protéine kinase C (PKC), soit par
la stabilisation de I'’ARNm du TNF-o. [15]. Des anticorps anti-TNF-o
abolissent de nombreuses réactions inflammatoires cutanées
[16]. En effet, le TNF-a est connu pour induire I'expression de
molécules d’adhésion cutanées et endothéliales en synergie avec
I'IL-1, ce qui permet l'infiltration de leucocytes au niveau de la
peau [17], indispensable a la génération de I'inflammation.

Cependant le role essentiel du TNF-o reste encore controversé et
n’est pas généralisable a tous les cas d’irritation. Ainsi, une inflam-
mation cutanée n’est pas toujours dépendante de la production
de TNF-o. [4].

Lors de la DIC, la production de nombreux médiateurs pro-inflam-
matoires va permettre de recruter et d’activer les cellules de
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Tableau I. Cytokines épidermiques impliquées dans la DIC.

Cytokines exprimées

Kératinocytes

Cellules de Langerhans

Cytokines primaires

IL-100 +% +
IL-1b + +
TNF-a +* +
Chimiokines de type CXC

IL-8 + -
Gro + +
MIP-2 (souris) + +
IP-10 + -
Chimiokines de type CC

MCP-1 + R
MIP-1a +

RANTES + -
Cytokines régulant I'immunité humoralevs. cellulaire

IL-12 + +
IL-18 + +
Cytokines activant les lymphocytes

IL-6 4% +
IL-7 +¥ _
IL-15 +* +
Facteurs de croissance hématopoiétiques

IL-3 (souris) + -
G-CSF 4% R
M-CSF + -
GM-SF + -
Facteur de croissance autre que pour leucocytes

TGF-a + -
PDGF + ?
VEGF + ?
Cytokines immunosuppressives/antagonistes

IL-1RA + ?
TGF-B +* +
IL-10 + +
Interféron

IFN-y + +

IL-10. cytokines dont I'expression fortement est augmentée dans la DIC.

+* : cytokines synthétisées naturellement par les kératinocytes.
Ces informations proviennent principalement de [1, 27, 28].
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Figure 1. Physiopathologie de la DIC.
La peau est peuplée d'une grande diversité de types cellulaires avec notamment
les kératinocytes au niveau de I'épiderme, les fibroblastes du derme séparés par la jonction
dermo-épidermique (JDE) et les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins
et lymphatiques qui jouent un réle prépondérant pour l'infiltration des leucocytes
dans la peau. Le systeme immunitaire inné cutané est principalement composé des cellules
de Langerhans, des cellules dendritiques dermiques, des macrophages et des mastocytes.
Lors d’une réaction inflammatoire de type DIC a un chimique, le chimique induit un
relarguage d’IL-1a et d’acide arachidonique par les kératinocytes, et induit aussi I'activation
des mastocytes qui sécretent du TNF-a. Cette activation locale est amplifiée par l'infiltration
de leucocytes dans la peau.

défense créant ainsi une inflammation. De nombreuses études
montrent aussi que certains irritants et allergénes générent un
stress oxidatif via la libération de ROS (Reactive Oxygen Species)
formées par la chaine de réactions des radicaux libres et suite a
I'action de médiateurs inflammatoires. La production excessive
de ROS entraine la péroxidation des lipides des membranes cel-
lulaires et I'altération de protéines et d’ADN. La peau possede une
protection efficace grace a des antioxydants endogénes (gluta-
thion, tocophérol (vitamine E), acide ascorbique (vitamine C) et
des enzymes spécifiques. L'analyse des ROS est difficile en raison
de leur trés courte durée de vie, ainsi la présence de stress oxidatif
est démontrée indirectement par I'activité d’enzymes comme la
superoxide dismutase [18] et la glutathion S-transférase [19], ou
encore par la présence d’inhibiteurs de ROS [20] ou par la défi-
cience en antioxydants [21] qui conduisent a une diminution de
I'cedéme.
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Les cellules de I'immunité innée et de la DIC

184

La physiopathologie de DIC est encore mal connue, ceci s’explique
par le fait que la majorité des études qui ont été faites dans le
domaine ont été réalisées a partir de modeéle in vitro d’épiderme
ou de peau reconstruites [22]. Ces modeles ont I'inconvénient
d’occulter les cellules du systeme immunitaire cutané. La peau est
en effet peuplée d'une grande diversité de cellules comme les
cellules de Langerhans dans |'épiderme, les mastocytes, les
cellules dendritiques épidermiques et dermiques, les macro-
phages, l'ensemble constituant |'immunité cutanée innée
(Figure 1). Ces cellules ont un rdle de sentinelle afin de détecter
les signaux de danger [23] pouvant ainsi conduire a une activation
du systéme immunitaire. Les lymphocytes T sont retrouvés au
niveau du derme dans les zones périvasculaires. lls constituent
une population de cellules qui recirculent en permanence entre le
sang, la peau et les ganglions. L’'ensemble de ce réseau de cellules
résidentes au niveau de la peau peut étre activé lors de la ren-
contre avec une substance chimique irritante, et ceci pouvant
moduler alors la réponse inflammatoire.

L'importance de I'immunité innée dans le développement des
réactions inflammatoires a été notamment mise en évidence avec
un modele de souris déficientes pour le FcyR. Ces récepteurs sont
exprimés sur les cellules épithéliales et les cellules présentatrices
d’antigene. La sous-unité y est nécessaire a |I'expression a la sur-
face cellulaire du récepteur ainsi que pour la transduction du
signal par ce récepteur. Ces souris déficientes pour ce récepteur
ne développent pas d’inflammation avec des doses irritantes
d'oxazolone et d'huile de croton. Ceci s’explique par I'absence
d’activation dans ces souris de I'immunité innée [24]. L'analyse
de l'inflammation cellulaire et plus particulierement le réle de
I'immunité cutanée innée doit donc étre faite en prenant en
compte la coopération entre les différents types cellulaires.

Le role des cellules de Langerhans (CL) dans l'induction d'une
réponse spécifique a été clairement défini mais leur contribution
dans la développement de la DIC est beaucoup moins claire. De
nombreuses études ont été réalisées notamment sur des épidermes
reconstruits montrant une modifications de morphologie des CL
apres application épicutanée d’un irritant comme le SLS [25]. La
portée physiologique de ces données est encore mal définie.

Parmi les différentes sous-populations cellulaires du systeme
immunitaire cutané inné, le mastocyte semble étre un candidat
intéressant dans le développement de la DIC. Les mastocytes sont
présents dans le derme a proximité des vaisseaux et sont les
seules cellules présentes dans la peau contenant du TNF-o pré-
formé et bioactif [12]. De plus une étude récente dans un modéle
d’hypersensibilité de contact au para-phénylénediamine, met en
évidence un défaut d'irritation chez les animaux déficients en mas-
tocytes. Ces données sont favorables a un réle important des mas-
tocytes dans la DIC [26], I'application d’un chimique irritant sur la
peau induirait I'activation des mastocytes.
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CONCLUSION

Les études de la physiopathologie de la DIC ont maintenant clai-
rement montré le réle des cytokines de la famille de I'lL-1, du
TNF-o et des dérivés de I'acide arachidonique synthétisés notam-
ment par les kératinocytes. Le stress oxydatif avec la libération de
ROS contribue également au développement de I'inflammation
non spécifique. Par contre, la contribution des cellules de I'immu-
nité innée dans la DIC est beaucoup moins bien caractérisée. Les
mastocytes apparaissent, avec les travaux réalisés sur des ani-
maux déficients, comme un candidat intéressant dans le dévelop-
pement de la DIC.

Actuellement de nombreux travaux portent sur l'étude des
cytokines de la DIC et de la DAC (Dermatite Allergique de Contact)
afin de caractériser des marqueurs spécifiques de chaque type de
dermatites. Cependant les différences observées ne semblent pas
généralisables a tous les irritants, suggérant que I'environnement
inflammatoire est trés similaire. Ainsi I'étude plus approfondie des
cellules impliquées dans la DIC, permettrait aussi une meilleure
compréhension des mécanismes différenciant la DIC de la DAC.
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Notre systeme immunitaire (SI) s’organise en deux grands compartiments : un com-
partiment effecteur qui nous protege contre les agressions (principalement infectieuses
et tumorales) via le développement d’une réponse inflammatoire (innée ou spécifique
d’antigene) et un compartiment régulateur anti-inflammatoire dont la finalité est de li-
miter la durée de la réponse effectrice tout en maintenant un état de tolérance aux an-
tigenes du soi. La tolérance cutanée est donc indissociable du contrdle de la réponse
inflammatoire et s’organise a deux niveaux :

—un niveau central ou les lymphocytes autoréactifs (c’est-a-dire capables de re-
connaitre puis de développer une réponse effectrice contre les antigénes du soi) se
«suicident » par apoptose (ou « mort cellulaire programmée ») lors de leur diffé-
renciation dans les organes lymphoides primaires (moelle osseuse pour les cel-
lules B, et thymus pour les cellules T),

—un niveau périphérique qui met en jeu des sous-populations lymphocytaires T
régulatrices (ou « suppressives ») aujourd’hui considérées comme les acteurs
clefs impliqués dans le maintien de la tolérance et le contrdle des réponses in-
flammatoires cutanées.

L’existence de mécanismes régulateurs périphériques est essentielle dans le main-
tien de la tolérance cutanée, ceci pour deux raisons:

—limiter la réponse inflammatoire physiologique dans le temps,

—inhiber I’action d’éventuelles cellules effectrices auto-réactives qui auraient échappé
a la phase de sélection dans les organes lymphoides primaires. Les maladies inflam-
matoires par rupture de tolérance cutanée représentent ainsi un vaste ensemble de
pathologies (dermatite atopique, psoriasis, maladies bulleuses auto-immunes, etc.) ca-
ractérisées par un mécanisme pathologique commun : I’activation chronique des
effecteurs du SI adaptatif, associée a un défaut de contrdle des mécanismes anti-in-
flammatoire naturels ou acquis.
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Le controle de la tolérance cutanée
passe par les cellules T régulatrices

Nous avons vu dans le précédent chapitre que si les cellules Th1 et Th2 sont capables
de générer une inflammation, le contrdle de cette inflammation est indispensable au
maintien de ’homéostasie. Initialement introduit dans les années 50, le concept de sup-
pression active et de cellules « suppressives » fut un temps abandonné, pour cause de
complexité et d’absence de mécanisme physiopathologique clairement identifié. Des
cellules régulatrices possédant la capacité d’inhiber le développement d’une réponse
immunitaire potentiellement dangereuse ont été depuis décrites dans une multitude de
modeles, et il semble exister une composante régulatrice au sein de presque toutes les
populations lymphocytaires (avec des mécanismes de régulation divers et discutés).
En particulier, certaines sous-population de cellules T CD4+, regroupées sous le terme
générique de «cellules régulatrices» ont été tres étudiées dans les dernieres années
car elles présentent de puissantes propriétés anti-inflammatoires. L’action suppressive
de ces cellules régulatrices est en grande partie due a leur capacité de sécrétion de cy-
tokines immunosuppressives, principalement I'IL-10 et le TGF-p.

Les cellules Tr1

L’interleukine-10 induit une anergie de longue durée dans les cellules T CD4+ et
CD8+ (1) via la différenciation d une sous-population de cellules T CD4+ (appelées T
regulatory cells 1 ou'Tr1) présentant un profil de sécrétion de cytokines différent de celui
des cellules Th1 et Th2. Les Tr1 ne sécretent ni IL-2, ni IL-4, mais de I’[L-5 et de I'TFN-y
et surtout de trés grandes quantités d’IL-10 ainsi que du TGF-p. Ceci explique leur ca-
pacité a inhiber la prolifération des cellules environnantes (dans des systemes de co-cul-
tures in vitro, les facteurs solubles sécrétés par les cellules Tr1 sont capables d’inhiber
la prolifération des cellules effectrices voisines). Par ailleurs, les Tr1 ne produisent pas
de facteurs de croissance, ce qui explique leur faible capacité proliférante et la nécessité
d’utiliser de fortes doses d’antigenes pour induire leur prolifération. Chez la souris, I’in-
jection de Tr1 puis leur activation par des peptides spécifiques de leur récepteur a I’an-
tigene (TCR) permet le controle de la réaction inflammatoire d’hypersensibilité retar-
dée (HSR) spécifique d’haptene. Dans un autre modele de souris développant une réponse
allergique immédiate de type IgE spécifique d’ovalbumine, I’injection de Tr1 spéci-
fiques de I’ovalbumine permet d’inhiber totalement la synthese d’IgE et de la réponse
allergique lors de la réintroduction de la protéine. Cette activité inhibitrice disparait en
présence d’anticorps monoclonaux anti-IL-10 ou anti-TGF-f. Chez I’homme, la sti-
mulation répétitive de cellules T CD4 + in vitro par leur antigene en présence d’IL-10
permet la différenciation de cellules de type Tr1 via la modification des cellules pré-
sentatrices de 1’antigéne. Il semble en effet que la nature de la cellule présentatrice d’an-
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tigene soit un facteur déterminant dans la différenciation des cellules régulatrices. Ainsi,
la stimulation répétée de lymphocytes T CD4+ par des cellules dendritiques (DC) im-
matures conduit a I’émergence de cellules régulatrices, productrices d’IL-10 et appa-
rentées aux Trl. Il a été démontré par exemple in vivo que la tolérance induite par ad-
ministration d’un antigéne dans les voies respiratoires était dépendante de DC pulmonaires,
via I’'induction de cellules Tr1 [2]. En revanche, les DC impliquées dans I’induction de
cette tolérance présentent — contre toute attente— un phénotype mature, mais produisent
de I’IL-10 qui semble dans ce cas bien plus important que le statut « mature » de la DC.
Enfin, Akdis a récemment montré que la désensibilisation de patients au venin d’hy-
ménopteres était associé a une augmentation de sécrétion d’IL-10 par des clones T de
phénotype Trl exprimant CLA+ (antigene permettant la domiciliation des cellules T
dans la peau, voir chapitre de C. Robert dans le tome 1) [3].

I’IL-10 est une cytokine ubiquitaire produite par de nombreux types cellulaires
(Ilymphocytes T CD4+ et CD8+, kératinocytes, mastocytes, etc.), qui possede une
puissante action anti-inflammatoire. L’IL-10 inhibe en effet la production de nom-
breuses cytokines (IL-1, IL-6, TNF, IL-12, IL-18, GM-CSF, et enfin I’IL-10 elle-
méme), mais aussi celle de PGE2 (inhibe la cycloxygenase de type 2), participant
ainsi au controle de la réponse inflammatoire innée précoce. L’IL-10 induit également
la différenciation des lymphocytes T en cellules «régulatrices » aux propriétés puis-
samment anti-inflammatoires.

Le TGF-P, également produit par plusieurs sous-populations T régulatrices, pos-
sede de nombreux points d’impacts sur I’'induction d’une tolérance ou d’une immu-
nosupression. En particulier, le TGF-3 est un puissant facteur de différenciation des
cellules Treg CD4+CD25+, mais joue aussi sur I’immunité innée en altérant par
exemple la production d’IL-5 par les éosinophiles et en induisant leur apoptose. La
sécrétion de TGF-f3, n’est par ailleurs pas diminuée par I’'IL-10. Au sein des maladies
inflammatoires chroniques cutanées, une diminution de synthése du TGF-f par mu-
tation de son géne a été associé, entre autres, a la dermatite atopique [4]. Enfin, une
production de TGF-f par les cellules cancéreuses, leur permettant de maintenir un
état de tolérance contre les effecteurs immunitaires, a €t€ observée dans différents
types de tumeurs.

Les cellules T CD4+CD25+

Les cellules T CD4+CD25+ régulatrices naturelles (Treg) ont récemment été pro-
posées pour jouer un role déterminant dans la régulation et le contrdle des maladies in-
flammatoires chroniques ou auto-immunes in vivo [5]. Identifiées chez les rongeurs et
chez I’homme, ces cellules d’origine thymique sont présentes chez I’individu sain et
sont capables d’inhiber la réponse inflammatoire. Ces cellules interviennent ainsi dans
la régulation des réactions d’HSR aux haptenes, ainsi que dans ’inhibition de cette ré-
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ponse consécutive a I’administration intragastrique de I’haptene (tolérance orale) [6].
Parmi les facteurs impliqués dans le développement et les fonctions des Treg, on citera
le TGF-f [7] et le facteur de transcription Fox-P3.

Les cellules CD4+CD25+ représentent 5 a 15% des lymphocytes T CD4+ péri-
phériques d’un individu sain. Ces cellules expriment constitutivement le récepteur de
haute affinité pour I’interleukine-2 (CD25) et présentent un phénotype de lymphocytes
T a mémoire (CD45RB"", voir chapitre de F. Halary dans ce tome). Ces cellules sont
continuellement produites dans le thymus et leur role dans la tolérance périphérique a
été clairement illustré dans des expériences de transfert de lymphocytes T chez des sou-
ris athymiques. Chez ces animaux, le transfert de lymphocytes T déplétés en cellules
régulatrices CD4+CD25+ conduit a I’apparition de manifestations auto-immunes mul-
tiples. De nombreux travaux ont également démontrés que les cellules Treg jouaient
un rdle majeur dans le contrdle de la survenue de différentes manifestations auto-im-
munes (diabete auto-immun, encéphalopathie auto-immune expérimentale (EAE), gas-
trite auto-immune, thyroidite auto-immune, maladies inflammatoires chroniques du
tube digestif,...) [5, 8]. Les Treg sont également impliquées dans 1’inhibition du rejet
de greffe et de maniere plus générale dans le controle de I’activation des lymphocytes
T et de la taille du contingent de cellules effectrices. Il a ét€ par exemple récemment
montré, dans un modele de cancer chez I’animal, que la déplétion en Treg pouvait s’ac-
compagner d’une réponse immunitaire protectrice spontanée contre la tumeur [9].

Activation/expansion des cellules CD4+CD25+

Les cellules CD4+CD25+, tout comme les Tr1, se caractérisent par leur faible ré-
ponse a une stimulation via leur TCR et une incapacité a produire de I’IL-2, ces deux
propriétés étant corrélées a leur fonction suppressive. Cette anergie peut tre en partie
levée lorsqu’une stimulation via le TCR est combinée a I’IL-2 ou a un signal via CD28,
ce qui déclenche I’expansion des cellules CD4+CD25+ avec maintien, voire augmen-
tation, de leur fonction suppressive. Cet état d’anergie et la possibilité d’expansion des
cellules Treg a été également démontré in vivo chez des animaux lymphopéniques.

Il est probable que certaines conditions d’immunisation aboutissent a I’expansion
quantitative sélective du contingent de cellules Treg, voire a une stimulation de leur
fonction suppressive, conduisant a une régulation accrue. Ainsi, certaines voies d’ad-
ministration de I’antigene —la voie intraveineuse et la voie orale en particulier — fa-
vorisent I’expansion du contingent de cellules Treg et stimulent leur activité suppres-
sive [10, 11]. Il semble, comme pour la différenciation des Tr1 que la nature de la
cellule présentatrice d’antigene puisse représenter dans certains cas un facteur dé-
terminant dans la différenciation des Treg. Ainsi, les DC immatures seraient plus a
méme de provoquer la différenciation de ce contingent, méme si cette regle n’est pas—
anouveau comme dans le cas des Tr1 — absolue. Il a par exemple ét€ démontré, dans
un modele d’HSR aux haptenes chez la souris, que des cellules de Langerhans ma-
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tures était capable d’induire le développement de cellules T CD4+ régulatrices contrd-
lant I’intensité et la durée de I’inflammation [12]. Le mécanisme d’induction de cel-
lules régulatrices par les DC pourrait donc également impliquer le recrutement de sous-
populations de DC particulieres et/ou un conditionnement fonctionnel de la cellule
dendritique par le micro environnement au site de pénétration de 1’antigene. Ainsi, la
production de cytokines, mais aussi de chimiokines par les DC contribuerait au recru-
tement sélectif de Treg comme 1’illustre I’apparition de manifestions auto-immunes
chez des souris déplétées en CCL4 [13].

Les cellules Treg sont capables de réguler la prolifération et la différenciation des
lymphocytes T CD4+, CD8+, cellules NK [14], NKT [15] et des lymphocytes B. La
majorité des études publiées a ce jour suggerent que les Treg pourraient affecter 1’ac-
tivation des lymphocytes, leur expansion et leur différenciation en cellules effectrices,
probablement lors de leur rencontre avec I’antigene dans les organes lymphoides se-
condaires. Les Treg pourraient également réguler des réponses effectrices plus en aval,
dans les tissus périphériques. Ainsi, le transfert de cellules CD4+CD25+ permet d’in-
hiber le développement de cellules effectrices dans des modeles de maladies auto-im-
munes chez la souris, mais également de prévenir la pathologie induite par le transfert
de cellules autoréactives clonées a des souris athymiques [8]. Dans des systémes de co-
culture in vitro, ’effet suppressif des cellules Treg est dii essentiellement a un effet di-
rect sur les lymphocytes cibles et peut &tre observé en absence de cellules présenta-
trices d’antigene. La molécule CTLA-4, exprimée de maniere constitutive par les
cellules T CD4+CD25+, pourrait jouer un role clé dans leur efficacité suppressive. En
particulier, le groupe de Grohmann a montré que CTLA-4 induit une modification du
métabolisme du tryptophane (stimulation de 1’indole amine 2-3 dioxygénase ou IDO)
a I’origine de son puissant effet tolérogene [16]. L’administration de 1 methyl tryp-
tophane (inhibiteur de IDO) inhibe 1’action de CTLA-4 sur la survie des d’ilots de Lan-
gerhans dans un modele animal de diabete auto-immun [17]. L’administration d’anti-
corps anti-CTLA-4 conduit également au développement de manifestations
auto-immunes chez des souris normales [18], et inhibe I’effet protecteur des cellules
CD4+CD25+ sur la colite expérimentale dans un modele de souris [19]. Toutefois, des
cellules CD4+CD25+ isolés d’une souris CTLA-4-/- conservent une activité suppres-
sive, bien que celle ci soit diminuée par rapport a celle de cellules normales [18].

Apres activation, les cellules CD4+CD25+ sont également capables de produire des
cytokines a activité immunosuppressives telles que IL-10 et TGF-f3 et dans une moindre
mesure [L-4. L'utilisation de fortes doses d’anti-TGF-f (les Treg produisent du TGF-f3
soluble mais aussi membranaire) ou 1’addition de récepteurs solubles (pour IL-10 et
TGF-p) inhibe la suppression induite par les Treg [20, 21]. Enfin, le microenvironne-
ment ou s’exerce la régulation par les Treg pourrait déterminer la prédominance d’une
voie ou I’autre (nécessité d’un contact membranaire ou cytokines solubles) comme le
montre le role critique du TGF-f et de I’IL-10 dans la régulation de la colite expéri-
mentale [19, 22], tandis que ces deux cytokines ne semblent pas impliquées dans un
modele de gastrite auto-immune [23, 24].
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Les cellules Treg jouent un role primordial dans le controle de la réaction
lymphocytaire T spécifique d’antigene : exemple de la réaction
d’HSR cutanée aux haptenes

Dans la réaction d’HSR cutanée (HSRC) aux haptenes, il existe une dichotomie
fonctionnelle claire entre les lymphocytes T CD4+ et CD8+ [25, 26]. Les cellules CD8+
sont effectrices et peuvent se développer en absence de cellules CD4+, tandis que les
lymphocytes T CD4+ ont un role régulateur et permettent le contrdle et la résolution
de I’'inflammation. Les cellules CD4+ interviennent vraisemblablement au cours des
deux phases de ’'HSRC (afférente et efférente, voir chapitre précédent). Dans les or-
ganes lymphoides secondaires, suite a la sensibilisation, les cellules CD4+ limitent la
taille du contingent de cellules CD8+ effectrices ou modifient leurs propriétés fonc-
tionnelles. Apres migration au site de révélation, les cellules CD4+ contribuent proba-
blement au controle de I'inflammation et a sa résolution. En effet, malgré la persistance
des cellules T CDS, et surtout de 1’haptene sur le site d’application pendant au moins
deux semaines, la réaction inflammatoire prend fin dés la migration des cellules CD4
in situ [27]. Ainsi, I’élaboration d’une réponse CTL spécifique d’haptene efficace in
vivo ne peut s’exprimer que pendant une courte fenétre de temps, avant que les cel-
lules T régulatrices ne prennent le pas et inhibent I’inflammation. En 1’absence de cel-
lules CD4+, les souris développent une inflammation plus intense et persistante voire
chronique. Il a été récemment démontré que I’inflammation pouvait étre totalement
prévenue in vivo lorsque I’haptene était délivré par voie intragastrique (phénomene de
tolérance orale) quelques jours avant la phase de sensibilisation [6]. Cette induction de
tolérance orale est dépendante des lymphocytes T CD4+ qui inhibent I’activation/ex-
pansion des lymphocytes T CD8+ dans les organes lymphoides secondaires.

Les cellules TH3

Les cellules TH3, décrites par Weiner [28] pourraient jouer un role dans le contrdle
de la tolérance orale aux antigénes de ’environnement, via la sécrétion de TGF-p.

Des perturbations des cellules T régulatrices
sont associées a I'expression de plusieurs
maladies chez 'homme

Perturbations par défaut : exemple des maladies atopiques

Plusieurs études récentes suggerent 1’existence d un déficit fonctionnel des cellules
TCD4+CD25+ chez les individus atopiques. Ou et coll. rapportent ainsi qu’un super-
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antigene staphylococcique (SEB) peut inhiber I’action suppressive des cellules
TCD4+CD25+ foxP3+ (capacités fonctionnelles normales en I’absence de SEB) de
patients porteurs de dermatite atopique [29]. Ling et coll. montrent également une di-
minution spontanée des capacités fonctionnelles inhibitrices des cellules T CD4+CD25+
de sujets porteurs de rhinite allergique (comparaison des Treg de sujets non atopiques)
sur les fonctions des effecteurs de la réponse allergique. Les auteurs de ce travail mon-
trent par ailleurs que les capacités régulatrices des cellules T CD4+CD25+ de ces su-
jets sont encore diminuées si le prélevement a lieu au printemps, lors de I’exposition
aux pollens, en comparaison des Treg des mémes patients mais prélevés en dehors de
la saison pollinique [30]. Ainsi, les pneumallergeénes pourraient en déclencher la sur-
venue des manifestations cliniques par au moins deux mécanismes :

—la stimulation spécifique des lymphocytes T mémoires effecteurs de I’inflam-

mation,
—P’inhibition des lymphocytes T régulateurs sur un fond génétique « atopique ».

Ces travaux contribuent a étayer I’hypothese hygiéniste qui postule que les modifi-
cations de notre environnement dans le dernier demi siecle représentent un facteur ma-
jeur dans I’augmentation de I’incidence des maladies inflammatoires chroniques par rup-
ture de tolérance cutanée [31]. En particulier, I’altération de la flore saprophyte épithéliale
(favorisée par les détergents, vaccins, antibiotiques, etc.) aurait deux conséquences :

—une levée de I’inhibition naturelle contre la réponse inflammatoire (la flore sa-
prophyte stimule en permanence nos compartiments régulateurs d’ou I’absence
«physiologique » d’inflammation cutanée — ou plus largement épithéliale —contre
cette flore),

—la colonisation de notre peau par des bactéries pathogenes (exemple du staphy-
loccoque doré qui colonise la peau de 90% des patients atteints de dermatite ato-
pique), dont le développement est normalement contr6lé par les saprophytes (le
staphyloccoque doré colonise 5% des peaux non atopiques).

Des études menées chez I’homme par plusieurs groupes (dans le psoriasis, le lupus,
et d’autres maladies inflammatoires chroniques a expression cutanée) sont en cours et
devraient permettre de confirmer et d’affiner nos connaissances dans les années a venir
sur le role des cellules T régulatrices dans les maladies inflammatoires chroniques par
rupture de tolérance cutanée.

Perturbations par exces : échappement tumoral au contréle du SI

Dans la relation hote-tumeur, les cellules tumorales sont capables de polariser la ré-
ponse vers la tolérance en adressant des signaux « tolérogeénes » comme le TGFj, le
MCSEF, le VEGEF, ou I'IL-10 qui peut également étre sécrétée par les précurseurs de DC
sous I’influence des cellules tumorales [32]. L’IL-10 est, comme nous I’avons vu, ca-
pable d’inhiber la réponse innée ou adaptative antitumorale mais également de favori-
ser la différenciation de cellules T régulatrices.
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Plusieurs groupes ont ainsi récemment rapporté I’existence d’un exces de cellules
Treg CD4+CD25+ dans le sang et / ou dans les tumeurs de malades atteints de méla-
nome, de cancer du sein, du pancréas, et de plusieurs autres types de cancers épithé-
liaux [14, 33, 34]. En particulier, Wolf et col. ont montré que les cellules régulatrices
issues du sang périphérique de ces malades sont capables d’inhiber I’activité NK anti-
tumorale in vitro. La dualité fonctionnelle des DC dans la capacité d’induction d’une
réponse immunogene « et/ou/puis » tolérogene [35] (bénéfique dans le contexte de
I’HSR aux hapteénes), peut faire craindre dans le contexte de la réponse antitumorale,
que des DC a priori trés immunogenes in vitro ne conduisent en réalité in vivo a une in-
duction de tolérance vis a vis de la tumeur, méme si des CTL sont induits dans un pre-
mier —ou dans le méme — temps.

Le rdle néfaste des Treg sur la réponse CTL in vivo peut également expliquer en par-
tie I’efficacité thérapeutique de drogues inhibant 1’activité T régulatrice (soit par blo-
cage fonctionnel soit par déplétion) permettant I’obtention — ou la potentialisation— de
réponses immunitaires biologiques et /ou cliniques antitumorales chez la souris
[9, 36, 37] et chez ’homme [38-39].

Conclusion

Les cellules T régulatrices jouent un rdle primordial dans le controle de 1’inflam-
mation et dans le maintien de la tolérance cutanée aux auto-antigénes et aux substances
de I’environnement. Des perturbations quantitatives ou qualitatives en cellules T ré-
gulatrices ont été identifiées dans des maladies inflammatoires chroniques (par défaut),
mais également dans certains cancers chez I’homme (par exces). L’évolution des connais-
sances sur les compartiments régulateurs devraient permettre de définir dans les an-
nées a venir de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur ces cibles encore mal
connues, dans des problématiques aussi variées que les maladies inflammatoires chro-
niques (allergiques ou auto-immunes), les cancers et bien sur la prévention et le controle
du rejet de greffe.
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